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Resumen

Participacion de los sistemas Notch y Wnt/B-catenina

en lafuncién y angiogénesisovarica

Resumen

El cuerpo lateo (CL) es una glandula enddcrina transitoria esencia para la
supervivencia e implantacion del embrion. Es por esto que su formacion, funcion y
regresion estan estrictamente reguladas a través de diversas vias de sefidlizacion. En esta
tesis se estudio el rol de los sistemas Notch y Wnt/B-catenina sobre € desarrollo y
funcion del CL de ratas. También se analiz0 la interaccion de ambas vias con la accion

de la progesterona.

El primer capitulo de esta tesis se disefio con € objetivo de estudiar la accién in vitro
del sistema Notch y su interaccion con progesterona en cultivo de cuerpo |Uteo de rata.

Se utilizaron ratas prepuberes inyectadas de forma subcutanea con eCG y 48 horas
después con hCG. Cuatro dias después, los animales sufrieron eutanasia. Se aislaron los
CLsy se cultivaron en presencia de Aminoglutetimida (AG, inhibidor de la sintesis de
progesterona), DAPT (inhibidor del sistema Notch), progesterona, de DAPT en
presencia de progesterona, o vehiculo de las drogas (DM SO). Luego de una o 4 horas de
cultivo, se recolectaron los CLsy los medios condicionados. Se estudio lafuncionalidad
luteal midiendo la concentracién de progesterona en € medio. Se evaud la
participacion del sistema Notch y de progesterona en cuanto a contenido de proteinas
pro- y anti-apoptoticas, regulacion de | as enzimas esteroidogeénicas, contenido de PCNA

(marcador de proliferacion) y nivel de fosforilacion de AKT y ERK.

DAPT produjo una disminucion de la produccion de progesterona. A su vez se observé
una disminucion en e contenido luteal de la enzima P450scc. La presencia de
progesterona en € medio de cultivo aumentd los niveles de StAR, efecto que fue
impedido al inhibir la via de Notch. El cultivo con DAPT produjo un aumento de la
relacion entre proteinas pro:anti-apoptoéticas y un aumento del fragmento activo de
caspasa 3. Este aumento en la apoptosis fue revertido con la presencia de progesterona
en el medio de cultivo. Para determinar la proliferacion de células del CL, se cuantifico

el contenido de PCNA. Progesterona incrementod significativamente los niveles de
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PCNA, y este aumento fue impedido por DAPT. Ademéas, DAPT disminuyo la

fosforilacion de AKT, lacua se restituyd con laincubacion junto a progesterona.

Los resultados de este capitulo muestran por primera vez la existencia de una
interaccion entre Notch y progesterona que promueve la funcion y supervivencia del
CL.

El segundo capitulo de esta tesis se disefié con e objetivo de estudiar laimplicancia de
lavia Wnt/B-catenina en lafuncion del ovario de ratas superovuladas.

Se utilizaron ratas prepuberes inyectadas de forma subcutanea con eCG y 48 horas
después con hCG, dia en que los animales fueron operados. A un grupo se le administro
bajo la bursa de ambos ovarios un inhibidor especifico de la via Wnt/p-catenina
(XAV939), mientras que € grupo control recibio la dosis equivaente del vehiculo del
inhibidor (DM SO). Lo animales sufrieron eutanasia 24 o 48 horas luego de la cirugia
Se estudio € desarrollo folicular y la formacion de CL en ovarios de cada grupo
experimental y se evalué también la concentracion de progesterona sérica. En extracto
proteico de CLs se midi6 e contenido de proteinas pro- y anti-apoptéticas, de enzimas
esteroidogénicas y de PCNA. Ademés, se determind € grado de fosforilacion de las
proteinas AKT y ERK. Por ultimo, se cuantificaron los niveles de VEGF lutea y se

estudio6 e desarrollo vascular del CL mediante marcacion con lectina BS-1.

Lainhibicion in vivo de la via Wnt/B-catenina produjo una disminucion en el porcentaje
de CLs, efecto que estuvo acompafiado por la aparicion de estructuras quisticas. La
concentracion de progesterona sérica disminuyé en los animales tratados con XAV 939,
como asi también e contenido luteal de la proteina StAR. La administracion de
XAV939 aumentd e balance entre proteinas pro:anti-apoptoticas, incrementando la
apoptosis en células del CL. A su vez, XAV939 disminuy6 los niveles de ERK
fosforilado y e contenido de PCNA en CL. Ademés, la inhibicién de la via Wnt/-
catenina disminuy6 el porcentgje de &rea endotelial en CL y redujo € contenido |uteal
de VEGF. Ladoble marcacion para PCNA vy lectinarevel 6 que la mayoria de las células
proliferativas son las endoteliales. Estos resultados demuestran por primera vez que la
via Wnt/B-catenina esta involucrada en €l proceso de ovulacion y funcionalidad luteal

de ratas prepuberes tratadas con gonadotrofinas.

El tercer capitulo de estatesis se disefio con € objetivo de estudiar la accion in vitro del

sistema Wnt/-catenina sobre la expresion de miembros del sistema Notch.
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Se utilizaron ratas prepuberes inyectadas de forma subcutanea con eCG y 48 horas
después con hCG. Dos dias luego de la administracion de hCG, los animales sufrieron
eutanasia. Se aidaron los CLs y se cultivaron en presencia de ICG-001 o solucién
vehiculo (DMSO). El 1ICG-001 es un inhibidor de la via de Wnt/B-catenina con un
mecanismo de accion distinto a de XAV939. Luego de 12 horas de cultivo, se
recolectaron los CLs y los medios condicionados. Se estudié la funcionalidad luteal
midiendo la concentracién de progesterona en e medio. En extractos de ARN de CLs se
estudio la expresion de miembros del sistema Notch, y en extractos proteicos se midio

el contenido de la proteina StAR.

ICG-001 disminuyd la produccién de progesterona 'y € contenido de la proteina StAR,
reproduciendo el resultado observado con XAV939 en e capitulo Il. Ademas, la
inhibicion de la via Wnt/B-catenina produjo un aumento de la expresion génica del
receptor notchl, del ligando jaggedl, del efector hesl y del regulador rbpjk. Los
resultados de este capitulo muestran que, ante la inhibicion de Wnt/B-catenina, las
células del CL promueven la activacion de la via de Notch, posiblemente como

mecani Smo compensatorio para recuperar la homeostasis celular.

Los resultados de esta tesis demuestran que los sistemas Notch y Wnt/B-catenina estan
implicados en la regulacion del desarrollo y funcion del CL derata. A su vez, revelan la
existencia de una interaccién entre estas vias y la progesterona que promueve la
funcionalidad luteal.

Palabras claves. Cuerpo luteo; Notch; Progesterona; Wnt/p-catenina;
Esteroidogénesis; Angiogénesis



Abstract

I nvolvement of Notch and Wnt/(-catenin pathways

in ovarian function and angiogenesis

Abstract

The corpus luteum (CL) is a temporary endocrine organ essential for the survival and
implantation of the embryo. For this reason, the development, function and regression
of the CL are accurately regulated by various signalling pathways. In this thesis, we
studied the involvement of Notch and Wnt/B-catenin pathways in the development and
function of the rat CL. We aso analysed their interaction with the progesterone action.

The first chapter of this thesis was designed to study the action of Notch pathway on rat
CL function, and itsinteraction with progesterone.

Immature Sprague-Dawley femae rats (21-23 day-old) were subcutaneously (sc)
injected with eCG followed by hCG 48 hours later. The animals were euthanized 4 days
after hCG administration. CLs were isolated and cultured in the presence of
Aminoglutethimide (AG, which is a progesterone synthesis inhibitor), DAPT (which is
a Notch pathway inhibitor), progesterone, DAPT in the presence of progesterone, or
vehicle solution (DM SO). CLs were collected and the conditioned media were frozen.
One or 4 hours after incubation, CL function was studied by measuring progesterone
concentration in the conditioned medium. Besides, steroidogenic regulators, apoptotic
parameters, PCNA content and AKT and ERK phosphorylation levels were measured in

CLs protein extracts.

DAPT produced a decrease in progesterone production aong with a decrease in
PA50scc protein levels. The presence of progesterone in the culture medium caused an
increase in StAR protein levels, and this effect was blocked by the inhibition of Notch
pathway. DAPT produced an increase in pro:anti-apoptotic protein ratio and an increase
in the levels of cleaved caspase 3. Both effects were blocked by the presence of
progesterone in the culture medium. To study the proliferation of the CL cells, PCNA
was measured by Western blot. Progesterone increased PCNA levels and this effect was
impaired by DAPT. Moreover, DAPT decreased AKT phosphorylation levels, and this
effect was reversed by the coincubation with progesterone.
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These results provide the first evidence of a crosstalk between Notch pathway and

progesterone, which promotes the functionality and survival of the CL.

The second chapter of this thesis was designed to determine the involvement of Wnt/[3-

catenin pathway in ovarian function of superovulated rats.

Immature femal e rats were sc injected with eCG followed by hCG 48 hours later. The
day of hCG administration, Wnt/B-catenin inhibitor (XAV939 group) or vehicle
(DM SO, control group) was administered into the bursa of both ovaries. Animals were
euthanized 24 or 48 hours after XAV939 or vehicle administration. Follicle and CL
development were analyzed in ovarian sections from each group and serum
progesterone concentration was measured. The content of pro- and anti-apoptotic
proteins and steroidogenic regulators were determined in CL protein extracts. In
addition, the proliferation marker PCNA, and AKT and ERK phosphorylation was
analyzed. Finaly, luteal VEGF abundance and vascular development through lectin-
BS1 staining were determined.

In vivo Wnt/B-catenin inhibition produced a decrease in the percentage of CLs. This
result correlated with the appearance of cystic structures. Besides, circulating
progesterone concentration decreased, related to a reduction in StAR protein content in
CL. XAV939 administration increased pro:anti-apoptotic protein ratio, which enhanced
apoptosis of the CL cells. Wnt/B-catenin inhibition decreased lutea PCNA protein
levels and ERK phosphorylation. In addition, the percentage of endothelial cell areain
the CLs and the abundance of luteal VEGF were diminished after administration of
XAV939. The double staining for PCNA and lectin revealed that the proliferative cells
are mainly endothelial cells. These results describe for the first time that Wnt/p-catenin

system regulates ovulation and CL function in gonadotropin-treated rats.

The third chapter of this thesis was designed to study the in vitro action of Wnt/[-

catenin pathway on Notch members expression.

Immature female rats were sc injected with eCG followed by hCG 48 hours later. The
animals were euthanized 2 days after hCG administration. CLs were isolated and
cultured in the presence of 1CG-001, a Wnt/B-catenin inhibitor with a different
mechanism of action than XAV939, or vehicle solution (DMSO). 12 hours after
incubation, CLs were collected and the conditioned media were frozen. The expression
of Notch family members was studied and StAR protein levels were measured in CL
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protein extracts. Besides, CL function was studied measuring progesterone

concentration in the conditioned medium.

ICG-001 produced a decrease in luteal progesterone production and StAR protein
levels, repeating the effect observed in chapter 11 with XAV 939. Besides, Wnt/B-catenin
inhibition increased the expression of notchl, jaggedl, hesl and rbpjk. These results
show that CL cells upregulate Notch pathway after Wnt/B-catenin inhibition,
presumably as a compensatory mechanism to recover cellular homeostasis.

The results of this thesis demonstrate that Notch and Wnt/B-catenin pathways regulate
the development and function of the rat CL. Besides, they show an interaction between

these pathways and progesterone that promotes CL functionality.

Key words: Corpus L uteum; Notch; Progesterone; Wnt/p-catenin; teroidogenesis,

Angiogenesis
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Abreviaturas

20a-DHP: 20a-dihidroxi progesterona
200-HSD: 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa
3B-HSD: 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa
AC: Adenilil ciclasa

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia

AG: Aminoglutetimida

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ANG: Angiopoyetina
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ATP: Adenosin trifosfato

BSA: Albuminade suero bovino
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DAG: Diacil glicerol

DAPT: N-[N-(3,5-Difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina t-butil éster

DMSO: Dimetil sulféxido

eCG: Gonadotrofina corionica equina
FSH: Hormona foliculo estimulante
Fzd: Frizzled

GnRH: Hormona liberadora de gonadotrofinas
hCG: Gonadotrofina coridnica humana
IF: inmuno fluorescencia
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ml: mililitro

MM P: metal oproteinasas de matriz

ng: hanogramo

NICD: dominio intracelular de Notch
PGF2a: Prostaglandina F2a
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PGRMCL1: Componente de membranadel receptor de progesterona 1
PKA: Proteinaquinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PLC: fosfolipasa C

PR: receptor de progesterona

PRL: Prolactina

RIA: Radioinmunoensayo

Sc: subcutaneo

SDS: Dodecilsulfato sddico
TGF: Factor de crecimiento tumoral

Ul: unidades internacionales

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular
Hg: microgramo

pl: microlitro

MM micromolar
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1.1 El ovario

El ovario de mamiferos es un érgano que tiene como principal funcién generar,
amacenar, desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida fetal, como
gametas completamente competentes para ser fertilizadas y para permitir el desarrollo
embrionario (funcién gametogénica). Es ademas el principal portador de las células
secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen |os caracteres sexuales
secundarios de la hembra y preparan a los 6rganos reproductivos accesorios para la
prefiez y e nacimiento de lacria (funcion endocrina) [1]. Asi, lafuncion final del ovario
es permitir la propagacion de la especie [2]. Durante la adultez, la superficie del ovario
es nodular y se encuentra cubierta por una capa monoestratificada de células cubicas o
poliédricas, |lamada epitelio germinal [3]. Esta cubierta epitelial esta frecuentemente
invaginada hacia €l tgjido conectivo subyacente, [lamado tunica albuginea. Por debgjo
se encuentran dos zonas cuyo limite no se encuentra bien definido: la Ilamada zona
cortica y la zona medular. La primera comprende a estroma ovérico (formado por
tgjido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales), y foliculos en
distintos estadios de maduracion, atrésicos y cuerpos luteos. La zona medular se
encuentra muy vascularizada e inervada, contiene células de tipo muscular y tejido

conectivo laxo [4] (Figura1A).

El ovario de mamiferos es, por lo tanto, un 6rgano heterogéneo en cuanto ala poblacion
celular presente en un momento dado, como también alo largo de la vida del individuo.
A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales ciclicas que af ectaran tanto
al ovario como a Utero, preparandolos para la expulsion del ovocito y la potencia
implantacion del blastocisto.
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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulacion y formacion del
cuerpo lateo. (A) Diagrama de una seccion de ovario que muestra los diferentes
estadios de la maduracion folicular, ovulacion y formacion del cuerpo IGteo. Todas las
etapas y estructuras que se muestran en este esquema suceden en diferentes tiempos
durante e ciclo ovéarico y no ocurren en simultdneo. Las secciones histolOgicas
muestran (B) foliculos primordiales, (C) un foliculo primario, (D) un foliculo
secundario, y (E) un foliculo preovulatorio. (F) Luego de la ovulacion, e foliculo
remanente forma el cuerpo lUteo. Adaptado de McGraw Hill Companies[5].
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1.2 Foliculogénesis

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo y su pasgje através
de los distintos estadios de desarrollo, desde é momento en que emerge del pool de
foliculos formado durante la ovogénesis, hasta el momento en el cual es ovulado o entra
en atresia (regresion o muerte del foliculo). Este proceso es llevado a cabo en la corteza

del ovario (Figural).

Debido a continuo crecimiento y a la regresion de los foliculos, la relacion
volumen/contenido del ovario se encuentra en constante cambio [1]. Los foliculos son
las unidades funcionales del ovario de mamifero. Cada especie cuenta con un nimero
determinado de foliculos, |os cuales se formaron durante la ovogénesis. Al nacimiento,
el ovario contiene alrededor de 20.000, 160.000, y 1.000.000 foliculos en ratas, ovejas y
humanos respectivamente [1]. En la mayoria de los mamiferos, antes o luego del
nacimiento, las ovogonias son transformadas en ovocitos primarios. Esta transicion esta
determinada por € cese del proceso de mitosis que sufren las células primordiales
germinales y la entrada en la fase meidtica diplotene de profase |, en la cual 1os ovocitos
guedan arrestados. Luego de este proceso, 10s ovocitos se rodean de una capa Unica de
células foliculares aplanadas, |lamadas pregranulosa. En esta fase, las superficies del
ovocito y de las células foliculares envolventes estédn en estrecho contacto. Este tipo de
estructuras se denominan foliculos primordiales (Figura 1B), que se encuentran
principamente en la periferia de la corteza y constituyen la reserva de foliculos en
reposo. Las células de la pregranulosa se encuentran envueltas en la llamada lamina
basal, que separa a este tipo celular de los elementos que la rodea, como los vasos
sanguineos, capilares y nervios [6]. Estos foliculos abandonan continuamente el
reservorio para convertirse en foliculos primarios (Figura 1C), paralo cual es necesaria
una complega interaccion entre factores estimulatorios e inhibitorios. Esta transicion
implica ciertas modificaciones citoldgicas en € ovocito, en las cdlulas foliculares y en €l
tejido conjuntivo adyacente.

A medida que € ovocito aumenta de tamarfio, la capa Unica de células aplanadas se
convierte inicialmente en una capa de células cubicas y cilindricas. Estas células,
mediante el proceso de mitosis, originan las células de la granulosa, que formaran
posteriormente un epitelio estratificado. Entre el ovocito y las células de granulosa
circundantes se originan espacios donde se deposita una sustancia gque representa €

inicio de la zona peltcida. La zona pelucida esta formada por tres glicoproteinas y su

19



Introduccion

adquisicion es una caracteristica del foliculo preantral. Se sabe que ratones deficientes
en proteinas que componen la zona pellcida son infértiles o subfértiles [7]. A medida
gue los folicul os aumentan de tamafio, van desplazandose gradual mente hacia el interior
de la corteza. A través de sucesivas divisiones mitoticas de las células de la granulosa,
el foliculo primario unilaminar pasa a un estadio multilaminado llamado preantral, con
hasta tres capas de células de la granulosa rodeando a ovocito (Figura 1D). En este
estadio, las células de la granulosa conforman una poblacién homogénea y adquieren
receptores de ata afinidad para la hormona foliculo estimulante (FSH) y hormonas
esteroideas [8]. Recientemente se ha reportado |a importancia de un factor derivado del
ovocito llamado GDF-9 (Factor Diferenciador del Crecimiento-9), € cua junto con la
hormona FSH, regularian e desarrollo folicular y la atresia durante la transicion del
estadio preantral a antral temprano [9]. Por lo tanto, la presencia del receptor de FSH en
este estadio folicular seria necesaria para su posterior desarrollo. Simultaneamente con
la proliferacién de las células de la granulosa, se desarrolla arededor del foliculo otra
capa de cdlulas originadas del estroma, Ilamadas cdlulas de la teca. Las céulas tecales
son atamente diferenciadas, con estructura de células secretoras de esteroides
incluyendo abundante mitocondrias, reticulo endoplasmético y vesiculas lipidicas. La
aparicion del estrato tecal se asocia con la adquisicion de la vascularizacién del foliculo.
Lacapateca sediferenciaen unainternay otra externa. Numerosos vasos pequefios del
estroma penetran en la teca externa para proporcionar un plexo capilar alatecainterna.
Dado que los capilares no penetran la membrana basal, la capa de células de la
granulosa permanece avascular durante todo e crecimiento del foliculo. Como
consecuencia de este aumento de la vasculatura, los foliculos preantrales entran en
contacto directo con factores que se encuentran en la circulacion [10]. A medida que se
forman los capilares, las células teca-intersticiales comienzan su diferenciacion con la
adquisicion de los receptores de la hormona luteinizante (LH) y la capacidad de
biosintesis de esteroides. Estas cdlulas sintetizan andrégenos, que se transformaran a
estrégenos por accion de la enzima aromatasa presente en las células de la granulosa.
Por todo lo anteriormente mencionado, la aparicion del estrato tecal se considera un

importante evento fisiol0gico para el desarrollo del foliculo temprano.

Es importante destacar que el establecimiento de la red de capilares coincide con un
periodo de crecimiento y diferenciacion del foliculo [11]. Junto al aumento del tamafio

folicular se termina de formar la zona pelUcida. Las células de la granulosa, a traves de
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proyecciones citoplasmaticas que atraviesan la zona pel Gcida, mantienen contacto con la
membrana del ovocito. En este momento, € ovocito detiene su crecimiento y se vuelve

competente para reasumir lameiosis.

Cuando € foliculo alcanza un diametro aproximado de 0,2 mm y posee de seis a doce
capas de células (en humanos), aparecen unos espacios irregulares entre las células de la
granulosa, Ilenos de un liquido claro. Este liquido aumenta en cantidad a medida que
crece € foliculo y los espacios irregulares que se forman entre las células de la
granulosa confluyen para constituir una sola cavidad denominada antro. En este
momento e foliculo se convierte en foliculo antral. El pasgje de foliculo preantral a
antral es el mas susceptible a la atresia [12]. El antro esta rodeado por cdlulas de la
granulosa murales y contiene en su interior €l fluido folicular. El foliculo antral est4
tapizado por un epitelio estratificado de células de la granulosa, que a su vez se
encuentra rodeado por una lamina basal que lo separa de lateca. Algunas de las células
de la granulosa se diferencian en células del cimulus, las que se encuentran unidas entre
si y a ovocito mediante uniones estrechas. La relacion con estas células se vuelve
graduamente mas laxa debido a aumento del fluido folicular que llena los espacios

intercelulares.

Durante la transicion del foliculo antral a foliculo preovulatorio, la FSH estimula la
aparicion de los receptores de LH en las cdlulas de la granulosa [13]. Este paso es
fundamental para que e foliculo progrese hacia la ovulacion. Los foliculos
preovulatorios (Figura 1E) son aguellos que han alcanzado los estadios finales de
crecimiento y maduracion, de manera que han adquirido la habilidad para ovular ante
adecuados niveles de LH o la administracién de hCG. Los receptores de LH no se
encuentran expresados de forma homogénea en estos foliculos, sino que los mismos
presentan un gradiente de expresion que disminuye hacia las capas internas de la
granulosa[13, 14]. El caso mas extremo es el de las células del cimulus de raton, donde
los receptores de LH son indetectables [15]. Por esta razon, €l reinicio de lameiosis del
ovocito inducida por LH y la expansion de las células del cimulus requeridas para la

ovulacion, serian eventos mediados por las células de la granulosa murales [ 16, 17].

Los foliculos preovulatorios se caracterizan por una baja tasa mitética de las células
foliculares y una alta relacion estrogenos/androgenos y estrégenos/progesterona en €l
fluido folicular. Desde e momento en que € foliculo ha sido seleccionado para la

ovulacion, e mismo comienza a crecer notablemente en tamano. Las céulas de la
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granulosa sufren transformaciones morfologicas, como por gemplo e aumento de su
volumen [18]. A este foliculo destinado a ovular se o denomina foliculo dominante
[19].

1.3 Seleccion del foliculo dominante

Luego de que los foliculos son reclutados para empezar su crecimiento, comienza el
proceso de seleccion del foliculo dominante, durante € cua |a cohorte de foliculos en
crecimiento es reducida a nimero equivalente a la cuota ovulatoria caracteristica de la
especie. La seleccion concluye cuando e nimero de foliculos sanos en la cohorte (con
potencial ovulatorio) es igual a de la cuota ovulatoria [20]. De este modo, se
seleccionara un determinado numero de foliculos (dominancia folicular), los que
continuaran su desarrollo hasta alcanzar la fase ovulatoria Los demés foliculos
(foliculos subordinados) detendran su crecimiento y estaran destinados a sufrir atresia.
A pesar de que no se conoce exactamente por qué un foliculo emerge como dominante,
se postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH dada por una mayor expresion
de sus receptores. Asociado a este proceso, € estradiol y los factores de crecimiento
locales g ercen un efecto positivo, amplificando la accion de la FSH en los foliculos que
estdn madurando. El foliculo seleccionado como dominante inhibe el desarrollo de los
foliculos subordinados a secretar cantidades importantes de estradiol e inhibina a la
circulacion sistémica, que gercen una retroalimentacion negativa a nivel hipotalamo-
hipéfisis, produciendo una caida de los niveles sé&ricos de FSH e impidiendo €
desarrollo de los otros foliculos [2, 21]. Ademas, la disminucion de FSH provoca un
descenso de la actividad de la aromatasa dependiente de FSH (enzima que transforma
andrégenos a estrégenos), limitando como consecuencia la disponibilidad de estrégenos
en los foliculos menos maduros. Esto llevaria a la disminucion de la proliferacion de las
células de granulosa y a aumento de andrégenos, provocando una atresia irreversible.
Por lo tanto, los foliculos dominantes tienen la ventgja de poseer un mayor nimero de
receptores para FSH y LH, una mayor capacidad de aromatizacién de andrégenos a
estrégenos y ademas poseen una gran vasculatura tecal que permite un fécil acceso para
la FSH. Asi, e foliculo dominante puede seguir creciendo en condiciones que para €
resto de los foliculos son adversas. Por otro lado, se ha postulado que € foliculo
dominante produce factores atretogénicos que inhiben € desarrollo de los foliculos
vecinos o subordinados [2, 22].
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En la mujer, durante los primeros dias del ciclo menstrua aumentan los niveles
circulantes de FSH y como consecuencia, una cohorte de foliculos antrales escapa de la
muerte celular programada que los llevaria a la atresia folicular. Dentro de este grupo,
alrededor de diez foliculos antrales crecen mas rgpido y producen atos niveles de

estrégenos e inhibina, seleccionandose entre éstos el foliculo dominante.

En larata, bajo € estimulo de FSH y en presencia de estrogenos, las células expresan
receptores para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a valores
maximos antes de la ovulacion [23, 24]. El aumento de estrogenos provoca, por un
mecanismo de retroalimentacion positiva del e hipotdamo-hipofisario, la estimulacion
del pico preovulatorio de LH. Estos procesos, actuando en forma sincronizada,
permitirian la seleccion de los foliculos dominantes hasta llegar ala ovulacion [2].

1.4 Atresia folicular

Se denomina atresia al proceso por € cua los foliculos son eliminados. Este fendmeno
ocurre por apoptosis de las células de la granulosa y del ovocito, y constituye uno de los
mecanismos caracteristicos en vertebrados mamiferos y no mamiferos. La atresia
folicular podria significar una ventagja evolutiva, siendo seleccionados aquellos solo
foliculos gue contengan ovocitos saludables para que puedan llegar exitosamente a ser

ovulados.

Las células de la granulosa son las que evidencian més claramente el proceso de
apoptosis. Sin embargo, en agunos animales como cerdo, pollo y rata, se ha observado
la ocurrencia de este proceso en las células de la teca, aungque de forma més tardia [25,
26].

En € ovario existen factores tanto atretogénicos como los que favorecen la
supervivencia celular. Dentro de los primeros se puede mencionar a la Hormona
Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH), Interleucina 6 (IL-6), andrégenos, Factor de
Necrosis Tumora tipo afa (TNF-a) y FasL [27-29]. Como factores citoprotectores
ovaricos se encuentran € Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), e Factor de
Crecimiento similar a Insulinatipo 1 (IGF-1) y el Factor Transformante tipo  (TGF-pB).
Las hormonas esteroideas también son factores supresores o estimulantes de la
apoptosis dependiendo del tejido en & que actian. Por giemplo, los estrogenos inhiben
la apoptosis en € ovario [30], mientras que la relacion andrégenos/estrogenos es
elevada en fluido folicular de los foliculos atrésicos [31].
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L as gonadotrofinas son consideradas |os principal es factores de supervivencia folicular.
Se ha demostrado que los foliculos atrésicos tempranos son rescatados por la
administracion exdgena de gonadotrofinas [32] y que la administracion de FSH en ratas
hipofisectomizadas inmaduras disminuye la apoptosis folicular en células de la

granulosa[33].

Estos son solo algunos gjemplos de los mlltiples factores que regulan € proceso de
atresia folicular. El destino fina de los foliculos (crecimiento/ovulacion o atresia)
depende del delicado balance entre la expresion y accion de factores que promueven la
proliferacion, el desarrollo y la diferenciacion de las células del foliculo ovarico, y de

aguellos que promueven la apoptosis de las mismas.
1.5 Ovulacién

El foliculo preovulatorio dominante produce una elevada concentracion de estrégenos,
gque por un mecanismo de retroaimentacion positiva, estimulan un pico de
gonadotrofinas, principalmente de LH y en menor medida de FSH. El pico de LH es €
gatillo para que € foliculo dominante ovule y origine un cuerpo Iiteo (CL) en cada
ciclo menstrual en humanos (o varios cuerpos |Uteos en roedores y otros mamiferos). Se
formara un CL por cadafoliculo que ovul 6. Al desprenderse e ovocito, una o mas capas
de las células del cumulus permanecen unidas a é, formando la corona radiata,
envoltura celular laxa gue persiste alrededor del ovocito aln después de la ovulacion.

Luego del pico preovulatorio de LH ocurren una serie de eventos que permiten la
expulsion del ovocito y la formacion de CL. La sintesis de estradiol declina
considerablemente, mientras que aumenta la produccién de progesterona estimulada por
lamisma LH [34]. Las células de la granulosa cercanas a la |dmina basal comienzan a
separarse debido ala desaparicion de |as uniones estrechas que las mantenian unidas. El
tnico sitio donde estas uniones no se ven ateradas es en agquellas células que estan
formando parte de la corona radiata. El rdpido aumento del tamafio folicular y de la
cavidad antral funcionan como un componente mecanico por € cual € foliculo
preovulatorio emerge desde la corteza ovérica. La digestion proteolitica de la pared
folicular es otro requisito para la ovulacion. El pico de LH estimula la activacion de
colagenasas y otras proteasas que disolveran la membrana basal y € tegido teca
asociado. Las prostaglandinas de la serie E y F (PGE y PGF,,) son otros de los
componentes involucrados en la degradacion de la pared folicular [35]. Ademés, €
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ovocito que estaba detenido en profase | reasume lameiosis y es ovulado en € estadio
de metafase 1.

Durante € desarrollo folicular puede ocurrir qgue uno o mas foliculos detengan su
crecimiento y no se produzca la ovulacion, formando estructuras conocidas con €l
nombre de quistes. De acuerdo a su morfologia, los quistes se pueden clasificar en
quistes foliculares o luteales. Los primeros se caracterizan por poseer una gran cavidad
central, una capa de cdlulas de granulosa disminuida y una capa tecal engrosada y
anormal [36]. Ademés, los quistes foliculares presentan células de granul osa apoptéticas
y desprendimiento de las mismas, sumado a un plegamiento de la membrana basal
donde se apoyan ambas capas de células foliculares. Por otro lado, los quistes luteales
presentan paredes gruesas, células de granulosa luteinizadas y pueden llegar a ser

hemorragicos [37].

Luego de la ovulacion, el foliculo ovarico se transforma en CL, proceso que involucra
una gran cantidad de genes. Se denomina luteinizacion al proceso de reestructuracion
morfoldgica y bioquimica que ocurre en las células de las paredes del foliculo ovulado
paradar lugar a CL [38, 39]. Las células que van a sufrir este proceso escapan del ciclo

celular y dgjan de dividirse sufriendo una reprogramacion génicairreversible.
1.6 Cicloovaricodelarata

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en € afio 1900 para describir
el periodo durante € cua la hembra esté4 dispuesta a recibir a macho en coito
fecundante. El periodo anterior a estro se denomina proestro y se caracteriza por €l
momento en el cua e animal entra en cdo. El periodo siguiente al estro, diestro, varia
en duracién de acuerdo a las especies y es € tiempo durante el cual 1a secrecion ovéarica
prepara a los tejidos reproductivos paralarecepcion del ovulo fertilizado luego del coito
en el estro. En la rata dura uno o dos dias, determinando que € ciclo estral tenga una
duracion de cuatro o cinco dias. Si lafertilizacion no ocurre, €l animal vuelve al periodo
de proestro y un nuevo ciclo seinicia.

A nivel vaginal, se pueden determinar los distintos estadios del ciclo por observacion
con microscopio de los tipos celulares presentes en e extendido. En e proestro
predominan células escamosas mientras que en € diestro los mayoritarios son los

|eucocitos.
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La rata de laboratorio es un mamifero no estacional, de ovulacién espontanea y
poliéstrico. Es decir, € ciclo ovérico ocurre durante todo el afio y la ovulacion no
depende del estimulo de la copula. Por dichas caracteristicas, sumadas a su fécil
reproduccion y mantenimiento en el bioterio, se puede afirmar que larata de laboratorio

representa un buen modelo para e estudio de lafisiologiaovarica.
1.7 El Cuerpo L Gteo

El cuerpo Iiteo (CL) es una glandula enddcrina transitoria formada por las células
foliculares remanentes del foliculo que ha sido ovulado. Su principal funcion es
producir y secretar progesterona. Esta hormona prepara a Utero para e periodo de
prefiez 0 embarazo y regula las contracciones del oviducto para € transporte del ovocito
al utero. Por lo tanto, laformacion del CL en mamiferos se considera un evento esencial
para la supervivencia e implantacion del embrién. Si e ovocito ovulado no es
fertilizado, el CL regresiona permitiendo que un nuevo ciclo comience. Sin embargo, si
lafertilizacion ocurre, se activan diferentes mecanismos que mantienen la funcion luteal

durante la gestacion.
1.8 Luteinizacion
1.8.a Efectos gendmicos eintracelulares del picode LH

En la mitad del ciclo menstrual, € incremento en los niveles de estradiol causa e
aumento en la secrecion de LH y en menor medida de FSH, también conocido como
pico preovulatorio de gonadotrofinas. En e foliculo preovulatorio dominante, la
activacion del receptor de LH por € pico de LH induce la ovulacién e inicia €l proceso
de diferenciacion de las células de la granulosa y de la teca en células luteales. La
hormona LH es la responsable de inhibir € crecimiento de las cdlulas foliculares y de
producir €l escape del ciclo celular. Un gran nimero de genes son rpidamente
inducidos por € pico de LH de forma transitoria, por lo que se cree estarian
involucrados en los procesos de ovulacion y luteinizacion. Entre ellos se encuentra el
receptor de progesterona, la ciclooxigenasa-2 (COX-2), € factor de transcripcion
C/EBP (CATT/enhancer binding protein), Egr-1 (Early growth response protein-1) y €
factor de transcripcion Nur77 [40-42]. También la LH induce la expresion de distintos
miembros de la superfamilia de las metal oproteasas (MMPSs) y de factores involucrados
en la angiogénesis como e Factor de Crecimiento del Endotelio vascular (VEGF) y las
angiopoyetinas [43, 44].
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El receptor de LH sefidliza mediante proteinas G (proteinas de unién a GTP), las cuales
estan compuestas por subunidades a, B, y y. El receptor de LH se acopla particularmente
a la proteina Ga estimulatoria (Gas), aunque se ha demostrado que también puede
unirse a la proteina Gi, G13 y Gg/11 [45]. El receptor de LH es capaz de generar dos
tipos principales de sefidizacion: la primera es mediante la adenilciclasa (AC) para
producir AMPc y la segunda es por activacion de la fosfolipasa C (PLC), que moviliza
fosfoinositidos e incrementa el calcio (Ca?*) intracelular. La sefidizacion por Gos activa
a la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA). Una vez que PKA se activa, se
dirige a nucleo parafosforilar distintos factores de transcripcion, entre los cuales esta la
proteina de union a elemento respondedor de AMPc (CREB, por sus siglas en inglés).
PKA fosforila a CREB en la Serina 133 por PKA permitiendo € reclutamiento de
coactivadores, como ala proteina de union a CREB (CBP/p300). CREB asu vez, se une
a secuencias de ADN llamadas "elementos de respuesta a AMPC", mediante los cuales

incrementa o reduce la transcripcion de genes rio abajo [46, 47].

Tanto en células de la granulosa como en células luteales, e AMPC es rapidamente
degradado por fosfodiesterasas [48].

Los mecanismos moleculares por los cuaes la LH estimula la via de
PLC/fosfoinositidos no estan claramente determinados. En células de la granulosa de
rata, se demostré que solo las células con una ata densidad de receptores responden ala
LH activando |la cascada de fosfoinositidos, ademas de la de AMPc [49]. Esto sugiere
que solo las células de la granulosa de foliculos preovulatorios responden ala LH con
un aumento en la produccién de los fosfoinositidos. Se ha propuesto gue la liberacion de
las subunidades B y y de la proteina G, luego de la activaciéon de la Ga, lleva a la
liberacion de PLC-B. La PLC-B hidroliza al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,)
resultando en la formacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El 1P3
induce la liberacion de los depésitos intracelulares de Ca?* y el DAG conjuntamente con
el Ca®* activan la via de proteina quinasa C (PKC). La LH también estimula las vias de
ERK1/2 en células de la granulosa. El efecto de la LH sobre la fosforilacion de ERK
puede ser rapido y transitorio, o retrasado y sostenido. El incremento temprano en la
fosforilacion de ERK 1/2 es dependiente de la activacion de PKA. Esta activacion rgpida
y transitoria ocurre en células de la granulosa inmadura con bajos niveles de receptores
de LH. En células de la granulosa de folicul os preovulatorios, que expresan altos niveles
de LH, laactivacion de ERK es sostenida y dependiente tanto de PKA como de PKC.
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1.8.b Salida delas célulasdela granulosa del ciclo proliferativo

La hormona FSH estimula la proliferacion de las células de la granulosa, dando como
resultado €l incremento en el tamarfio folicular. Luego del pico de LH, las células de la
granulosa dejan de dividirse y salen del ciclo proliferativo. Las células de la granulosa
se encuentran arrestadas predominantemente en € estadio de GO/G1. El cese de la
proliferacion celular durante la luteinizacién esta asociado a la pérdida progresiva de
reguladores positivos del ciclo celular, incluyendo a las ciclinas, a la quinasa
dependiente de ciclina 2 (Cdk2) y a incremento en la expresion de inhibidores de Cdk
como p21°Pty p274P*¥0 [50, 51].

1.8.c Rol ddl ovocito en la luteinizaciéon

Distintas moléculas derivadas del ovocito actian en €l foliculo parainhibir la prematura
luteinizacion y limitar la biosintesis de progesterona [52]. Estudios in vitro demostraron
gue miembros de la familia de TGF, incluyendo TGF-f, activinas, inhibinas, BMPs,
factores de diferenciacion y crecimiento (GDFs), y la hormona antimulleriana median
las acciones anti luteinizantes del ovocito. La sefializacion de TGFs a través de la
cascada serina treonina kinasa resulta en la translocacion desde € citoplasma al nucleo
de proteinas efectoras intracelulares llamadas SMAD [53]. Ratones knockout
condicionales para SMAD4 y activina A en células de la granulosa luteinizan
prematuramente [54]. Los ovarios de estos animales tienen mayor nimero de CL, de
marcadores luteales y producen altas cantidades de progesterona. Estos resultados
sugieren que SMADA4 y activina A previenen la luteinizacion prematura de células de la

granulosa durante €l desarrollo folicular.
1.8.d Cambiosestructurales

Las células luteales derivan de los dos tipos de céulas foliculares secretoras de
esteroides: células de la granulosa y tecales. Por lo tanto, e CL de primates esta
formado por dos tipos de células luteales: las células granulosa-luteinicas y las células
teca-luteinicas (en roedores llamadas grandes o pequefias, respectivamente). Las
primeras derivan de la granulosa y contienen todos los elementos de las células
secretoras de esteroides, como numerosas mitocondrias y abundante reticulo
endoplasmatico liso. Por € contrario, las células teca-luteinicas provienen de la teca 'y
tiene moderada cantidad de mitocondrias pero abundante reticulo endoplasmatico liso.
Ambos tipo celulares representan el 50% del total de las céulas. El resto esta
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compuesto por células endoteliales, periendoteliales y células del sistema inmune. En
humanos y roedores las células luteales difieren en la cantidad de progesterona que
producen, siendo las luteales grandes las que méas producen. En ratas, ambos tipos

celulares responden ala LH incrementando |a produccion de progesterona.

Ademas de la diferenciacion a células luteales, también se requieren cambios a nivel
tisular para establecer la red vascular del CL. Entre estos cambios se encuentran la
degradacion de la membrana basal folicular, el establecimiento de la matriz extracelular
y € desarrollo de nuevos capilares, siendo este ultimo esencial para poder transferir
grandes cantidades de progesterona a la circulacion genera. De esta forma, cada célula
luteal se encuentra en contacto directo con los capilares, brindando a CL una de las
tasas més altas de flujo sanguineo del organismo.

Luego de la ovulacién, la membrana basal que separa las células tecales de la granulosa
es desintegrada y los capilares presentes en |la teca se expanden dentro de la granulosa
avascular. La matriz extracelular (MEC) del foliculo estd compuesta principa mente por
Laminina, colagenasa tipo 1V, fibronectina y proteoglicanos. Estos componentes son
clivados por MMPs. En € ovario de rata, MMP-2 esta presente en células de la
granulosa, teca y luteales, mientras que la MMP-9 se localiza solamente en la
membrana plasmatica de las células luteales [55]. A diferencia de la MEC folicular, la
del CL esta formada por componentes proteicos (colageno, fibronectina y laminina) y

no proteicos (proteoglicanosy glicoproteinas).

Las células interactian con la MEC a través de receptores de superficie llamados
integrinas, las cuales incrementan su expresién durante la luteinizacion debido a la
accion estimulatoriade LH.

Los componentes de la MEC juegan un rol importante en modular la supervivencia,
crecimiento y esteroidogénesis de las células luteales en diversas especies. Por gemplo,
la diferenciacion de las células de la granulosa en luteales in vitro es promovida por
fibronectina o laminina y se bloquea por un anticuerpo contra integrina [56]. Por este
motivo, laMEC actia no solo como una plataforma sino que también modulalafuncion

luteal através de las integrinas ubicadas en lamembrana de las células.
1.8.e Desarrollo de vasos sanguineos

El desarrollo de nuevos vasos sanguineo involucra la proliferacion de células

endotdiales, expansion de los capilares y la maduracion capilar. La densa red de
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capilares que se forma durante la luteinizacion suministra a las células luteales
nutrientes, hormonas y lipoproteinas de union al colesterol y aporta un mecanismo para
largpiday eficiente salida de progesterona ala circulacién sistémica.

En larata, los nuevos capilares pueden ser encontrados dentro de las primeras 16 horas
luego de laovulacidn. Laregulacion molecular de laangiogénesisen el CL es complegja,
e incluye reguladores entre los que se encuentran el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), d factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), y las

angiopoyetinas.

El VEGF promueve la proliferacion, supervivencia y migracion de las células
endotdiales. En primates y roedores, VEGF se expresa abundantemente en células de la
granulosa sblo en e estadio preovulatorio. Luego de la ovulacion, las células lutedes
contintian expresando VEGF. El VEGF de origen luteal es estimulado por LH, estradiol
e IGF-1. La importancia del VEGF en la vascularizacion del CL ha sido demostrada
mediante e uso de anticuerpos anti VEGF, anti receptor de VEGF, o anti receptor
soluble de VEGF. La administracion de este tipo de compuestos a roedores antes de la
ovulacion inhibe la angiogénesis y, en consecuencia, € desarrollo luteal [57-61]. La
administracion de un anticuerpo anti receptor de VEGF a ratones en |la etapa de prefiez
temprana, induce la regresiéon de los vasos sanguineos del CL. Esto sugiere que VEGF
no s6lo es necesario para la luteinizaciéon, sino que también es fundamental para la
funcionalidad y mantenimiento de los vasos sanguineos luteales durante € embarazo
[62].

Las angiopoyetinas (Ang) también son criticas para la angiogénesis y la integridad de
los vasos sanguineos. Ang-1 y Ang-2 se unen a un receptor comun llamado Tie-2. Sin
embargo, mientras la Ang-1 estimula la ramificacion y maduracion de los vasos
sanguineos, Ang-2 inhibe este efecto actuando como un inhibidor competitivo al unirse
a receptor Tie-2, sin activar los mecanismos se sefializacion [63]. Ratones knockout
para Tie-2 y Ang-1 mueren en e desarrollo embriogénico, mientras que 10s ratones
knockout para Ang-2 se desarrollan normalmente y son fértiles. El receptor de Tie-2 se
localiza exclusivamente en células endotealies y esta altamente expresado durante la
fase luteal temprana y durante €l rescate luteal. Ang-1 se expresa en células lutedles y
endoteliales de manera uniforme alo largo de la etapa luteal en humanos. En contraste,
Ang-2 esta fuertemente expresado en una minoria de células luteales y endoteliales [44].
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La activacion del receptor de LH incrementa la expresion de Ang-1 en células luteales

humanas y en células de la granulosa en macacos.

En ratas, el VEGF es abundante en el centro del CL en desarrollo, incluyendo regiones
donde los vasos sanguineos todavia no se han desarrollado. En cambio, |os transcriptos
de Ang-1 se asocian a los vasos sanguineos y aparecen seguidos o coinciden con €l

crecimiento de los vasos sanguineos en e CL temprano.

El patron de expresion de Ang-2 sugiere que este factor juega un rol clave en los sitios
de invasion vascular. Inicidlmente, los transcriptos de Ang-2 estan agrupados en
estrecha asociacion a los vasos sanguineos en la teca interna del foliculo preovulatorio
tardio. Luego del pico de LH, Ang-2 se vuelve abundante en los vasos que invaden €l
CL en desarrollo, sugiriendo que Ang-2 colabora con VEGF en lainvasion y brote de
los vasos sanguineos, bloqueando los efectos de Ang-1 sobre la maduracion y
estabilizacion vascular. Luego de la formacion tubular, Ang-1 recluta a las células peri
endoteliales para promover la maduracién vascular y mantener la integridad vascular
[64].

1.9 Esteroidogénesis luteal

Las células luteales producen grandes cantidades de progesterona. Como todos los
esteroides, la progesterona se sintetiza a partir del colesterol. Por lo tanto, la regulacion
de la captacion y € amacenamiento de colesterol forman parte integral en la sintesis de
esta hormona. Durante |a luteinizacion, las células adquieren la capacidad de captar y
guardar colesterol y sintetizan varias proteinas asociadas a la movilizacién de colesterol

intracelular.
1.9.a Captacién y movilizacion del colesterol

El colesterol necesario para las células esteroidogénicas proviene de tres posibles
fuentes: sintesis de novo, hidrdlisis de ésteres de colesterol almacenados y lipoproteinas
exogenas. En las células luteales, las lipoproteinas son la mayor fuente de colesterol. El
colesterol luteal es provisto por la via de endocitosis de lipoproteinas de bajo peso
molecular ricas en colesterol (LDL) através de su receptor (LDL-R), o por la captacion
selectiva de ésteres de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) a través
del receptor SR-BI. HDL y LDL estimulan la produccion de progesterona en cultivo de
células luteales humanas y de ratas [65].
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Debido a su naturaleza hidrofébica, € colesterol no puede difundir libremente en €
citosol y llegar a la mitocondria, que es donde ocurre € primer paso enzimético de la
sintesis de progesterona. Varias proteinas participan en e movimiento intracelular de
colesterol en las células esteroidogénicas, como por eiemplo la proteina transportadora
de colesterol 2 (SCP-2). Se considera que SCP-2 desempefia un papel importante en la
movilizacion del colesterol en € citoplasma [66]. El estradiol y la LH aumentan la
expresion de SCP-2 en las células lutedles [67, 68], y su expresion en CL esta

estrechamente relacionada a la produccion de progesterona [67].

Unavez que € colesterol alcanza la membrana mitocondrial externa, se transporta ala
membrana interna a través del espacio de intermembrana acuoso por la accion de a
menos dos proteinas. la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda StAR y €l

receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) [69].
1.9.b Biosintesis de progesterona

La transformacion de colesterol en progesterona comienza cuando € colesterol se
encuentra en la membrana mitocondrial interna, en donde es convertido a pregnenolona
por la enzima de clivgje de la cadena lateral del colesterol (P450scc). La conversion de
pregnenolona en progesterona ocurre en e reticulo endoplasmatico y es catalizado por
la enzima 3[B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD) (Figura 2). La expresiéon de
ambas enzimas se incrementa durante la luteinizacion, permitiendo la secrecion de

grandes cantidades de progesterona.

En roedores, € nivel de progesterona secretada por € CL depende no solo de la
cantidad producida, sino también de la expresion de la enzima 20a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (200-HSD). Esta enzima cataliza la conversion de progesterona en su
forma inactiva, la 20a-dihidroxiprogesterona (20a-DHP) (Figura 2). Una vez que 200-
HSD se expresa, la secrecion de progesterona desciende y la 20a-DHP pasa a ser
principa esteroide secretado por las células luteales. Asi, la 20a-HSD juega un papel
crucia en lafinaizacion de la prefiez e induccién del parto [70], y su expresion es un

marcador de regresion |uteal.

32



Introduccion

Colesterol
P450scc
Pregnenolona
3p-HSD
Progesterona
P450c17 VHSD

Androstenediona 20a-dihidroxiprogesterona

P450arom

Estrona

17B-HSD1/7

Estradiol

Figura 2: Esteroidogénesis luteal.

1.9.c Control molecular de la secrecién de progesterona

El control de la sintesis de progesterona es complejo debido la presencia de dos tipos de
células esteroidogénicas, que son distintas tanto morfolégica como biogquimicamente
[38]. Si bien en la rata ambos tipos celulares responden a la estimulacion con LH
incrementando la produccién de progesterona, la secrecién basal en las células luteales
grandes es significativamente mayor que en las luteal es pequerias. Esto se debe a que las
células luteales grandes contienen mas lipidos, secretan méas androgenos y estradiol, y

unen LH y PRL de forma mas efectiva que las luteal es pequefias.
1.9.d Regulacién de la secrecion de progesterona

Se sabe desde hace mucho tiempo que la LH es esencial paralafuncién normal del CL
en los animales domésticos. La estimulacion por LH es indispensable para que las
células luteales adquieran capacidad esteroidogénica a largo plazo, incluyendo €
mantenimiento de cantidades normales de ARNm de StAR, P450scc y 33-HSD [69].
LH regula la secrecidon aguda de progesterona a afectar € transporte de colesterol a la
membrana mitocondria internay, alargo plazo, mediante la regulacion de la expresion
de receptores, transporte de proteinas y enzimas esteroidogénicas. El paso limitante en

labiosintesis de progesterona es € transporte del colesterol ala membrana mitocondrial
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interna, llevado a cabo por las proteinas StAR y PBR [69]. StAR se expresa en los
tgjidos esteroidogénicos en respuesta a inductores de la biosintesis de esteroides, y su
contenido proteico es sensible a los agentes que inducen o inhiben la esteroidogénesis
[71]. StAR se sintetiza como un precursor que es transportado del citoplasma a la
mitocondria, en donde se cliva en dos formas de 30 kDa, una &cida y una basica.
Ademés contiene sitios de fosforilacion para PKC y PKA. La fosforilacion por PKA
esta relacionada con aumentos en la secrecion de esteroides, mientras que los sitios de
fosforilacion de PKC estan involucrados en la disminucion del transporte de colesterol y

de la esteroidogénesis[72].

El PBR también desempefia un papel importante en e transporte de colesterol. Se
localiza entre las membranas mitocondriales interna y externa, y presumiblemente
podria funcionar a modo de poro, permitiendo el paso del colesterol. EI PBR también
posee sitios de fosforilacion para PKA, aumentando de esta manera € transporte de
colesterol. El ligando natural para PBR, endozepina, también parece ser crucial para
regular € transporte de colesterol. La supresion selectiva de esta molécula reduce la
esteroidogénesis basal en una linea de células tumorales de Leydig con secrecion
constitutiva de esteroides (R2C) [69].

Niswender y col. [69] propusieron a StAR como una proteina que actla en € transporte
de colesterol citosdlico, con direccion hacia la membrana mitocondrial, en donde
proporcionaria e colesterol a los PBR, que funcionarian como transportadores de

colesterol alamembrana mitocondrial interna[69].

La técnica de Transferencia de Energia entre Fluorocromos (FRET) se utilizd para
demostrar que StAR y PBR interactlian en la membrana mitocondrial [73]. En € afio
2007 se utilizd la técnica de Transferencia de Energia de Resonancia por
Bioluminiscencia (BRET) para demostrar la asociacion entre la StAR, receptores PBR y
endozepina, pero contrariamente a lo esperado, no se encontraron evidencias de
asociacion entreellos [72].

1.10 Biosintesis de andr 6genosy estradiol por las célulasdel CL

En roedores y primates, e CL produce cantidades significativas de andrégenos y
estrégenos. La conversion de progestinas en androgenos estd mediada por la enzima
CYP17. Si bien esta enzima se expresa en €l CL de primates y roedores, su distribucién

difiere entre especies. mientras gue las células luteales grandes y pequefias de larata la
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expresan, en humanos solo las células derivadas de la teca producen andrégenos. Los
andrégenos son convertidos en estrégenos por la accion de la CY P19al, expresadaen €
CL deroedoresy primates [74, 75].

1.11 Regulacion hormonal del CL

Una de las modificaciones mas importantes que ocurre durante la luteinizacion es €
cambio en la sensibilidad a las sefides externas que permiten a las células luteales
responder a un nuevo conjunto de hormonas. La funcionalidad del CL esté controlada
por lainteraccion entre hormonas secretadas por la pituitaria, por € propio CL y por la

deciduay laplacentaen el caso de prefiez.
1l1lalLH

En humanos y primates no humanos, esta hormona es esencial y suficiente para la
estimulacion y € mantenimiento de la funcion luteal. El tratamiento de monas con
antagonistas de GnRH (que bloguean la secrecion de LH por la hipéfisis) disminuye la
produccion de progesterona por € CL y por lo tanto decrece su concentracion sérica
[76]. En roedores, la LH aumenta la captacion de colesterol y estimula la sintesis de
progesterona [77].

1.11.b Prolactina (PRL)

La PRL también contribuye a la sintesis de progesterona, pero no es suficiente para
mantener la esteroidogénesis por si mismay depende de la exposicion previadel CL a
laLH. En & CL derata, laPRL incrementala expresion del receptor de LH, facilitalos
efectos luteotroficos del estradiol, estimulando la expresion del receptor de estrégenos
[78]. PRL también g erce sus efectos aumentando |a captacion de colesterol por parte de
las células luteales, y por lo tanto, incrementando la produccion de progesterona.

1.11.c Estradiol

En roedores, e estradiol actia como agente luteotréfico estimulando la sintesis de
progesterona y la vascularizacion del CL. Se ha demostrado que € estradiol media la
accion delaLH en € CL de ratay que puede mantener al CL en ausencia de LH [79]
[80]. Dos factores luteotroficos en la rata son la prolactina y € estradiol, que actdan de

forma sinérgica en la estimulacién de la secrecion de progsterona.

En contraste, en primates se ha visto que e estradiol esta relacionado a proceso de

involuciéon del CL. La administracion intra ovérica de estradiol induce lutedlisis
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funciona prematura en monos [81]. No esta claro si actia directamente sobre las células
luteales o indirectamente reduciendo la liberacién de LH por la hipéfisis y por lo tanto
privando a CL de un adecuado soporte gonadotréfico.

1.11.d Progesterona

L a progesterona actua en tejidos como & endometrio, la gldndula mamariay el cerebro,
y también localmente regulando la funcion ovérica: la mitosis y supervivencia de las
célulasdelagranulosay laovulaciéon. Més alin, la progesterona cumple un rol autocrino
sobre el CL, estimulando su propia produccion y ademas protegiéndolo de la muerte
celular [82, 83].

En primates, la progesterona contribuye al desarrollo del CL y a mantenimiento de la
funcidn luteal, mientras que su deplecion causa degeneracion funcional y estructural
prematura del CL [76].

1.12 Receptores de progester ona (PR)

Si bien las células luteales de primates y animales domésticos expresan € receptor
clésico de progesterona (PR), técnicas inmunohistoquimicas y de amplificacion de
ADNCc no fueron capaces de detectar estos receptores en CL de rata. Por lo tanto es

posible considerar que en esta especie estan presentes vias de sefializacion alternativas.

En ratones deficientes en PR, a pesar de la ausencia de ovulacion, la luteinizacion es
normal [84], sugiriendo que € receptor clésico de progesterona no afecta la formacién
ni lafuncion del CL. Esto implica, ademas, un papel importante para los receptores de

progesterona no clasicos en e mantenimiento de lafuncion del CL en roedores.

La unidn de progesterona al PR altera la transcripcién de genes especificos. Los eventos
mediados por €l PR son relativamente lentos pero producen respuestas fisiolgicas de
larga duracion. Alternativamente ciertos efectos producidos por la progesterona son
muy rgpidos y resultan de la union a receptores de membrana [85]. Las células luteales
de rata expresan atos niveles del Componente de membrana del receptor de
progesterona tipo 1 (PGRMCL1) [86]. PGRMC1 regula la esteroidogénesis [87] y media
los efectos anti-apopoticos de |a progesterona observados en las células luteales de rata
[88]. A su vez, PGRMCL1 también regula la supervivencia de distintas poblaciones de
células ovéricas in vitro [89, 90], como en células de la granulosa de rata [88], células

granulosa/luteinicas humanas [91] y en células de la granulosa espontdneamente
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inmortalizadas. Ademas, |a progesterona activa el mecanismo dependiente de PGRMC1

que promueve la supervivencia de | as células granul osa/l uteini cas humanas [92].
1.13 Lutedlisis

El CL debe ser eliminado regularmente para que la funcién reproductiva progrese de
manera adecuada. Si la prefiez no ocurrio a final de cada ciclo estral, o cuando la
progesterona ya no es necesaria para mantener la prefiez, e CL dga de producir
progesterona y regresiona mediante un proceso llamado lutedlisis [93]. La progesterona
suprime la secrecion de FSH y LH, previniendo € desarrollo de un nuevo foliculo
preovulatorio. Por lo tanto, la lutedlisis termina con cada ciclo reproductivo femenino a
través de la disminucion de la secrecion de progesterona, o que permite el desarrollo de
un nuevo foliculo. Es por este motivo que la lutedlisis se asocia a un mecanismo que
incrementa la eficiencia reproductiva: si |la hembra no concibe seguido ala ovulacion, la
remocion del CL permite que un nuevo ciclo ovarico comience y con elo una nueva
oportunidad de concebir. En roedores, asi como en otras especies donde la Unica fuente
de progesterona durante la prefiez es el CL, la lutedlisis juega un rol importante porque

la disminucion de la progesterona es un hecho clave para que e parto ocurra.

En roedores, la lutedlisis ocurre en dos etapas. |a primera, |lamada regresion funcional,
esta asociada a una disminucion en los niveles de progesterona [94]. La segunda etapa,
[lamada regresion estructural, ocurre luego de la disminucion de progesterona y se
caracteriza por la pérdida de la integridad vascular y la muerte por apoptosis de las
células luteales [82].

Al igua que en la luteinizacion, durante la lutedlisis el CL sufre cambios es su
capacidad esteroidogénica, vascularizacion y remodelamiento tisular, 10 que resulta en

una glandula formada principal mente por tejido conectivo llamada cuerpo albicans.
1.13.a Lutedlisisfuncional

La regresion funciona ocurre antes de que los cambios en laintegridad del tejido sean
perceptibles. La disminucién en los niveles de progesterona esta dada por su conversion
al metabolito inactivo 20a-dihidroxiprogesterona (20a-DHP) [94]. Hay varios factores
gue estan involucrados en apagar la sintesis de progesterona, siendo la prostaglandina
F2a (PGF2a) esencial en este evento [95]. En la rata, hacia € fina de la prefiez la

PGF2a induce la actividad de la enzima 20a-HSD, de modo que aumenta la
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concentracion de la 200-DHP. Este descenso en los niveles de progesterona hacia el

final dela gestacion induce € parto [82].

Ademés, la PGF2a previene la biosintesis de progesterona mediada por LH y por PRL.
La funcion anti-LH involucra dos acciones interrelacionadas. € bloqueo de la
acumulacion de AMPc inducida por LH y la inhibicion de la respuesta de las células
lutesles a AMPc [96, 97].

1.13.b Lutedlisisestructural

Laregresion estructural se caracteriza por una disminucion en el tamarfio y peso del CL,
gue se convierte en cuerpo abicans, que se reabsorbe y reemplaza por tejido ovarico.
Uno de los principales eventos que caracteriza la regresion estructural del CL es la
muerte por apoptosis de las células luteales y vasculares [98]. La activacion de este
proceso puede ocurrir por dos vias. por la via extrinseca o por la intrinseca de la
apoptosis. Ambos eventos convergen en una maguinaria de destruccion celular que
involucra a una serie de proteasas |lamadas caspasas. Estas proteinas juegan un rol clave
en la apoptosis, siendo su activacion un evento critico en este proceso [99-101].
Particularmente en la rata, las caspasas juegan un rol importante durante los primeros
eventos de lalutedlisisen e CL del ciclo estral [98]. En nuestro laboratorio se demostro
gue €l aumento en la actividad de las caspasas-2, -8, -9 y -3 estd asociado a los eventos
tempranos de lalutedlisis funcional hacia el final de la gestacion, y que la PGF2a regula
laactividad de estas caspasas en € CL delarata[102].

1.14 Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular regulada genéticamente, cuyo objetivo es
eliminar aquellas células de tgjidos que han sufrido cambios como consecuencia de su
desarrollo o debido a respuestas frente a estimulos fisiologicos aterados [103]. Este
programa genético es vital para € desarrollo normal, para € mantenimiento de la
homeostasis y para un sistema inmune efectivo. La ateracion en este proceso implica
numerosas patologias que abarcan desde desdrdenes degenerativos hasta autoi nmunidad
y cancer [104, 105]. Diversos estudios han demostrado que muchas hormonas y factores
de crecimiento son importantes para la proliferacion celular y cumplen una funcién en
la supresion de la apoptosis [106]. La induccién de la apoptosis es especifica del tipo
celular, ya que dichos factores poseen acciones apoptéticas o antiapoptéticas

dependiendo del tipo celular sobre e que actien. Es el balance entre estos factores el
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que determinard € destino celular: muerte o supervivencia. Se ha demostrado en €
ovario, tanto en modelos in vitro como in vivo, la presencia de varios factores
atretogénicos, como GnRH, IL-6, andrégenos, TNF-a, Ligando Fas, etc. [27-29]. En
cambio, entre los factores involucrados en la supervivencia se encuentran e Factor de
Crecimiento Epidermal (EGF), Factor de Crecimiento similar a Insulinatipo | (IGF-I),
Factor Transformante tipo | (TGF-P) entre otros [33]. La apoptosis ocurre en células
que presentan niveles anormales de ATP y requiere la sintesis de ARNm y proteinas.
Afecta a células individuales e involucra pérdida de tamafio celular, condensacion de la
cromatina'y formacion de cuerpos apoptoticos, que consisten en fragmentos nucleares o
de organelas rodeados de membrana plasmética. Los cuerpos apoptdticos son
eliminados por fagocitosis y de esta forma se impide la liberacion de los componentes
citoplasmaticos a medio extracelular, evitindose un proceso inflamatorio. Otros
cambios que ocurren durante la apoptosis involucran a nucleo de la célula. Una de las
caracteristicas es la fragmentacion que sufre  ADN como consecuencia de la
activacion de endonucleasas, enzimas que producen clivajes en e ADN de forma
regular entre las unidades nucleosomales. Como resultado se generan fragmentos en un
tamarno multiplo de 180 pares de bases, que se visualiza como un patron caracteristico

de bandas en geles de agarosa [107].

Existen dos vias por las que puede ocurrir € proceso de apoptosis. 1) la mitocondrial o
intrinseca [105] y 2) la de receptores de muerte o extrinseca [108]. Ambas vias
comparten una familia de proteinas que actian a lo largo de este proceso y que estan
presentes en la mayoria de los tipos celulares |lamadas caspasas. Las caspasas son
cistein- proteasas que clivan en residuos de aspartato, y son las responsables de la
mayoria de los clivajes proteoliticos que ocurren durante la apoptosis [101]. Se dividen
en “caspasas iniciadoras” (caspasa-8,-9, entre otras), que son las que inician la cascada
proteolitica y en “caspasas efectoras” (caspasa-3,-6,-7), que son las responsables de los
clivajes que desintegran la célula [101, 109-111]. Para que se activen las caspasas
efectoras, sus zimdgenos (procaspasas) deben ser clivados proteoliticamente por las
iniciadoras. Al contrario, la activacion de la caspasas iniciadoras se dispara por la
dimerizacion de los zimégenos através de una proteina adaptadora [112] (Figura3y 4).

La caspasa-3 es la principal caspasa efectora [113]. Se sintetiza como una pro-enzima
de 33 kDa que, luego de su activacion, es clivada generando un fragmento activo de 11

kDa y un intermediario de 20 kDa. Este Ultimo a su vez, es nuevamente clivado
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generando un segundo fragmento activo de 17 kDa [114]. Existe un nUmero limitado de
sustratos que son clivados por la caspasa-3 durante el proceso de apoptosis. Entre ellos,
se destaca la proteina PARP (poli-ADP ribosa polimerasa) [115] y actina [116], los
cuales son inhibidores de la enzima DNAasa |, endonucleasa responsable de la

fragmentacion del ADN durante € proceso de apoptosis [117].

32-56 KDa
Asp-X QACXG Asp-X
NIF2= WI mlﬂl COOH
Prodominio Subunidad Grande Subunidad Pequeiia
(2-25KDa) (17-21) (10-13KDa)

Figura 3. Estructura basica de las caspasas. Estan formadas por tres regiones:
prodominio, subunidad grande, subunidad pequefiay unaregion conectora.

Asp-X QACXKG  Asp-X

NH?:ﬁl — l ﬂ L 004 1- Clivaje

2- Formacidn de dimeros

3- Formacidn de tetrameros

Figura 4: Esquema general de la activacion de las caspasas. La activacion requiere
de un procesamiento proteolitico en residuos aspartato ubicados entre los dominios,
resultando en la eliminacion del prodominio y de la region conectora. Luego, la
subunidad grande y la pequefia forman un heterodimero. La union entre dos
heterodimeros forma un tetrdmero, resultando en la activacion de la caspasa.

1.14.aViaintrinseca de la apoptosis

Un punto de control critico para la activacion de la via intrinseca o mitocondrial es la
proteina p53, factor de transcripcion que responde a estrés celular arrestando €l ciclo
celular ala espera de lareparacion del dafio en ADN. Si € dafio celular es grande y no
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puede ser reparado, p53 promueve la apoptosis a través de la induccion de genes pro-
apoptoticos como puma, noxa, bax, apafl y fas, o inhibiendo la expresion de genes
antiapoptéticos como Bcl-2 o Bel-X, [118, 119].

La via mitocondrial esta controlada por los miembros de la familia de Bcl-2. Los
miembros pro-apoptoticos causan la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondria y de estaforma, permiten laliberacion a citoplasma de moléculas solubles
como citocromo ¢ y Smac/DIABLO. El citocromo c¢ estimula la formacion del
apoptosoma, un complgo formado por APAF1l (Factor activador de proteasas
apoptoticas), dATP, citocromo ¢ y caspasa-9 (Figura 5). La caspasa -9 es activada a
incorporarse a apoptosoma y una vez activa, cliva a las caspasas efectoras -3, -6 y -7.
Smac/DIABLO se une a las proteinas inhibitorias de la apoptosis (IAPS) y revierten su

interaccion con las caspasas, 10 que permite a estas Ultimas activarse [120] (Figura 6).

Primer paso en la formacion del apoptosoma

Reclutamiento de |
procaspasa9 |

procaspasa 9

Activacion de la caspasa 9

Figura 5. Esquema de laformacion del apoptosoma.

Los miembros de la familia de Bcl-2 pueden dividirse en tres grupos. Todos comparten
por lo menos uno de los cuatro dominios de homologia a Bcl-2 (dominios BH). El
primer grupo esta integrado por los miembros que poseen todos los dominios BH y se
comportan como anti-apoptéticos, como ser Bel-2, Bel X y Belw. En € caso particular
de BclX, cabe destacar que existen dos isoformas de esta proteina, formadas por

splicing alternativo del ARNm: BclX_ y BclXs. BelX| actia como anti-apoptética
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mientras que BclXs se comporta como una proteina pro-apoptotica. El segundo grupo
comprende los miembros multidominio (contienen los dominios BH1, BH2 y BH3),
pero que se comportan como pro-apoptoéticos. Entre los mismos se puede mencionar
BAX, BAK y BOK. Las proteinas anti-apoptoticas se unen con las proteinas pro-
apoptoticas formando heterodimeros e impiden que estas Ultimas puedan eercer su
accion permeabilizante en la membrana externa mitocondrial. Por Gltimo se encuentran
proteinas, como BAD, BIM, BID, PUMA y NOXA, que contienen solo e dominio BH3
(BH3 only), € cual es necesario y suficiente para otorgarles su accion pro-apoptotica
[112]. Algunos estimul os especificos activan a ciertas proteinas BH3 only por induccion
de la transcripcién o por modificaciones post-transcripcionales y rompen €l equilibrio
entre proteinas pro y anti-apoptaéticas, o que desencadena la apoptosis [121].

Via mtrinseca Via Extrinseca
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Figura 6. Via intrinsecay extrinseca de la apoptosis. (Modificado de Williamsy Mc
Farlane, 2004 [122]).

1.14.b Via extrinseca de la apoptosis

La via extrinseca de la apoptosis se inicia por la activacion de receptores de muerte
situados en la membrana celular (Figura 6). Estos receptores pertenecen a la
superfamilia del factor de necrosis tumora (TNF), como TNFR1, FASy TRAILR [109]

[123]. La activacion de los receptores ocurre por unién de ligandos como TNF, FASL
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(también llamado CD95L) y Apo 2L/TRAIL (Apo 2 ligando/ ligando inductor de
apoptosis relacionado a TNF) [108]. Al unirse a sus ligandos, los receptores se
trimerizan y se generan dos tipos de respuesta celular: una es através de la expresion de
altos niveles de caspasa-8, y la otra es mediante € clivgie de la proteina BID, que esta
dado por esta misma caspasa, liberandose un fragmento activo que interactia con la
proteina pro-apoptética BAX y que favorece la sdlida del Citocromo c de la
mitocondria. Una vez liberado, se adhiere a la proteina APAF-1 causando un cambio
conformacional y permitiendo que APAF-1 interactie con procaspasa-9, la cual se

activay asu vez activara alas caspasas efectoras -3y -7 (Figura 6).

FAS es uno de los principales receptores de muerte. FAS y su ligando FASL se
expresan en una gran variedad de células, como células del ovario, hepatocitos, células
pulmonares y cardiacas, y en una amplia variedad de células relacionadas a sistema
inmune. Una vez activados por la unién de sus ligandos y luego de la trimerizacion,
estos receptores reclutan, mediante su dominio de muerte (DD) a otras proteinas que
poseen dicho dominio, como la proteina adaptadora FADD (dominio de muerte
asociado a Fas) que a su vez, a estar unida a los receptores activados, recluta a las
procaspasas iniciadoras -8 y -10. La unidon de todas estas proteinas conforma un

complejo de sefid es inductores de muerte (DISC).

Diversos estudios acerca del rol fisiolégico de Apo2L/TRAIL, sugieren que este ligando
tiene un papel en la vigilancia del sistema inmune y en la regulacion de la respuesta
inmune adaptativa [124]. Mas aln, este mecanismo media la citotoxicidad de las células
dendriticas, monocitos, células natural killer (NK) y cdlulas T frente a virus y tumores
[125]. Hay ademés cierta evidencia de que algunos efectos antivirales y antitumorales

del interferon estdn mediados por estos receptores [126].
1.15 Sistema Notch

La via de Notch es un camino de sefiaizacion que esta involucrado en e control de
diversos eventos que ocurren en las células eucariotas, como la especificacion del
destino celular [127-132], la migracion celular [133], supervivencia/apoptosis [134-
136], divison celular [135, 137, 138], adhesion celular [136], transicion epitelio-
mesenquimal [139] y angiogénesis [140-142].

El sistema Notch es utilizado por las células para especificar su destino celular a partir
de potenciales funciones pre-existentes. Mediante este sistema, € contacto célula-célula
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genera cambios en la expresion génica en una célula vecina, llevandola a adoptar un

destino particular. Este proceso es clave paralaformacion de érganosy tejidos.

Es interesante destacar que € sistema Notch utiliza un mecanismo Unico de
sefidizacion, que involucra una serie de clivges proteoliticos en vez de una

amplificacion por segundos mensajeros.
1.15.aLigandos de sistema Notch

En mamiferos, e sistema Notch esta formado por cinco ligandos. Jagged 1-2 y Delta
like 1, 3y 4 [143] (Figura 7). Estas proteinas se caracterizan por tener un solo paso
transmembrana y son las encargadas de transmitir € estimulo a las células receptoras,
las cuales responden hacia un destino celular. Estos ligandos estén formados por un
dominio comun a los miembros de esta familia, llamado dominio Delta-Serrate-Lag-2
(DSL), y un dominio homdlogo al factor de crecimiento epidérmico (EGF), excepto por
la ausencia de los seis residuos de cisteina que caracterizan a EGF. Ambos dominios
conforman e dominio de enlace con e motivo EGF de Notch (EBD), cuya funcion es
interactuar con € receptor Notch e iniciar € proceso de sefidizacion celular [144]. Las
proteinas moduladoras de la union receptor-ligando a nivel extracelular son las

proteinas “Lunatic Fringe, Radical Fringe, y Maniac Fringe” [145].

DSL EGF CR
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Figura 7. Ligandos de Notch en mamiferos. Los ligandos son proteinas
transmembrana, en las cuales e dominio extracelular contiene un nimero caracteristico
de repeticiones de tipo EGF y un dominio DSL indispensable parala union a receptor.
Ademas Jaggedl y Jagged2 poseen un dominio N-terminal adicional rico en cisteina
(CR) (Modificado de Vanorny & Mayo 2017 [146]).
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1.15.b Receptores del sistema Notch

En mamiferos, e sistema Notch esta formado por cuatro receptores, Ilamados Notch 1-
4. Todos los receptores atraviesan una sola vez la membrana plasmética, y si bien sus
estructuras son muy similares, tienen diferencias esenciales en las porciones extracelular
y citopldasmica (Figura 8). La region extracelular contiene de 10 a 36 elementos
repetidos de tipo EGF (“EGF-like”). Los receptores Notchl y 2 contienen 36
repeticiones, mientras que Notch3 contiene 34 y Notch4 solamente 29. Los elementos
repetidos “EGF-like” en posiciones 11 y 12 constituyen € nucleo primario de
interaccion con el ligando. Los otros elementos repetidos “EGF-like” se encargan de
estabilizar la estructura del receptor y de modificar su actividad, potenciando o
inhibiendo lainteraccién con los ligandos [147, 148]. Adyacentes a estos €lementos hay
tres zonas conocidas como secuencias repetidas LNG (por estar conservadas en las
proteinas LIN- 12, Notch y GLP-1), esencides para la estabilidad y la correcta
conformacién del dominio extracdlular. Entre las secuencias repetidas LNG y €
dominio transmembrana, existen dos residuos cisteina que son importantes para €
ensamble de los receptores. Cerca del dominio transmembrana hay un residuo valina,
que es donde ocurre e procesamiento proteolitico por € cual se libera e dominio
intracelular activo de Notch (NICD). En & dominio intracelular se encuentra la region
de interaccion con factores transcripcionales (RAM), mediante la cual NICD interactia
con € ADN. Adyacentes, se encuentran los seis elementos repetidos de anquirina
(ANK), que junto a RAM regulan a proteinas que presentan una estructura comun de
hélice-lazo-hélice (proteinas bHLH), las cuales actlian como factores transcripcionaes
para la expresién de genes cuyos productos dirigirdn a la célula a un destino celular
diferente a de la célula que emiti6 e estimulo [147, 148]. Flanqueando a |los elementos
repetidos de anquirina, se encuentra la sefid de localizacion nuclear (NLS), que le
permite a NICD entrar a nucleo de la cdlula [144, 149]. Notch 1-3 contienen dos NLS,
mientras que Notch4 tiene solo una. El dominio activador de la transcripcion (TAD)
tiene como funcion reclutar acetilasas de histonas para generar una conformacion
abierta de la cromatina en la doble cadena del ADN. Los cuatro receptores Notch
contienen en e C-terminal una region rica en prolina (P), glutamato (E), serina (S) y

treonina (T) (PEST), que esla secuencia esencial parala degradacion de NICD.
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Figura 8. Estructura de los receptores Notch en mamiferos. Los receptores Notch
estan compuestos por un gran dominio extracelular unido de manera no covaente a
dominio intracelular. EI dominio extracelular contiene repeticiones de tipo EGF y
repeticiones LNR. El dominio intracelular contiene la region RAM vy repeticiones
anquirina (ANK), necesarias para la interaccion con factores transcripcionales.
(Modificado de Vanorny & Mayo 2017 [146]).

1.15.c Clivajes proteoliticos y activacion del sistema Notch

La actividad biolégica del receptor Notch depende de un procesamiento proteolitico
secuencia que esta catalizado por tres proteasas diferentes. Sobre € sitio S1 actia una
convertasa, cuya accion genera dos fragmentos que se corresponden con los dominios
intra'y extracelular del receptor, los cuaes permanecen unidos de forma no covalente.
Ambos fragmentos atraviesan la membrana plasmatica y convierten en funcional al
receptor [147]. Cuando €l receptor interactia con €l ligando se produce la exposicion
del sitio S2, en donde actlian miembros de la familia de metaloproteasas ADAM. Estas
enzimas liberan a dominio extracelular de la membrana plasmética, generando un
fragmento de vida corta llamado NEXT (truncamiento extracelular de Notch).
Finalmente en e sitio S3 ocurre € clivgje de activacion, que esta catalizado por €l
complgo y-secretasa [150, 151] y es esencia para la funcion de Notch [152]. Este
clivage libera a fragmento intracelular de Notch (NICD), que se trandoca al nicleo y
activa la transcripcion de genes blanco de la via [153, 154] (Figura 9). En ausencia de
NICD, RBPJX, también [lamado CSL [CBFL/Su (H) / Lag2], se encuentra unido al
ADN vy a las proteinas co-represoras, las cuaes reclutan complejos histona deacetilasa
(HDAC) para suprimir la transcripcion. (Figura 9). Al contrario, cuando NICD se
transloca a nucleo, desplaza a los co-represores y forma un complgo ternario con

RBPJ y proteinas “Mastermind like” (MAML), convirtiendo a RBPJK de represor en
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activador transcripcional. Como consecuencia, se induce la expresion de genes blanco
de Notch, como hesl y hes5 (“Hairy Enhancer of Split”) y heyl (“proteinas Hes-
relacionadas al motivo YRPF”) [155-157]. La duracion de la actividad transcripcional
de Notch es limitada y esta regulada por MAML, que promueve la fosforilacion del
dominio PEST Yy la posterior degradacion del NICD [155].
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Figura 9. Viade sefidizacion de Notch. (Modificado de Gordon y col. 2006 [158]).

El sistema Notch comprende una sefializacién de tipo yuxtacrina, en donde dos células
vecinas interactlan para luego una o ambas cambiar su destino celular. Las células que
envian la sefia expresan los ligandos, mientras que las células que la reciben expresan
los receptores, ambos en la membrana celular. Cuando un ligando interactda con el
receptor de lacélulavecina, seliberael NICD y se activalavia, generandose un cambio
en la expresion génica en la célula que recibio la sefia. Se cree que laformaen la cua
Notch gerce sus efectos pleiotropicos es mediante la iniciacion de una cascada de

trascripcion que incluye una regulacién transcripcional epigenética (Figura 10) [159].
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Figura 10. Efectos pleiotropicos del sistema Notch (Modificado de Yi-Yang Hu y cal.,
2012[160]).

1.15.d El sistema Notch en ovario

Diversos componentes del sistema Notch, como receptores, ligandos, moduladores y
genes blanco, se expresan en € ovario de mamiferos y estan dindmicamente regulados
durante el desarrollo folicular (Tabla 1).

Tablal. Expresion de distintos componentes de la via de Notch en ovario de mamifero.

Gen Ovaocito Prim 1° 20 Antral CL Vasc
Notchl 12 1 3-5 3,69
Notch2  4,10-12 410,12,13  4,10-13 4,6,8,11-13  4,6,8,11-13 4
Notch3 4 4,6 4,6 4,6,14
Notch4 7 7 7 7 37 36,7

Jagl 46,10-13,15 4 4 4,12 4,14 7

Jag?2 1 6 6

DIl1 4 4

DII3

Dll4 4 4 4 4 4 34 39

Hesl 4,10 4,10 4 4 4

Referencias. (1) Guo et a. 2012, (2) Feng et a. 2014, (3) Hernandez et al. 2011, (4) Murta et al.
2014, (5) Accidini et a. 2015, (6) Johnsonetal. 2001, (7) Vorontchikhinaet al. 2005, (8)
Jovanoviceta. 2013, (9) Garcia-Pascud eta. 2013, (10) Trombly et a. 2009ab, (11)
Zhang et al. 2011, (12) Wang et a. 2014, (13) Vanorny et al. 2014, (14) Wang et a. 2015, (15)
Dorfman et a. 2011.Prim: foliculo primordial, 1°: foliculo primario, 2°: foliculos secundario,
CL: cuerpo lUteo, Vasc: vasculatura. (Modificado de Vanorny & Mayo 2017 [146]).
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Se observo la presencia de ligandos y receptores de Notch en células de la granulosa,
luteales y vasculares del ovario de ratas [161-163]. En particular, los ligandos Jagged1l,
DII1y DIl4 vy los receptores Notch 1-4 estdn expresados en células luteales grandes y
pequeiias [161, 162, 164-167], sugiriendo que Notch cumple una funcién en ellas. En
nuestro laboratorio se demostrd que los receptores Notch 1y 4 y que € ligando DIl4
estan expresados en ambos tipos de células luteales en CL de prefiez y se observé que
Notch tiene un rol luteotréfico, ya que promueve la viabilidad y |a esteroidogénesis
luteal. Se vio también que la hormona luteolitica Prostaglandina F2a actuaria, en parte,
reduciendo la expresion de algunos componentes del sistema Notch [164]. Ademas, CLs
de monos tratados con anticuerpo neutralizante contra DIl4 durante e periodo
periovulatorio mostraron un aumento de la densidad vascular, y un menor tamafio, con
aumento de apoptosis y supresion de la concentracion sérica de progesterona [168]. Esta
reportado que la inhibiciéon de la sefidizacion de Notch en ovario de raton neonatal,
disminuye la formacion de foliculos primordiales [169] y detiene €l desarrollo folicular
de foliculos primarios en cultivo [170].

La inhibicion in vivo de Notch en ratdn afecta la foliculogénesis y la angiogénesis
estimulada por gonadotrofinas [163]. La inhibicion de la via de Notch en cultivos ex
vivo de ovario utilizando dos inhibidores de y-secretasa (DAPT y L-685,458) produjo
unadisminucién en € nimero de foliculos primordiales y un retraso en € reclutamiento
folicular, culminando en un menor nimero total de foliculos [171]. Esta reduccién esta
asociada con una disminucion de la proliferacion de las células de la granulosa, un
aumento de la apoptosis del ovocito y una disminucion de la expresiéon de factores de
transcripcion especificos del ovocito. Estos trabgjos describen la funcion de Notch en la
foliculogénesis. Sin embargo, su accion en la luteinizacion y funciéon del CL aln no ha

sido descripta.
1.15.e El sistema Notch en angiogénesis

Los receptores de Notch estdn ampliamente expresados en la vasculatura, o que
demuestra la importancia de este sistema en la angiogénesis. Durante la angiogénesis
normal, el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) conduce a la
formacion de nuevos vasos aumentando la expresion de DII4 en las células ubicadas en
el brote del vaso. Estas células son no proliferativas, pero estan seguidas de células
moviles y proliferativas llamadas células tubo, las cuales expresan receptores Notch y

forman el lumen del nuevo vaso. El DIl4 presente en las células del extremo actla a
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través de Notch en las células del tubo, generando una disminucion de la ramificacion
inducida por VEGF, mediante la desregulacion del receptor 2 de VEGF (VEGFR2). De
esta forma, DI14 inhibe la angiogénesis excesiva mediante un ciclo de retroalimentacion
negativa de VEGF.

Varios estudios abordan la interaccion entre componentes del sistema Notch y la
angiogénesis. En particular, € ligando DIl4, los receptores Notchl, Notch4 y el VEGF
estan involucrados en este proceso [141, 172-176]. Sin embargo, la informacion acerca
delaexpresion y funcidn de este sistema en lafisiologia del ovario y su posible relacion
con € desarrollo vascular en este 6rgano es muy limitada. Hay solo dos estudios
descriptivos redlizados por métodos inmunohistoquimicos en ratones. En uno se
demuestra la presencia de los receptores Notch2 y Notch3, y e ligando Jagged2 en
células de granulosa de foliculos en desarrollo [161] y en otro se describe la presencia
de Notchl, Notch4, y € ligando Jaggedl en la vasculatura de foliculos en desarrollo y
del CL [162]. Ademas, resultados de nuestro laboratorio demuestran la presencia de
Notchl, Notch4 y el ligando DIl4 en células lutedles de rata [177].

1.16 Sistema Wnt

El sistema Wnt constituye un camino de sefializacion atamente conservado involucrado
en laregulacién de la homeostasis, € desarrollo, la proliferacion y la muerte celular en
muchos tipos cdulares. Estd compuesto por 19 ligandos Wnt [178], que son
glicoproteinas de secrecion que actlan de manera parécrina[179] a través de launién a
receptores Frizzled (Fzd). Existen 10 tipos de receptores, que son proteinas de siete
pasos transmembrana acoplados a proteinas G [180-182]. Se postula que los ligandos
Whnt se unen a los receptores de forma promiscua. La diferencia de afinidad de union
entre un Wnt particular y los diferentes Fzd determinaria qué rama de la via de Wnt se
activa [183]. La interaccion ligando/receptor puede activar tres ramas distintas del
sistema Wnt: la via candnica, también llamada Wnt/p-catenina, y las dos vias no
canonicas. de polaridad celular y de calcio. En e caso de la via candnica de Wnt, la
transduccion de la sefia involucra la asociacion entre e receptor Fzd y co-receptores
llamados LRP 5y 6 [184].

Fisiologicamente, el contenido de B-catenina citosolica esta estrictamente regulado por
un complejo destructor formado por las proteinas glucogeno sintasa kinasa 3 (GSK-

3p), adenomatous poliposis coli (APC) y axina[185]. Axina es |la proteina limitante que
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regula la eficiencia del complego destructor [185]. Cuando la via canonica de Wnt esta
apagada, este complgjo fosforila a B-catenina en cuatro residuos serina y treonina
especificos (Ser33, Ser37, Trd4l, Ser45) [186], marcando a [(-catenina para su
ubiquitinacion y destruccion en proteasomas [187] (Figura 11). La interaccion de Wnt
con Fzd/LPR desestabiliza al complego destructor, de modo que se acumula -catenina
no fosforilada en e citoplasma. Luego, B-catenina se transoca a nucleo, en donde
desplaza a represores transcripcionales [188, 189] y se asocia a complgo
transcripcional TCF/Lef, regulando asi la expresién de genes blanco [190, 191], como
ciclinadl, star y vegf (Figura1l).

Via canénica de Wnt apagada Via canonica de Wnt encendida

LRP-5/6 ~ CRD Frizzled receptor
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Figura 11. Via canénica de Wnt. (Modificado de Masckauchan T. y col. 2006 [192]).

1.16.a El sistema Wnt en ovario

Los miembros del sistema Wnt se expresan en células de la granulosa, de latecay del
cumulus de foliculos en desarrollo, asi como en el CL de humanosy roedores [185, 193,
194]. En € ovario, de los 19 ligandos de la familia Wnt, se ha demostrado la expresion
de Wnt2, 2b, 4, 5ay 11. Respecto a los receptores, se detectd la expresion de Fzdl,
Fzd2, Fzd3, Fzd4 y Fzd9 [185]. La primera indicacion de la importancia de Wnt en el
ovario estd dada por € estudio de Vainio y col., quien demostré que ratones
transgeénicos knockout para € ligando Wnt4 pierden la mayoria de su reserva ovocitaria

antes del nacimiento [195]. Luego, Wnt4 ha sido identificado como un factor de
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crecimiento involucrado en procesos organogenicos del tracto uro genital, glandula
mamaria, hipéfisis y sistema reproductivo femenino [196]. Se ha reportado que ratones
knockout condicionales ovario-especificos para Wnt4 contienen en el ovario adulto
menos foliculos antrales, debido posiblemente a un incremento de la atresia folicular
[197]. A su vez, ratones knockout para Wnt4 granulosa-especificos mostraron una
disminucion de la produccion de progesterona luteal debida a una disminucion de la
expresion de StAR, P450scc y aromatasa [185]. Se ha postulado que parte del efecto de
la FSH en células de la granulosa esta mediado por la accion estimulatoria de la via de
PI3K/Akt sobre la via candnica de Wnt [197]. Posteriormente, se demostro en roedores
gue diversos componentes de Wnt estdn expresados diferencialmente durante €
desarrollo folicular, y que algunos aumentan su expresion luego de la administracion de
hCG, sugiriendo un rol potencial en laformacién de foliculos, ovulacion y luteinizacion
[195, 198-201]. Sin embargo, € mecanismo de accidon del sistema Wnt sobre la

formacién y funcion del CL alin no se ha dilucidado.
1.16.b El sistema Wnt en angiogénesis

Existen varios trabajos que apoyan e papel de las vias canonica 'y no canénica de Wnt
en angiogenesis en distintos tgjidos [199, 202-204]. Ademés, muchas de las acciones
gue cumple la via de Wnt estan relacionadas a angiogénesis, particularmente a la
proliferacion de las células endoteliales [205, 206]. Las células endotelides de la
microvasculatura de humanos y ratones expresan in vitro los ligandos Wnt-5a, Wnt-7a,
Wnt10b, and Wnt-13 [205, 207, 208], mientras que en células endoteliales de corddn
umbilical humano (HUVEC) se observé la expresion de Fzd-4, Fzd-5, and Fzd-6 [207].
Ademas, las células endoteliales expresan otros componentes de la via de Wnt, como
Tcf-1, Tcf-3, Tcf-4 y Lef-1, respondiendo asi a la activacion de la via canonica de Wnt
[208].

El primer estudio que implicé a Wnt en angiogénesis demostré que ratones knockout
homocigotas para Fzd4 (Fzd4-/-) presentaban defectos en la vasculatura de la retina,
evidenciado por un retraso en la angiogénesis y acompariado por la formacion de vasos
defectuosos [202]. Posteriormente, Hsieh y col. notaron que dichos ratones Fzd4-/-
presentaban defectos en la vasculatura del CL, donde los vasos tenian un fenotipo

morfol 6gico de tipo temprano, dando idea de fallas en e proceso de arborizacion [199].

Dado que e VEGF es d principa inductor del proceso de angiogénesis, no resulta
sorprendente que se hayan encontrado siete regiones de union a complgo [-
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cateninad TCF en e promotor del gen de vegf-a [209]. De esta manera se pudo describir
que lavia canonica de Wnt regula la expresion de este gen [204].

Es importante resaltar que la activacion de [-catenina es muy baja en la vasculatura
quiescente en adultos. Sin embargo, se observa su activacion en las células endoteliales
en un contexto de neovascuarizacion patoldgica, como la que ocurre en tumores [210] o
durante laformacién de tejidos [211-216]. Debido a que € ovario, y en particular e CL,
son teidos atamente irrigados, en donde la formacion de nuevos vasos ocurre de
manera permanente, es de esperar que el sistema Wnt/[3-catenina participe regulando el

proceso de angiogéenesis.
1.17 Interaccion entrelos sistemas Notch y Wnt

Varios trabgjos describen la existencia de una interaccion entre las vias de Wnt/B-
catenina y Notch [217-219] y otros postulan que juntas regulan procesos como
desarrollo [220], diferenciacion [221] y angiogénesis [222] en distintos tgjidos. Ademés,
en células tumorales Notch activa la via de Wnt por estabilizacion de p-catenina [223].
A su vez, se ha reportado que la via Wnt/B-catenina regula € desarrollo vascular
mediante la modulacién de Notch. Durante €l desarrollo embrionario, Wnt/B-catenina
juega un rol crucia en el proceso de angiogénesis debido a que modula el arresto del
ciclo cdular inducido por Notch, definiendo asi € fenotipo de célula punta (no
proliferativas) versus célulatallo (proliferativas) [224]. La sobreexpresion de -catenina
en células endoteliales de raton durante el desarrollo embrionario produjo un aumento
de laexpresion del ligando DII4 [225]. Esto generd fenotipos similares a los observados
por sobreexpresion de DII4 [225], como defectos en las ramificaciones, pérdida de

identidad vascular y defectos en el remodelado vascular [226].

L os efectos descriptos al sobreexpresar [3-catenina no se observan en adultos, indicando
gue las vias Wnt/B-catenina y Notch acttan en conjunto regulando €l desarrollo vascular
durante la etapa embrionaria. Sin embargo, en €l ovario adulto no existen estudios que
demuestren la interaccion entre el sistema Wnt y Notch en la dindmica folicular-luteal y

su posible relacion con €l desarrollo de su vascul atura.
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Hipotesisy objetivos

En base a lo expuesto en la introduccion, la hip6tesis postulada es que las vias de
sefidizacion Notch y Wnt/p-catenina regulan la luteinizacion y la funcién del cuerpo
|Gteo de ratas superovuladas. A su vez, la interaccién de dichas vias con progesterona

resulta clave en laregulacion de lafuncion luteal.

Para demostrar esta hip6tesis, se plantearon |os siguientes Obj etivos Gener ales:

Objetivo |
Estudiar la participacion del sistema Notch en la funcionalidad del cuerpo lUteo y

analizar su interaccidn con progesterona

Objetivo Il

Estudiar la participacion del sistema Wnt/p-catenina en e desarrollo y funcionalidad del

cuerpo luteo.

Objetivo 111

Estudiar € efecto de la inhibicion del sistema Wnt/(3-catenina sobre la via Notch en e

cuerpo luteo.

En base a los objetivos mencionados, se plantearon los siguientes Objetivos

Especificos:

1. Evauar € efecto de la inhibicion in vitro del sistema Notch y su interaccion con

progesterona en cultivo de cuerpos | iteos sobre:

e Laconcentracion de progesterona en medio condicionado
e El contenido de enzimas esteroidogénicas

e Laapoptosisy laproliferacion celular

e L os mecanismos de transduccion de sefiales via PI3BK/AKT y ERK1/2
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e El contenido de 3-catenina

2. Evaluar € efecto de la inhibicidn local in vivo del sistema Wnt/B-catenina en ratas

superovuladas sobre:
e El desarrollo folicular y formacion del cuerpo IUteo en cortes histol 6gicos de ovario
e Laconcentracion de progesterona en suero

e El desarrollo y estabilidad vascular en cuerpo |Uteo, foliculos y estroma

Y en cuerpos |Uteos aislados de estos animales estudiar:

El contenido de enzimas esteroidogénicas

Laapoptosisy laproliferacion celular

L os mecanismos de transduccion de sefiales via PIBK/AKT y ERK1/2

El contenido de VEGF, Angiopoyetinas1y 2, Tie 2, PDGF-D y PDGFRf

3. Evaluar € efecto de lainhibicidn in vitro del sistema Wnt/p-catenina en cultivo de

cuerpos | Uteos sobre:
e Laconcentracion de progesterona en medio condicionado
e Laexpresiony € contenido proteico de StAR y de CiclinaD1

e Laexpresion de hif-1a

Analizar laexpresion génica de los siguientes miembros del sistema Notch:
e Receptores notchl y notch4
e Ligandosjaggedly dll4
e FEfector hesl

e Regulador rbpj-k
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1. Animales

Se utilizaron ratas prepuberes (Rattus norvegicus) de entre 21 y 23 dias de la cepa
Sprague Dawley, del Bioterio del Ingtituto de Biologia y Medicina Experimental
(IBYME-CONICET). Todos los protocolos y experimentos fueron aprobados por el
comité de ética del IBYME y llevados a cabo de acuerdo con la guia para €l cuidado y
uso de animales de laboratorio del NIH (Instituto Nacional de la Salud, Estados
Unidos). Los animales se mantuvieron en e bioterio en condiciones controladas de
temperatura (21-23°C) y con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
(las luces se encienden a las 7.00 horas y se apagan a las 19.00 horas). Los animales

recibieron aguay aimento balanceado ad libitum.
1.1 Tratamiento de los animales Capitulo |

Se utilizaron animales prepuberes para evitar los cambios hormonales debidos al ciclo
estral. Para sincronizarlos, se inyecté gonadotrofina corionica equina (eCG, 25 Ul) de
forma subcutanea (sc). Luego de 48 horas, se inyectd gonadotrofina coridnica humana
(hCG, 10 UI) (sc) con € objetivo de obtener superovulacion y de este modo se forme un
mayor numero de cuerpos lUteos (CLs). Cuatro dias luego de la administracion de hCG,

los animales sufrieron eutanasia por inhalacion de CO..
1.1.aCultivodeCLs

Los ovarios fueron removidos y limpiados con medio de cultivo (DMEM:F12). Para €
aisamiento de los CLs se utilizaron los ovarios de cuatro ratas. Los CLs fueron
distribuyéndose a azar en una placa p24, hasta completar cinco CLs por pocillo. De esta

manera, cada pocillo representa unaréplica (n, con n = 4 por tratamiento).

Los CLs fueron cultivados en 350 pl de DMEM:F12 adicionado con 2,4 g/L de
bicarbonato de sodio, antibidtico/antimicotico y 0,5% BSA en una estufa a 37°C y 5%

de CO,, durante 1 0 4 horas en presencia de:
a) DM SO (0,05%), grupo control

b) Aminoglutetimida (AG), que es un inhibidor del citocromo P450scc y por lo tanto
interrumpe la produccion de progesterona, (0,15 mM, Sigma-Aldrich)

c) N-[N-(3,5-Difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina t-butil éster (DAPT), que es un
inhibidor de la enzima y-secretasa y por lo tanto bloquea a sistema Notch, (20 uM,
Sigma-Aldrich).
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d) progesterona (500 ng/ml, Sigma-Aldrich)
€) DAPT con progesterona

Luego del cultivo, un CL de cada pocillo fue fijado en Solucion de Bouin durante 12
horas para realizar técnicas histoldgicas, mientras que los CLs restantes se utilizaron
para extracto proteico. EI medio condicionado fue guardado a -80°C para medir la

concentracion de progesterona.

Debido a que la y-secretasa actlia sobre méas de un sustrato, alternativamente se utilizé
un anticuerpo neutralizante del ligando DII4 afin de inhibir a sistema Notch. Para ello
se cultivaron cinco CLs por pocillo con tres concentraciones diferentes de anticuerpo
(0,5; 2y 5 ug/ml) e IgG normal de cabra como control (5 pg/ml) durante 4 horas. Luego
se guardo el medio de cultivo a-80°C para medir la concentracién de progesterona.

1.2 Tratamiento delos animales Capitulo 11
1.2.a Administracion intrabursa de XAV 939

Los animales fueron inyectados de forma sc con eCG (25 Ul) y 48 horas luego con hCG
(10 UI). Ese dia, los animales se separaron en dos grupos y se los anestesié con
ketamina HCI (80 mg/Kg) y xilacina (4 mg/kg). Luego se realizd unaincision en la
zona dorsal y se exteriorizaron los ovarios. A un grupo se le administré bajo la bursa de
ambos ovarios XAV939 (Sigma-Aldrich), que es un inhibidor de la via de Wnt/(3-
catenina. XAV939 estabiliza a Axinal, que es la proteina limitante que regula la
eficiencia del complegjo destructor. Asi, B-catenina es fosforilada y enviada a
degradacion. Se ensayaron tresdosis: 1 ug (0,2 pug/ul), 5 pg (1 pg/pl) y 10 pg (2 pg/pl).
El grupo control recibio e vehiculo del inhibidor (DM SO) en una dosis equivaente ala
mayor concentracion de XAV939 (5 pl de una solucion de DMSO a 20%). 24 o 48
horas luego de la cirugia, 1os animales sufrieron eutanasia por decapitacion. Los ovarios
se limpiaron y fueron utilizados para los sucesivos ensayos. Uno de los ovarios se fijo
en solucion de Bouin durante 24 horas para realizar técnicas histologicas. El ovario
contralateral se utilizd paraaislar CLs para Western blot. La sangre fue recolectada para

medir la concentracién de progesterona sérica.
1.2.b Administracion intrabursa de | CG-001

Para validar los resultados observados con XAV 939, se utilizd un segundo inhibidor de
la via canénica de Wnt: ICG-001 (Calbiochem-EMD Millipore). Este inhibidor actia a
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través de un mecanismo distinto, ya que compite con [3-catenina por la union a TCF/Lef
y por lo tanto inhibe la transcripcion mediada por este complgjo. El protocolo de
estimulacion hormonal y cirugia fue idéntico a de XAV 939. En este caso, se ensayaron
dos dosis: 5 pg (1 pg/pl) y 10 pg (2 pg/ul), y @ grupo control recibio e vehiculo del
inhibidor (DM SO) en una dosis equivalente ala mayor concentracion de ICG-001 (5 ul
de DMSO a 20%). 48 horas luego de la cirugia, los animales sufrieron eutanasia por
inhalacion de CO,. Uno de los ovarios se fijé en solucion de Bouin durante 24 horas y
se utilizd para técnicas histol6gicas, mientras que el contralateral se utilizo para aislar
CLs paraWestern blot.

1.3 Tratamiento delos animales Capitulo |11

Los animales fueron inyectados de forma sc con eCG (25 Ul) y 48 horas después con
hCG (10 Ul). Luego de dos dias, los animales sufrieron eutanasia por inhalacion de
CO..

1.3.aCultivodeCLs

Los ovarios fueron removidos y limpiados con medio de cultivo (DMEM:F12). Para €l
aisamiento de los CLs se utilizaron los ovarios de tres ratas. Los CLs fueron
distribuyéndose a azar en una placa p24, hasta completar cuatro CLs por pocillo. De

esta manera, cada pocillo representa unaréplica (n, con n = 4 por tratamiento).

Los CLs fueron cultivados en 350 pl de DMEM:F12 adicionado con 2,4 g/L de
bicarbonato de sodio, antibidtico/antimicotico y 0,5% BSA en una estufa a 37°C y 5%

de CO,, durante 6, 12 o0 18 horas en presenciade:
a) DM SO (0,05%), grupo control

b) ICG-001 (20 uM)

c) ICG-001 (50 uM)

Luego del cultivo, cuatro CLs de cada tratamiento se utilizaron para extracto proteico,
mientras gque los otros cuatro CLs se guardaron a -80°C en solucion Tripure Isolation
Reagent (Roche) para extraer ARN. El medio condicionado fue guardado a -80°C para

medir la concentracion de progesterona.
2. Protocolos de las técnicas realizadas

2.1 Morfologia ovarica
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Para el recuento de las estructuras ovaricas, se realizaron cortes histol6gicos y se tifieron
con hematoxilina-eosina (H&E). Secciones de 5 pm de espesor fueron montadas en
portaobjetos a intervalos de 50 um para evitar contar la misma estructura dos veces, de
acuerdo al método descripto por Woodruff y col. [227]. Las estructuras se clasificaron
en foliculos primarios (formados por una capa de células de la granulosa cubicas),
foliculos pre antrales o foliculos antrales de acuerdo a la ausencia 0 presencia de antro,
respectivamente, y cuerpo |Uteo. Las caracteristicas morfol 6gicas de un foliculo atrésico
incluyen la degeneracion y e desprendimiento de las células de la granulosa de la
membrana basal, presencia de nucleos picnéticos en estas células y degeneracion del
ovocito [228, 229]. Se define como quiste a aguellas estructuras de gran tamafio, con el
antro conteniendo al ovocito, rodeado por una delgada capa de células de la granulosa 'y
células luteales. Se evalud e porcentgje de cada estadio folicular por seccion de ovario.
El porcentaje de las diferentes estructuras ovéricas se determind en cuatro secciones de
cada ovario (n=4 ovarios/grupo) y el nimero total de estructuras ovéricas analizadas fue
definido como e 100%.

2.2 Radioinmunoensayo (RIA)

La concentracion de progesterona en suero y en medios condicionados se determind
mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA). Se utilizaron anticuerpos policlonales
en una dilucion adecuada para ligar € 36% del correspondiente *H-esteroide utilizado
como trazador. En e procedimiento se incubd una alicuota de la muestra a determinar
(suero o medio condicionado), una cantidad de trazador correspondiente a 10.000 cpm y
un volumen determinado de anticuerpo durante 16 horas a 4°C. Findizada la
incubacion, se separd la hormona libre de la unida a anticuerpo con 0,2 ml de una
solucion de carbon activado 0,5%, en e buffer de ensayo (Buffer RIA: NapaHPO, 40
mM; NaH,PO,4 39,5 mM; NaCl 155 mM; azida sodica 0,1%; gelatina 1%; pH= 7,0) y
posterior centrifugacion durante 15 minutos a 3000 rpm. Los sobrenadantes fueron
transferidos a viales de conteo en los cuales se agregd 2 ml de solucién centellante. La
radiactividad se determind en un contador de centelleo liquido Beckman LS 1801, con

unaeficienciadel 62%.

El rango de utilidad del ensayo para la progesterona fue de 12,5 a 1600 pg en un
volumen final de 0,5 ml. Los valores se expresaron por ml de suero o por ml de medio
condicionado.

60



Materiales y métodos

2.3 Técnica deinmunohistoquimica (IHQ) e histoquimica

La localizacion IHQ se redlizo utilizando la técnica de estraptavidina — biotina —
peroxidasa. Los cortes histologicos se desparafinaron en xileno e hidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%). Se bloqued la peroxidasa
enddgena en 3% de H,O, por 30 minutos. Los cortes se lavaron en buffer PBS (NaCl
0,58 M, NaHPO, anhidro 41,56 mM, KH,PO, 15,8 mM pH 7,5). Se rediz6 una
exposicion antigénica sometiendo las muestras a microondas en buffer citrato 0,01 M
(pH 6) dos veces durante cinco minutos a 600 Watt de potencia. En todos los casos se
bloquearon las proteinas con 2% de BSA por 20 minutos e incubd con € anticuerpo
primario correspondiente (Tabla 2) o con lectina biotinilada proveniente de Bandeiraea
simplicifolia-1 (# catdogo: L3759; Sigma-Aldrich) durante toda la noche a 4°C en
camara humeda. Al dia siguiente se lavd con PBS e incub6 con € correspondiente
anticuerpo secundario anti conejo o raton 1/400 en PBS durante una hora en camara
himeda a temperatura ambiente, excepto en € caso de la lectina. Se lavd con PBS, se
agregd e complgo ABC: avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain ABC system,
Vector Laboratories, Burlingame, CA) y se incub0 durante 30 minutos en camara
humeda a temperatura ambiente. Se lavé con PBS y revelé con DAB (3",3-diamino
bencidina) 0,5 mg/ml. Se detuvo la reaccion con agua y se reaizé un contraste con
hematoxilina. Por Ultimo, se deshidrataron los cortes sumergiéndolos en una serie de
concentraciones ascendentes de etanol (70%, 96% y 100%), se aclaro con xileno, y se

montaron |os cortes con medio de montaje permanente.
2.4 Técnica de doble mar cacién IHQ/inmunofluor escencia (1 F)

Durante € primer dia, l0s cortes histol 6gicos se desparafinaron en xileno, hidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96% y 70%) y se lavaron con agua
destilada. Se realizG6 una exposicion antigénica sometiendo las muestras a un bafio
térmico a 95°C en buffer citrato 0,01 M (pH 6) durante 50 minutos. Los cortes se
lavaron en buffer PBS y se blogued |a peroxidasa endégena con H,O, 10% por 30
minutos. Luego de lavar los cortes en buffer PBS, se bloquearon las proteinas con
buffer de bloqueo para IF (5% suero fetal bovino, 0,3% Triton X-100 en PBS) durante
60 minutos. Se incubG con e anticuerpo primario PCNA (Tabla 2) en una dilucion
1/200 en PBS durante toda la noche a 4°C en camara himeda. En e segundo dia, se
lavaron los cortes con buffer PBS y se incubaron a 4°C, en cdmara himeda y oscura,

durante toda la noche con lectina fluoresceinada en una dilucién 1/200 (Fluorescein
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Lycopersicon esculentun, Vector FL-1171) diluida en buffer de incubacion (1% BSA,
0,3% Triton X-100 en PBS). Durante € tercer dia, se lavaron los cortes con buffer PBS
e incubaron con anticuerpo secundario anti congjo (Tabla 2) 1/400 en PBS durante una
hora en camara himeda y oscura a temperatura ambiente. Se lavo con PBS, se agrego €l
complggo ABC: avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain ABC system, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) y se incubd durante 30 minutos en cdmara humeda y
oscura a temperatura ambiente. Se lavd con PBS y revel6 con DAB (3°,3-diamino
bencidina) 0,5 mg/ml. Se detuvo la reaccion con agua y los cortes se dejaron secar en
oscuridad. Por ultimo, se montaron los cortes con medio de montaje para fluorescencia

(Vectashield, Vector Laboratories) y se guardaron en oscuridad a 4°C.
2.5 Extraccién de ARN

Para la extraccion de ARN total, los CLs aislados se ubicaron en tubos eppendorf y se
disgregaron mecanicamente en 800 pl de Tripure Isolation Reagent. EI homogenato se
centrifugd a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C. Se descartd la fase lipidica (fase
superior) y se trasvasd e sobrenadante restante a un tubo eppendorf nuevo. Se
agregaron 160 pl de cloroformo, se homogeneizé durante 15 segundos y se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12000 xg durante 15
minutos a 4°C y se transfirio la fase acuosa (fase superior) a un nuevo tubo eppendorf.
Se agregaron 400 pl de isopropanol, se mezcld por inversion e incub6 durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C y
se descart0 el sobrenadante. El pellet obtenido se corresponde con € ARN, que se lavo
con 0,8 ml de etanol 75% frio. Se homogeneiz6 y centrifugé a 7500 xg durante 5
minutos a 4°C. Se descarté € sobrenadante y € pellet de ARN se secO durante 15
minutos a temperatura ambiente. El pellet seco se disolvid en 10 pl de agua libre de
ARNasas (agua DEPC) y se incub6 durante 10 minutos a 60°C. Por ultimo, se midio la
concentracion de ARN de cada muestra utilizando un Nanodrop y se corrobord su
integridad mediante una electroforesis en gel de agarosa. Las muestras se guardaron en

un freezer a-80°C.
2.6 Transcripcion reversay PCR en tiempo real

Para sintetizar ADNc a partir del ARN total se utilizo el kit “Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis Kit” (Roche). A 1 ug de ARN total de cada muestra se le agregaron

hexdmeros random como primers y se incubdé a 65°C durante 10 minutos. A

continuacion se agregd a cada muestra la mezcla de reaccion (buffer, inhibidor de
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ARNasas, dNTPs y retrotranscriptasa) y se incubd a 55°C durante 30 minutos. Pasado
ese tiempo, se incub6 a 85°C durante 5 minutos. EI ADNc obtenido se guardd en el
freezer a-20°C.

Parala PCR en tiempo real se utilizo el kit “FastStart Universal SYBR Green” (Roche).
Los primers para los genes estudiados fueron comprados a Thermofisher (Tabla 3). Las
amplificaciones se realizaron en un volumen final de 10 pl conteniendo: una dilucion
1/20 de ADNCc de cada muestra, la mezcla de primers (concentracion final 300 nM) y la
mezcla de reaccion (conteniendo Tag ADN Polimerasa, buffer de reaccion, dNTPs,
SYBR Green). La PCR se realiz6 en un termociclador 7500 Fast Real Time PCR
System, en una placa p96 sellada. El programa utilizado para todos los primers fue: 10
minutos a 95°C (un ciclo), seguido por 40 ciclos de: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a
55°C y 1 minuto a 60°C. Al finalizar cada programa se realiz6 una curva de melting para
confirmar la especificidad de la sefid observada. Para setear la eficiencia de
amplificacion de los primer, se corrié una curva standard para cada primers con
diluciones seriadas de ADNc. La expresion de los genes estudiados se relativizo al
promedio de la expresion de dos genes endogenos (“housekeeping™): ciclofilina y

gapdh.
2.7 Extraccién y medicion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales, los CLs aislados se homogenizaron en 300 pl de
buffer de lisis (Nonidet P (NP-40) 1%, Tris 20 mM pH 8, NaCl 137 mM vy glicerol
10%) suplementado con inhibidores de proteasas (fenilmetilsulfonil fluoruro [PMSF]
0,5 mM; N-CBZ-L-fenilalanina clorometil cetona 0,025 mM; N-p-tosil-lisina clorometil
cetona 0,025 mM, y L-1-tosilamida-2-fenil-etilclorometil cetona 0,025 mM) e
inhibidores de fosfatasas (fluoruro de sodio 25 mM, ortovanadato de sodio 0,2 mM, y -
glicerofosfato 10 mM) utilizando un Ultra-Turrax homogenizer (IKA-Werke GmbH &
Co.). El lisado se centrifugd a 13.540 xg durante 10 minutos a 4° C. La medicién de
proteinas se realizo en e sobrenadante por e método de Bradford.

Para extraer las proteinas del nucleo, los CLs se homogeneizaron en buffer TEDGS

10% (Tris, pH 7,4, 50 mM; EDTA 7,5 mM; ditiotreitol 0,5 mM; glicerol 10%; sacarosa

0,25 M; PMSF 10 pl/ml e inhibidores de protesas 10 pl/ml) y se incubaron en hielo

durante 30 minutos. Luego se centrifugd el homogenato a 1.024 xg durante 10 minutos

a 4°C. Se resuspendio € pellet en buffer de lavado (TEDGS 10% + Nonidet P-40

0,01%) y se repitio la centrifugacion. Se resuspendio € pellet en buffer de ndcleos
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(TEDGS 10% + KCI 0,4M), se homogeneizo por 20 segundos e incubo en hielo durante
30 minutos. Este homogenato se centrifugd a 13.540 xg durante 20 minutos a 4°C. Se
rescatd e sobrenadante y se diluyé al medio en buffer TEDGS 30% (Tris pH 7,4 50
mM; EDTA 7,5 mM; ditiotreitol 0,5 mM; glicerol 30%; sacarosa 0,25 M; PMSF 10
ul/ml e inhibidores de protesas 10 pl/ml). La medicion de proteinas se realizd en esta
dilucion por € método de Bradford.

2.8 Western blot

Para la determinacion de los niveles proteicos, se sembraron 20 ug de proteinas en un
gel de poliacrilamida (10% o 12%) con SDS (SDS page). Las muestras proteicas fueron
previamente hervidas durante 5 minutos en buffer de carga (SDS 6%, -mercaptoetanol
15%, glicerol 60%, azul de bromofenol 0,006%, Tris-base 0,18M, pH=6,8). Las
proteinas fueron separadas por electroforesis a 25 mA durante 1,5 horas y luego fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa durante 2 horas a 80 V en buffer de
transferencia (Tris-base 0,025M (pH=8,3), glicina 0,192 M y metanol 20%). Los sitios
de unién remanentes sobre las membranas fueron bloqueados con una solucion de TBS
y detergente Tween (TTNBS 0,05%) y leche descremada en una concentracion de 0,05
o/ml durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego las membranas fueron incubadas
con los correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 2) en TTNBS 0,1% durante toda
la noche a 4°C. Después de sucesivos lavados con TTNBS 0,1%, |as membranas fueron
incubadas con sus correspondientes anticuerpos secundarios acoplados a la enzima
peroxidasa (IgG anti conegjo acoplado a peroxidasa 1:1000 o 1gG anti raton acoplado a
peroxidasa 1:1000, diluidos en TTNBS 0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, se detecto la marca por quimioluminiscencia y autorradiografia utilizando
una pelicula radiografica. El contenido proteico se analizé en las distintas muestras
mediante una densitometria de las bandas obtenidas para la proteina de interés
utilizando el programa Scion Corporation. La densidad de cada banda fue normalizada
respecto a la densidad obtenida para la proteina B-ACTINA o GAPDH en la misma

muestra.
2.9 Andlisis estadistico

L os resultados fueron expresados como la media + error estandar de la media (ESM) de
los valores obtenidos en € total de los experimentos realizados. Para € andlisis
estadistico de todos los datos se utilizé € programa de estadistica GraphPad Prism v5.0.
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Vaores de probabilidad menores que 0,05 fueron considerados significativos. Previo a
andlisis estadistico, se corrobor6 que las muestras se gjustaban a una distribucién

normal.

Para el andlisis de los datos del capitulo |, se utilizaron cuatro ratas y se cultivaron cinco
CLs por pocillo. Cada pool de CLs de un mismo pocillo fue considerado un dato. Los
resultados obtenidos fueron de cinco experimentos independientes. Las comparaciones
estadisticas entre los grupos se realizaron utilizando € Andlisis de Varianza (ANOVA),

seguido por € test de Tukey o Newman-Keuls.

Para €l andlisis de los datos del capitulo 11, cada animal fue considerado como un dato.
L os resultados obtenidos fueron de tres experimentos independientes, y en cada uno se
utilizaron cuatro ratas por grupo. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se

realizaron utilizando €l test t de Student para muestras independientes no paramétricas.

Para el andlisis de los datos del capitulo I11, se utilizaron tres ratas y se cultivaron cuatro
CLs por pocillo. Cada pool de CLs de un mismo pocillo fue considerado un dato. Las
comparaciones estadisticas entre los grupos se realizaron utilizando € test t de Student

para muestras i ndependientes no paramétricas.
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Proteina Empresa, # catalogo Especie Dilucion
B-CATENINA m?(;rtggé c;t;;:rzr;cz)l Ié)7g)y Inc.(Santa Cruz, CA, Ratén 1:1000
BAX Sasn;a)l(;rlgi sla (;technol ogy, Inc.(Santa Cruz, CA, Congo 1:750
BCL X Sa&?.gg-gg&hml ogy, Inc.(Santa Cruz, CA, Congo 1:200
PCNA Sﬁ?g‘;%‘gﬁm‘)gﬁ) Inc.(SantaCruz, CA, - e 1:200
36-HSD LSJaSrf:)\(;rL;Igg cg;grzr;dl%g)]y Inc.(Santa Cruz, CA, Cabra 1:200
SAR Sa&a;'cgl;giscggghnol ogy, Inc.(Santa Cruz, CA, Congio 1:200
AKT fosforilado Sasngi“i_%cggfg”o' ogy, Inc.(SantaCruz, CA, oo 1:1000
ERK Sasn;a)l.(;rl;_?gechnol ogy, Inc.(Santa Cruz, CA, Congo 1:2000
ng}ér Iado Sasrf)\czg% %tgchnol ogy, Inc.(Santa Cruz, CA, Ratén 1:1000
B-ACTINA Cell Signaling (Danvers, MA, USA). #4967 Congjo 1:10000
GAPDH Cell Signaling (Danvers, MA, USA). # 2118 Congjo 1:10000
AKT Cell Signaling (Danvers, MA, USA). # 9272 Congjo 1:8000
Hesl Cell Signaling (Danvers, MA, U.SA).. # D6P2_U Congjo 1:50
P450scc gtreﬁtérr,ll tszt;%y(;i gtAan fSrSCL University Medical Conejo 1:200
VEGF * Qicsi‘g{;amb” e D). Conejo 1:1000
a-ACTINA Qgck?‘lgﬁ?mb”dge’ USA). Raton 1:100
CidinaD1 :iﬁgﬁ%‘”m e D). Congjo 1:50
8?\/523? 3 | S-é:o;zagch <.ad| ca (Conf:ord. Cdlifornia, USA). Congio 1:100
:_?spantf—con,ej 0 3 ﬁﬂ%ﬂdn ch (St.. Louis, MO,USA). Cabra 1:1000
:_ti:]gpantf—raton Eﬁ 2 FSg(%em's (anneapohs, USA). Cabra 11000
:_?gpant?-cabr-a 2;3;% éfal ifornia, USA). | Congo 1:1000
L?Stiiﬂg;j?nej 0 \éﬁﬁ?‘séinqugf L?ySsAt\em, Vector Laboratories, Cabra 1:400

* Reconoce lasisoformas 164 y 120 de VEGF

Tabla 3. Secuenciade los primers utilizados para PCR en tiempo real.

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido
hif-1a 5 -TTGAAGATGTCCCGTTGTA 5’ AGTTTCAGAGGCAGGTAATG
vegf-a 5 GAAGAAGAGGCCTGGTAAG 5" AAGGTCCTCCTGAGCTATAC
ciclinadl 5'- TGGGTCGAGAAGAGAAAG 5-ACGGTCCCTACTTCCAAA
star 5-ACTGGAAGCAACACTCTAC 5-CTTTCCTTCTTCCAGCCTTC
dii4 5-ATTACCAGGCAACCTTCTC 5'CGCTATTCTTGTCCCTGATG
jaggedl 5-AGAACCACAGCAACTATCA 5"GCAACTGCTGACATCAAATC
notchl 5 -TGTGGATGAGGAAGACAAG 5- TTCTGGCAGGGATTAGGT
notch4 5- AATGAGTGTGCCTCTAACC 5"CATCTGGCACCAGTGAATC
hesl 5-AGGCCACTGCTAATCATAA 5'GTCTCTCCTAAAGTCCAAGTC
rbpjk 5-GTTTGTCTTTCTGGCTATCT 5-TGTTCGGAGTGGCATTTAC
gapdh 5 -CATCAACGACCCTTCATT 5'ACTCCACGACATACTCAGCAC
ciclofilina 5-GCGTCTCCTTCGAGCTCTT 5-AAGTCACCACCCTGGCAC
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CAPITULO I: Participacion del sistema Notch en lafuncionalidad del CL.

I nteraccién con progesterona

En un trabgo previo de nuestro laboratorio se observo que a cultivar cuerpos |Uteos
(CLs) de prefiez durante 4 horas en presencia de aminoglutetimida (AG, inhibidor del
citocromo P450scc) hay una disminucion significativa del contenido del fragmento
activo de Notchl. Ademas el cultivo en presencia de DAPT (inhibidor de la y-secretasa)
disminuyd la concentracion de progesterona en el medio condicionado. Estos resultados
fueron la primera evidencia que sugirid una interaccion entre las vias de Notch y
progesterona en CL [166].

Debido a la poca cantidad de CLs que se obtienen durante la prefiez, y su implicancia
sobre el nimero de animales a utilizar, 1os experimentos que comprenden esta tesis se
realizaron utilizando CLs de ratas superovuladas. De esta forma se obtuvo una mayor

cantidad de tejido utilizando un menor nimero de animales.

1. Efecto de la inhibicidn in vitro del sistema Notch sobre la funcionalidad del CL

deratas superovuladas

En base a los antecedentes mencionados, se aislaron CLs de ovario de ratas
superovuladas con gonadotrofinas y se cultivaron durante una o 4 horas en presencia de
DAPT (20 uM), AG (0,15 mM), progesterona (500 ng/ml) y de DAPT con
progesterona. La funcion luteal se estudid midiendo progesterona en e medio
condicionado por RIA. Utilizando este moddo, la concentracion de progesterona
disminuy6 significativamente al cultivar con AG durante una hora, mientras que en €
cultivo con DAPT no produjo cambios (Figura 12A). Luego de 4 horas, la
concentracion de progesterona disminuy6 significativamente a cultivar con ambos
inhibidores (Figura 12B).

Debido a que la enzima y-secretasa actlia sobre varios sustratos, alternativamente se
inhibi6 a sistema Notch utilizando como estrategia un anticuerpo neutralizante de Dll4,
gue es € ligando con accion luteotrofica descripta [164, 168, 230]. En estas condiciones
también se observd una disminucion significativa de la produccion de progesterona
(Figura 12C).
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Figura 12. Concentracion de progesterona en medio condicionado. (A) Progesterona
en medio de cultivo de CLs cultivados durante una hora con AG o DAPT (a vs b,
p<0,01). (B) Progesterona en medio de cultivo de CLs cultivados durante 4 horas con
AG o DAPT (avs b y c, p<0,001). (C) Progesterona en medio de cultivo de CLs
cultivados durante 4 horas con distintas concentraciones de anticuerpo contra DIl4 (avs
b, p<0,01). Los valores se expresan como la media+ ESM de progesterona en el medio
de cultivo (n = 4).

Para andlizar s las proteinas de la via de sintesis de progesterona son reguladas por €l
sistema Notch, se evalud e contenido de StAR, P450scc y 33-HSD luego del cultivo
con DAPT y/o progesterona durante 4 horas. Si bien e cultivo con DAPT no modifico
el contenido de StAR (Figura 13A), se observdé un aumento significativo de esta
proteina en presencia de progesterona, efecto que fue revertido a cultivar en presencia
de DAPT + P (Figura 13A). El cultivo con DAPT produjo una disminucion significativa
del contenido de P450scc. La incubacion en conjunto con progesterona revirtié €
contenido de esta enzima a niveles mas altos que € control (Figura 13B). Por otro lado,

no se observaron diferencias significativas para la enzima 33-HSD (Figura 13C). Estas
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medi ciones también se realizaron luego de una hora de cultivo, y consistentemente con
el resultado observado para DAPT sobre la produccién de progesterona, no se

observaron cambios significativos para ninguna de las tres enzimas.
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Figura 13. Niveles luteales de enzimas esteroidogénicas. (A) Contenido de StAR en
CLs cultivados 4 horas (avs b, p<0,01). (B) Contenido de P450scc en CLs cultivados 4
horas (a vs b y ¢, p<0,05; b vs ¢, p<0,001). (C) Contenido de 33-HSD en CLs
cultivados 4 horas. Los valores se expresan como unidades arbitrarias + ESM

normalizado a B-ACTINA o GAPDH (n = 4). Los grupos con distintas letras sobre las
barras de error (a, b, c) representan diferencias significativas.
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2. Efecto delainhibicion in vitro del sistema Notch sobre parametr os apoptoéticos

A continuacion se analizé la participacion de Notch y de progesterona en la regulacion
de la supervivencia del CL. En primer lugar se estudié la marcacion para Caspasa-3
(CASP3) clivada en cortes de CL mediante IHQ. En la figura 14A se muestra la
cuantificacion de la marca observada por IHQ. El cultivo con DAPT produjo un
aumento significativo de la marca para CASP3 activa respecto al control. La presencia
de progesterona en e medio de cultivo no solo revirtio e aumento en la marca
observada con DAPT, sino que también disminuy6 de manera significativa la marca de
CASP3 activa respecto a control. Este resultado es coherente con la accion
antiapoptética que fue descripta para la progesterona sobre las células del CL de
roedores [82]. En lafigura 14B se muestran fotos representativas de lalHQ.
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Figura 14. Inmunohistoquimica para CASP3 activa. (A) Cuantificacion del
porcentgje de nucleos marcados para CASP3 activa. Los grupos con distintas letras
sobre las barras de error (a, b, ¢) representan diferencias significativas (p<0,05; n=4).
(B) Los paneles muestran fotos representativas de la marca para CASP3 activa en el
grupo control (a), DAPT (b), DAPT+P (c) y progesterona (d). El recuadro muestra €
control negativo. Las flechas indican marca nuclear para CAPS3 activa. Barra= 20 um.

En base a estos resultados se estudio € contenido luteal de la proteina proapoptotica
BAX y de la antiapoptotica BCLX, . El cultivo con DAPT y/o con progesterona no
modificaron el contenido de BAX (Figura15A). DAPT disminuy6 significativamente el

contenido de BCL X en comparacion con € grupo control. El agregado de progesterona
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a los CLs cultivados con DAPT revirtio los valores de BCLX, a niveles del control,
mientras que la progesterona sola no modificd el contenido de esta proteina (Figura
15B). La relacion pro-apoptotica BAX/BCLX . aumento significativamente en los CLs
tratados con DAPT en comparacion con el grupo control (Figura 15C). La progesterona
solano modifico larelacion BAX/BCL X, sin embargo fue capaz de revertir el aumento

en larelacion de estas proteinas ocasionado por DAPT (Figura 15C).
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Figura 15. Efecto de la incubacién con DAPT, DAPT+P y P sobre e contenido de
BAX y BCLX,. (A) Cuantificacion del contenido de BAX. La densidad Optica se
expresa como unidades arbitrarias + ESM normalizado a B-ACTINA (n=4). (B)
Cuantificacion del contenido de BCLX .. La densidad Optica se expresa como unidades
arbitrarias £ ESM normalizado a B-ACTINA (n=4). (C) Relacion BAX/BCL X paralos
distintos grupos. Los grupos con distintas letras sobre las barras de error (a, b)
representan diferencias significativas (p<0,05).

3. Efecto de la inhibicion in vitro del sistema Notch sobre la proliferacion de las
célulasdel CL

Paraanalizar si € sistema Notch y la progesteronaregulan la proliferacion de las células
del CL, se midi6 por Western blot los niveles de PCNA, que es un marcador de
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proliferacion celular. El cultivo con DAPT no modifico el contenido de PCNA respecto
del control. Sin embargo, € cultivo con progesterona generé un aumento significativo
de PCNA, efecto que fue revertido con la combinacién de DAPT + P. Este resultado
sugiere que DAPT estaria inhibiendo la proliferacion estimulada por progesterona
(Figura 16). Estos resultados apoyan e rol autdcrino de la progesterona sobre la

proliferacion delas célulasdel CL.
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Figura 16. Efecto de la incubacion con DAPT, DAPT+P y P sobre € contenido de
PCNA. Contenido de PCNA medido por Western blot en extractos de CL luego de
cultivarlos durante 4 horas en presencia de DAPT, progesterona o DAPT+P. La
densidad Optica se expresa como unidades arbitrarias + ESM normalizado a f-
ACTINA. Los grupos con distintas letras sobre las barras de error (a, b, ¢) representan
diferencias significativas (p < 0,05; n=4).

4. Participacion delasviasde AKT y ERK en la supervivenciay proliferaciéon de
las célulasdel CL

A continuacion se estudio la participacion de las vias de AKT y ERK y su relacion con
el rol que cumple Notch en laregulacion de la supervivencia del CL. Para determinar si
Notch esta involucrado en la activacion de lavia de AKT, se midi6é por Western blot la
forma fosforilada de esta proteina (p-AKT) en extractos de CLs cultivados durante una
hora. En estas condiciones, DAPT disminuy6 significativamente la fosforilacion de
AKT. El cultivo de DAPT + P restituy6 los niveles de p-AKT a vaores del control,

mientras que no se observé ningln efecto a cultivar solo con progesterona (Figura
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17A). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la fosforilacion de

ERK entre |os grupos analizados (Figura 17B).
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Figura 17. Participacién de las vias de AKT y ERK en la supervivencia y
proliferacion de las células del CL. Efecto de la incubacion con DAPT, DAPT+P y
progesterona por una hora sobre la fosforilaciéon de (A) AKT y (B) ERK. La densidad
optica se expresa como unidades arbitrarias + ESM. Los grupos con distintas letras
sobre las barras de error (a, b) representan diferencias significativas (p<0,05; n = 4).

5. Efecto de la inhibiciéon in vitro del sistema Notch sobre e contenido de (-
catenina

B-catenina es €l principal mediador de la via canonica de Wnt. Se estudié si los niveles
de esta proteina estan regulados por € sistema Notch y por la progesterona. El
contenido de [B-catenina disminuyd significativamente luego de la incubacion con
DAPT por 4 horas. Progesterona aumento significativamente el contenido de -catenina
respecto a control. Al cultivar simultaneamente con DAPT y progesterona, la
progesterona fue capaz de revertir el efecto de DAPT sobre el contenido de B-catenina
(Figura 18). Este resultado muestra que [-catenina esta siendo regulada por €l sistema
Notch y por progesterona.
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Figura 18. Efecto de la incubacion con DAPT, DAPT+P y P sobre e contenido de
B-catenina. Contenido luteal de [-catenina luego de 4 horas de cultivo. La densidad
Optica se expresa como unidades arbitrarias + ESM normalizado a B-ACTINA. Los
grupos con distintas letras sobre las barras de error (a, b, C) representan diferencias
significativas (p<0,05; n = 4).

Los resultados de este capitulo son la primera evidencia de que la funcion del CL esta
regulada por las vias de Notch y progesterona. También sugieren que existiria una

interaccion de dichas vias con € sistema Wnt/[-cateninaen CL de ratas superovul adas.
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CAPITULO I1: Participacion del sistema Wnt/B-catenina en € desarrolloy
lafuncionalidad del CL

1. Efecto de la administracion in vivo de XAV 939 sobre € contenido luteal de b-

catenina

En primer lugar se evalud la funcionalidad del XAV939 en e sistema experimental.
Para ello se midié el contenido de -catenina en extractos de proteinas de CL mediante
latécnica de Western blot. No se observaron cambios significativos 48 horas luego de la
administracion de 1 pg de XAV939 (control: 0,28+0,008; XAV939: 0,28+0,08. n=4;
p=0,93). En cambio, se observé una disminucion significativa en € contenido luteal de
[-catenina en los animales tratados con 5 pg (control: 0,87+0,01, XAV 939: 0,63+0,06.
p<0,05; n=4) y 10 ug de XAV939 (control: 0,87+0,01; XAV939: 0,72+0,01. p<0,01;
n=4) 48 horas luego de su administracién (Figura 19). Debido a que lasdosisde 5 ug y
10 pg produjeron e mismo cambio en los niveles de B-catenina, se eligié la dosis de 5

Hg paralos siguientes experimentos.
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Figura 19. Efecto de XAV 939 sobre € contenido de b-catenina. Contenido lutea de
[-catenina 48 horas luego de la administracion de 5 pg de XAV 939. La densidad dptica
se expresa como unidades arbitrarias £ ESM normalizado a B-ACTINA (*, p<0,05;
n=4).

Para evaluar € contenido de B-catenina nuclear, que es la responsable de la regulacion
transcripcional, se midieron sus niveles en la fraccion de proteinas nucleares. El
contenido de -catenina nuclear también disminuy6 48 horas luego de la administracion
de 5 pg de XAV939 (control: 1,7+0,04; XAV 939: 1,4+0,05; p<0,01; n=4) (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de XAV 939 sobre e contenido de b-catenina nuclear. Contenido
de B-catenina nuclear 48 horas luego de la administracion de 5 pg de XAV939. La
densidad dptica se expresa como unidades arbitrarias £+ ESM normalizado a -ACTINA
(*, p<0,01; n=4).

2. Efecto de la inhibicién in vivo de Wnt/b-catenina sobre el desarrollo folicular y

formaciéon de CL

Para evaluar el efecto de XAV 939 sobre e desarrollo folicular, se tifieron cortes de
ovario con H&E y se cuantificO € porcentge de cada estructura ovarica en ambos
grupos experimentales. No se observaron cambios en e porcentgje de foliculos
primarios, preantrales, antrales o atrésicos 48 horas luego de la administracion del
inhibidor respecto a grupo control (Tabla 4). Sin embargo, se observo una disminucion
significativa en el porcentge de CL, que fue acompafiada con un aumento significativo

del porcentgje de estructuras quisticas en €l grupo tratado con € inhibidor (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de XAV 939 sobre e desarrollo folicular y luteal. La tabla muestra la
cuantificacion del porcentagje de cada estructura ovérica en los ovarios control y en los
tratados con XAV 939.

Promedio = ESM (%)

Estructura Control (n=4) XAV939 (n=4) p
Foliculos Primarios 49+12 6,3+12 ns
Folicul os Preantrales 6,3+0,9 105+ 24 ns
Foliculos Antrales 345+38 323+5,6 ns
Foliculos Atrésicos 96+29 10,1+£238 ns
CLs 458+50 30,9+4,0 p<0,05
Quistes 1,0+£0,8 87+10 p<0,001

(ns: no significativo).
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Estos quistes son grandes estructuras formadas por un antro rodeado de unafina capa de
céulas de la granulosa y luteales, adentro del cua se encuentra € ovocito. No se
observa ruptura de la pared folicular. En la figura 21 se muestran fotos representativas

de un ovario control y de uno tratado con XAV 939.

Figura 21. Fotos representativas de un ovario control y de uno tratado con
XAV939. Las barras representan 200 pm. FA: foliculo antral, CL: cuerpo |(teo.
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3. Efecto dela administracion in vivo de | CG-001 sobrela formacion de CL

Para corroborar € resultado observado con XAV939, se inhibié la via de Wnt/B-
catenina utilizando ICG-001, cuyo mecanismo de accidn es distinto del de XAV 939.
Esta molécula compite con [-catenina por la unién a TCF/Lef, y por lo tanto inhibe la
transcripcion mediada por este complejo. Asi, se espera observar una disminucion de la

expresion de genes target, como ciclina d1.

En primer lugar se evalud la funcionalidad de ICG-001 48 horas luego de administrar 5
Hg bao la bursa de ambos ovarios. Para ello se midi6é € contenido de Ciclina D1 en
extractos de proteinas de CL, donde se observo una disminucion significativa en €l
grupo tratado con € inhibidor (control: 0,79+£0,05; ICG-001: 0,65+0,01. p<0,05; n=4)
(Figura 22). A continuacién se evaluo e efecto de ICG-001 sobre la formacion de CL.
En concordancia con el fenotipo observado con XAV 939, la administracion de ICG-001
produjo una disminucion del porcentaje de CL (control: 43,5t4,5%; [CG-001:
25,9+1,5%. p<0,05; n=4), efecto que fue acompafiado por la aparicion de quistes
(control: 0%; ICG-001: 1,22+0,33%). En la figura 23 se muestran fotos representativas

de un ovario control y de uno tratado con ICG-001.
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Figura 22. Efecto de | CG-001 sobre el contenido de Ciclina D1. Contenido luteal de
CiclinaD1 48 horas luego de la administracion de 5 g de ICG-001. La densidad Optica
se expresa como unidades arbitrarias + ESM normalizado a B-ACTINA (* p<0,05;
n=4).
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Figura 23. Fotos representativas de un ovario control y de uno tratado con 1CG-
001. Las barras representan 200 um. FA: foliculo antral, CL: cuerpo |Gteo.

4. Efecto delainhibicion in vivo de Wnt/b-catenina sobre la ester oidogénesis luteal

Como la funcién principal del CL es producir y secretar progesterona, se midié la
concentracion de progesterona sérica 48 horas luego de la administracion de XAV 939.
Se observé una disminucion significativa en € grupo tratado con e inhibidor respecto
del control (Figura 24A).
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Para determinar si alguna de las proteinas involucradas en la sintesis de progesterona
esta regulada por la via Wnt/B-catenina, se midié € contenido luteal de StAR, P450scc
y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD). Se observé una disminucion
significativa en e contenido de StAR en e grupo tratado con XAV939 respecto a
control (Figura 24B). No se observaron cambios en e contenido de P450scc (Figura
24C) ni 33-HSD (Figura 24D).
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Figura 24. Efecto de XAV939 sobre la produccion de progesterona y sobre €
contenido luteal de proteinas esteroidogénicas. (A) Niveles de progesterona sérica 48
horas luego de la administracion de XAV939 medidos por RIA (*, p<0,05; n=4).
Contenido luteal de laproteina (B) StAR, (C) P450scc y (D) 33-HSD 48 horas luego de
la administracion de XAV 939. La densidad Optica se expresa como unidades arbitrarias
+ ESM normalizado a GAPDH (*, p<0,05; n=4).
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5. Efecto delainhibicién in vivo de Wnt/b-catenina sobr e par ametr os apoptoticos

Se evaluaron los niveles proteicos de proteinas pro y anti apoptéticas y se observo que
la administracién de XAV 939 aumento significativamente € contenido de la proteina
pro-apoptotica BCLXs (Figura 25A) y disminuyé significativamente € de la proteina
anti-apoptotica BCLX . (Figura 25C). En consecuencia, la relacion pro-apoptotica
BCLX<¢/BCLX, aumenté significativamente en e grupo tratado con € inhibidor
respecto al control (Figura 25D). Si bien XAV939 no afectd e contenido de BAX
(Figura 25B), la relacion pro-apoptética BAX/BCLX también mostré un aumento
significativo en e grupo tratado con XAV 939 (Figura 25E).
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Figura 25. Efecto de XAV939 sobre parametros apoptéticos. Cuantificacion del
contenido de (A) BCLXs, (B) BAX, (C) BCLX,. La densidad Optica se expresa como
unidades arbitrarias £+ ESM normalizado a f-ACTINA. (D) Relacion BCLXs/BCLX y
(E) BAX/ BCLX_ paraambos grupos experimentales (*, p<0,05; n=4).

6. Efecto delainhibicién in vivo de Wnt/b-catenina sobre la proliferacion celular

Para estudiar si la via Wnt/B-catenina esta involucrada en la proliferacion de las células
del CL, se midi6 por Western blot los niveles proteicos de PCNA. Se observo una
disminucion significativa en e contenido de PCNA lutea 48 horas luego de la
administracion del inhibidor (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de XAV939 sobre la proliferacion de las células del CL.
Contenido luteal de la proteina PCNA 48 horas luego de la administracion de XAV 939.
La densidad Optica se expresa como unidades arbitrarias + ESM normalizado a -
ACTINA (*, p<0,05; n=4).

7. Participacion de lasvias de ERK y AKT en la supervivencia y proliferacion del
CL

Las vias de ERK y AKT estén involucradas en la regulacion de la proliferacion y
supervivencia celular [231], [232]. Habiendo observado que la inhibicion de la via
Whnt/[-catenina produjo un aumento de parametros apoptoticos y una disminucion de la
proliferacion celular, se analizé una posible interaccion entre dichas vias y Wnt/p3-
catenina. Para ello, se evaluo € nivel de fosforilacion de las proteinas ERK y AKT en
extractos proteicos de CL, que da cuenta de la activacion de las vias. No se observaron
cambios significativos en € nivel de fosforilacion de ERK y AKT 48 horas luego de la
administracion de XAV939. Debido a que las fosforilaciones son eventos répidos, se
analizé d efecto de la inhibicién de la via de Wnt/B-catenina a un tiempo menor. Para
ello, se administraron 5 pug de XAV 939 y luego de 24 horas se corrobord la disminucion

del contenido de B-cateninaen extracto de CLs (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de XAV 939 sobre e contenido de b-catenina. Contenido lutea de
[-catenina 24 horas luego de la administracion de 5 pg de XAV 939. La densidad dptica
se expresa como unidades arbitrarias £ ESM normalizado a B-ACTINA (*, p<0,05;

n=4).

Luego de corroborar que e contenido de [B-catenina disminuyo a las 24 horas de
administrado e XAV939, se andiz6 €l nivel de fosforilacion de ERK, observandose
una disminucién significativa (Figura 28A). Por otro lado, no se observaron cambios en

lafosforilacion de AKT (Figura 28B).
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Figura 28. Efecto de XAV939 sobre las vias de ERK y AKT en CL. Niveles de
fosforilacion de (A) ERK y (B) AKT medidos por Western blot. La densidad optica se
expresa como unidades arbitrarias £ ESM (*, p<0,05; n=4).
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8. Efecto delainhibicion in vivo de Wnt/B-catenina sobre la angiogénesis

Un correcto desarrollo vascular resulta imprescindible para el ovario. De esta manera,
los nutrientes y hormonas necesarios para promover e desarrollo folicular y la

formacion del CL pueden suministrarse apropiadamente.
8.1 Desarrollo vascular del CL
8.1.a Andlisisde area endotelial

Para estudiar si la via Wnt/[-catenina esta involucrada en €l desarrollo vascular del CL,
en primer lugar se marcaron cortes de ovario con lectina BS-1, que es un marcador
especifico de céulas endoteliales. Se cuantifico e porcentge de area endotelial
Unicamente en los CLs, 48 horas luego de la administracion de XAV939. La
cuantificacion mostré que los CLs provenientes de ovarios tratados con XAV939
presentan un area endotelial significativamente menor que los CLs control (Figura
29A).
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Figura 29. Efecto de XAV939 sobre e desarrollo vascular de CL. (A)
Cuantificacion del porcentgje de érea endotelial en CL. (B) Fotos representativas de un
ovario control y uno tratado con XAV939 marcados con lectina. Los recuadros

muestran un CL en mayor aumento. Las barras representan 200 um (paneles) y 50 ym
(recuadros) (*, p<0,05; n=4).
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8.1.b Estudio del contenido de VEGF

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es @ principa inductor del
proceso de angiogénesis y su funcién es estimular la proliferacion y migracion de las
células endoteliales parala formacion de un nuevo vaso. Se midié el contenido proteico
de las isoformas 164 y 120 de VEGF en extractos de CLs 48 horas luego de la
administracion de XAV939 y no se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos. Sin embargo, a evauar 24 horas después de administrar € inhibidor, se observo
una disminucion significativa de VEGF120 en e grupo tratado en comparacion con €l

control, mientras que laisoforma 164 no mostré cambios (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de XAV939 sobre el contenido de VEGF. Contenido luteal de las
isoformas 164 y 120 de VEGF medidos por Western blot 24 horas luego de administrar
XAV939. La densidad dptica se expresa como unidades arbitrarias £+ ESM normalizado
aGAPDH (*, p<0,05; n=4).

8.1.c Inmuno mar cacion de células proliferativas

Para determinar qué células del CL son las que proliferan, se reaizé una IHQ para
PCNA. Se observé marca de PCNA en células pequefias, que se corresponden con
células luteales pequefias y otros componentes del CL, como las células endoteliaes
(Figura 31).
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Figura 31. Inmuno marcacién de células proliferativas del CL. El panel muestra una
foto representativa de la marca de PCNA en € grupo control. Las flechas indican
células peguefias marcadas para PCNA. El recuadro muestra el control negativo. Barra
=50 pm.

Habiendo observado que las células pequefias del CL son positivas para PCNA, sumado
a la evidencia de que al inhibir Wnt/B-catenina hay una disminucién del area endotelial
y del contenido proteico de VEGF y PCNA en CL, se buscé determinar si las células
endoteliales son las proliferativas. Para ello se realizd una doble marcacion en cortes de
ovario, en donde se marcd simultaneamente PCNA por IHQ y células endoteliales con
lectina fluoresceinada. Luego, se cuantificd e porcentgje de células doble positivo en
CL. De estaforma, del total de células proliferativas, es decir las positivas para PCNA,
el 94,0 £ 1,0 % se corresponde con células endoteliales en CLs control y € 93,6 £ 0,9 %
en CLs tratados (Figura 32). Esto significa que son las células endoteliales
principalmente las que proliferan y que la disminucion de la proliferacion celular
observada con XAV 939 esta dada mayoritariamente por las células endoteliales en CL.
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Figura 32. Doble marcacion de células proliferativas y endoteliales del CL. Los
paneles muestran una foto representativa de lamarcade (A y B) PCNA y (C) lectinaen
el grupo control. El panel D muestra la superposicion de ambas marcas. El recuadro
muestra una seccion representativa a mayor aumento. Barra= 100 pm.

8.1.d Estudio del area periendotelial

El establecimiento de una red vascular madura requiere de la accion coordinada de
varios factores adicionales, como las Angiopoyetinas 1 y 2, que actian a través del
receptor Tie2, y € Factor de crecimiento derivado de Plaguetas (PDGF), que actla a
través del PDGFR. En conjunto, estos factores reclutan células periendoteliaes, que
tapizan a vaso, proporcionandole estabilidad y convirtiéndolo en funcional. Para
estudiar si la via Wnt/p-catenina esté involucrada en €l proceso de estabilidad vascular,
se marcaron cortes de ovario con a-Actina de muasculo liso, que es un marcador

especifico de células periendoteliales. Se cuantificd € porcentaje de area periendotelial
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solo en los CLs 48 horas luego de la administracién de XAV939. No se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos experimental es (Figura 33A).
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Figura 33. Efecto de XAV939 sobre la estabilidad vascular del CL. El gréfico
muestra la cuantificacion del porcentgje de érea periendotelial en CL. Las fotos
muestran imagenes representativas de un ovario control y uno tratado con XAV939
marcados con o-Actina de muasculo liso. Los recuadros muestran un CL en mayor
aumento. Las barras representan 200 um (paneles) y 50 um (recuadros).
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Luego se analizd & contenido de las proteinas PDGFD, de su receptor PDGFRp, de
Angiopoyetinas 1 y 2, y del receptor Tie2 en CL. No se observaron cambios entre los
grupos experimentales 48 horas luego de la administracion de XAV 939 (Tabla 5). Estos
resultados sugieren que la via Wnt/B-catenina no estaria involucrada en el proceso de
estabilidad vascular al tiempo analizado.

Tabla 5. Efecto de XAV 939 sobre e contenido de proteinas relacionadas a estabilidad
vascular.

Proteina Control (n=4) XAV939 (n=4)
PDGF D 0,60+0,06 0,66+0,08
Receptor PDGFf 1,42+0,13 1,50+0,10
Angiopoyetina 1 0,20+0,026 0,22+0,04
Angiopoyetina 2 0,52+0,08 0,39+0,03
Receptor Tie2 0,07+0,02 0,10+0,02
o- Actina 0,8+0,07 0,73+0,06

8.2 Desarrollo vascular defoliculosy estroma

Mientras que los foliculos primordiales y primarios reciben nutrientes y oxigeno por
difusion pasiva de los vasos estromales, € crecimiento folicular se asocia a desarrollo
de unared capilar individual y a una angiogénesis continua destinada a nutrir €l foliculo
en rgpido crecimiento. Sabiendo que la administracion de XAV939 provocod la
formacion de quistes, se evalud la participacion de Wnt/B-catenina en la regulacion de
la angiogénesis en foliculos y estroma. La administracion de XAV939 provoco una
disminucion significativa del area endotelia de foliculos y estroma (Figura 34A)

mientras que no produjo cambios en el érea periendotelial (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto de XAV939 sobre & desarrollo vascular en los foliculos y €
estroma. El gréfico muestrala cuantificacion del porcentaje de (A) area endotelial y (B)
area periendotelial (*, p<0,05; n=4).

L os resultados de este capitulo describen la participacion del sistema Wnt/[-catenina en
la funcionalidad del CL. Ademas, sugieren la implicancia de esta via en € proceso de
ovulacion y formacion del CL.
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CAPITULO 111: Efecto delainhibicién de Wnt/B-catenina sobre €l sistema
Notch en el cuerpo luteo

1. Efectoin vitro de | CG-001 sobr e € contenido luteal de CiclinaD1

En primer lugar se evalud la funcionalidad del 1ICG-001 en el sistema experimental.
Para ello se cultivaron CLs aislados durante 12 horas 'y se midi6 e contenido de Ciclina
D1 en extracto proteico mediante la técnica de Western blot. Se observé una
disminucion significativa en € contenido de Ciclina D1 con ambas concentraciones de
ICG-001 ensayadas (control: 0,46+0,01; 20 uM: 0,25+0,05; 50 uM: 0,23+0,05) (Figura
35).
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Figura 35. Efecto de I CG-001 sobre & contenido de Ciclina D1. Contenido luteal de
Ciclina D1 12 horas luego de la administracion de 20 uM o 50 uM de ICG-001. La
densidad dptica se expresa como unidades arbitrarias £+ ESM normalizado a B-ACTINA
(*, p<0,05; n=4).

2. Efecto in vitro de1CG-001 sobrela funcion luteal luego de 12 horas de cultivo

Para estudiar la funcionalidad de los CLs, se midi6 en primer lugar la concentracion de
progesterona en € medio condicionado, observandose una disminucion significativa

luego de 12 horas de cultivo con ambas concentraciones de ICG-001 (Figura 36).
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Figura 36. Concentracion de progesterona en medio condicionado. Progesterona en
medio de cultivo de CLs cultivados durante 12 horas con 20 uM o0 50 uM de ICG-001.
Los valores se expresan como la media + ESM de progesterona en € medio de cultivo
(*, p<0,05; n=4).

A continuacion se evaluo s € inhibidor ICG-001 afect6 el contenido luteal de SIAR.
Coherente con € resultado observado a inhibir in vivo el sistema Wnt/[3-catenina, se
observo una disminucion significativa del contenido de StAR luego de 12 horas de
cultivo con 50 uM de ICG-001 (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de ICG-001 sobre el contenido de StAR. Contenido luteal de StAR
12 horas luego dd cultivo con 20 uM o 50 uM de ICG-001. La densidad Optica se
expresa como unidades arbitrarias £ ESM normalizado a -ACTINA (*, p<0,05; n=4).

3. Efectoin vitro de | CG-001 sobrela via Notch
3.1 Efectoin vitro de | CG-001 sobrela expresiéon de hesl

Para estudiar €l efecto de lainhibicion in vitro de la via Wnt/p-catenina sobre €l estado

de activacion del sistema Notch, se estudié por PCR cuantitativa (RT-PCR) la
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expresion de hesl, que es e efector de Notch descripto en CL [233]. Luego de 12 horas
de cultivo, se observo un aumento significativo de la expresion de hesl con 50 uM de
ICG-001 (Figura 38).

Niveles de Hes7

Control 20 uM 50 uM

Figura 38. Efecto de 1CG-001 sobre la expresion de hesl. Niveles relativos de
ARNmM de hesl 12 horas luego del cultivo con 20 uM o0 50 uM de ICG-001. Los niveles
de ARNm se expresan como larelacion entre hesl y € control interno (*, p<0,05; n=4).

Se midi6 también e contenido proteico de Hesl, observandose un aumento
significativo luego del cultivo con 50 uM de ICG-001 (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de | CG-001 sobre el contenido de Hesl. Contenido luteal de Hesl
12 horas luego dd cultivo con 20 uM o 50 pM de ICG-001. La densidad Optica se
expresa como unidades arbitrarias £ ESM normalizado aB-ACTINA (*, p<0,05; n=4).

El aumento observado tanto en la expresion como en e contenido de Hesl es reflgjo de
la activacion de la via de Notch. En relacion a este efecto, se estudio la expresion de
rbpj-K, que actlia como represor transcripcional cuando la via de Notch esta inactiva o

como activador transcripciona cuando se une a NICD en € nucleo, activando asi la
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expresion de genes target de Notch [234]. Luego de 12 horas de cultivo, se observé un
aumento significativo de la expresién de rbpj-k con ambas concentraciones de |CG-001

ensayadas (Figura 40).
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Figura 40. Efecto de ICG-001 sobre la expresion de rbpj-k. Niveles relativos de
ARNmM de rbpj-k 12 horas luego del cultivo con 20 uM o 50 uM de ICG-001. Los
niveles de ARNm se expresan como la relacion entre rbpj-k y e control interno (*,
p<0,05; n=4).

3.2 Efectoin vitro de |CG-001 sobr e la expresiéon de receptores de Notch

Habiendo observado que la inhibicion in vitro de la via Wnt/B-catenina produjo la
activacion de la via de Notch, a continuacion se estudio € nivel de expresion de los
receptores Notch 1 y Notch 4. ICG-001 (50 uM) aumentd significativamente la
expresion del receptor notchl luego de 12 horas de cultivo, mientras que no produjo

cambios en el receptor notch4 (Figura4l).
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Figura 41. Efecto de ICG-001 sobre la expresion de receptores de Notch. Niveles
relativos de ARNm de notchl y notch4 luego de 12 horas de cultivo con 20 uM o 50
UM de ICG-001. Los niveles de ARNm se expresan como larelacion entre cadagen y el
control interno (*, p<0,05; n=4).
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3.3 Efecto in vitro de | CG-001 sobrela expresion de ligandos de Notch

Para estudiar si la inhibicién in vitro de la via Wnt/B-catenina produce cambios en la
expresion de ligandos Notch, se midieron los niveles de ARNm de jaggedl y dil4.
Luego de 12 horas de cultivo, la expresion de jaggedl aument6 significativamente con
ambas concentraciones de 1CG-001, mientras que la expresion de dll4 no se afecto
(Figura42).
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Figura 42. Efecto de 1CG-001 sobre la expresion de ligandos de Notch. Niveles
relativos de ARNm de jaggedl y dll4 luego de 12 horas de cultivo con 20 uM o0 50 uM
de ICG-001. Los niveles de ARNmM se expresan como la relacion de cada gen y €
control interno (*, p<0,05; n=4).

4. Efectoin vitro de |CG-001 sobre la expresion de genesregulados por 3-catenina

Para estudiar € efecto de la inhibicion in vitro de la via Wnt/B-catenina sobre la
expresion de genes regulados por [B-catenina, se midieron los niveles de ARNm de
ciclina d1, star y vegf-a. Luego de 12 horas de cultivo, la expresion de ciclina d1
mostré una tendencia a aumentar con 50 uM de ICG-001 (Figura 43A), mientras que
con esta concentracion de inhibidor, la expresion de star (Figura 43B) y vegf-a (Figura

43C) aumentaron significativamente.
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Figura 43. Efecto de 1CG-001 sobre la expresion de genes regulados por [3-
catenina. Niveles relativos de ARNm de (A) ciclina dl, (B) star y (C) vegf-a luego de
12 horas de cultivo con 20 uM 0 50 uM de ICG-001. Los niveles de ARNmM se expresan
como larelacion entre cada gen y e control interno (*, p<0,05 para star y p<0,01 para
vegf-a; n=4).

Si bien ciclina d1 es un gen blanco de la via de Wnt/B-catenina, esta reportado que
también lo es de la via de Notch en cancer de mama, en particular producto de la
interaccion entre Notchl y Jaggedl [235]. Esto podria explicar la tendencia de ciclina
d1 a aumentar su expresion luego de 12 horas de cultivo con ICG-001. Para dilucidar si
la tendencia a aumento de la expresion de ciclina d1 se debe a tiempo de cultivo con
ICG-001 (12 horas), se midio su expresion a un tiempo menor (6 horas). A este tiempo,
se observo una disminucion significativa de la expresion de este gen con ambas dosis de
inhibidor (Figura 44). Por lo cual, sugerimos que la tendencia a aumento en la
expresion de ciclina d1 luego de 12 horas de cultivo podria deberse ala activacion de la

viade Notch.
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Figura 44. Efecto de | CG-001 sobre la expresién de ciclina d1. Niveles relativos de
ARNmM de ciclina d1 luego de 6 horas de cultivo con 20 uM 0 50 uM de ICG-001. Los
niveles de ARNm se expresan como la relacion entre ciclina dl y e control interno (*,
p<0,05; n=4).

Por otro lado, debido a que star y vegf-a son genes regulados por varias vias de
sefidizacion, es de esperar que no sblo Wnt/B-catenina esté modulando su expresion.
Existen trabajos que describen a HIF-1a como regulador de la expresién de ambos
genes [167, 236], y que ademas HIF-1a, entre otros factores, esta regulado por laviade
Notch através Hesl [237]. Para analizar si el aumento de la expresion de star y vegf-a
podria deberse a la accién de HIF-1a, se midieron los niveles de ARNm de hif-1a. Se
encontré su expresion significativamente aumentada luego de 12 horas de cultivo con
50 uM de ICG-001 (Figura 45).
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Figura 45. Efecto de 1CG-001 sobre la expresion de hif-1a. Niveles relativos de
ARNmM de hif-1a luego de 12 horas de cultivo con 20 uM o 50 uM de ICG-001. Los
niveles de ARNm se expresan como la relacion entre hif-1a y € control interno (*,
p<0,05; n=4).
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5. Efecto in vitro de 1CG-001 sobrelafuncion luteal luego de 18 horas de cultivo

Con € objetivo de estudiar s a un mayor tiempo se restablece la funcionalidad del CL,
se estudiaron parametros de funcién lutea luego de 18 horas de cultivo con ICG-001.
Tanto la concentracion de progesterona en medio condicionado (Figura 46A) como €l
contenido proteico de StAR (Figura 46B) alcanzaron los valores del control luego del

cultivo por 18 horas.
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Figura 46. Efecto de ICG-001 sobre la funcion luteal luego de 18 horas de cultivo.
(A) Progesterona en medio de cultivo de CLs cultivados durante 18 horas con 20 uM o
50 uM de ICG-001. Los valores se expresan como la media+ ESM de progesterona en
el medio de cultivo, (n = 4). (B) Contenido luteal de StAR luego de 18 horas de cultivo
con 20 pM o0 50 uM de ICG-001. La densidad Optica se expresa como unidades
arbitrarias + ESM normalizado a 3-ACTINA (n=4).
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El cuerpo lateo (CL) es una estructura endocrina transitoria esencial para €
establecimiento y mantenimiento de la prefiez en la mayoria de los mamiferos. El ciclo
de vida del CL comprende tres etapas. formacion, mantenimiento y regresion. Ademas,
existe una potencial cuarta fase que comprende € rescate y funcionamiento sostenido
durante la prefiez. Cada fase posee un mecanismo de regulacion propio, o que permite
diferenciar unas de las otras. El rol que cumple e CL en la fertilidad es de suma
importancia, convirtiéndolo en una estructura finamente regulada por un mecanismo

gue comprende varias vias de sefializacion.

S bien la hormona LH es esencia para estimular y mantener la produccion de
progesterona por e CL, existen otros factores autdcrinos, paracrinos y yuxtacrinos que
regulan la funcion de las células del CL [82]. Los sistemas Notch y Wnt/B-catenina son
importantes reguladores de la diferenciacion, proliferacion y muerte celular [149, 178,
238], tres procesos que estan involucrados en e desarrollo y funcion del CL. Por este
motivo nos preguntamos si los sistemas Notch y Wnt/-catenina podrian formar parte
de lacomplgared regulatoria que caracterizaal CL.

El sistema Notch regula procesos fundamentales de la funcion ovérica a través de una
sefidizacion yuxtacrina entre las distintas poblaciones celulares. Notch estimula €
crecimiento y la maduracion folicular mediante la interaccion entre células foliculares
yuxtapuestas. A su vez, la comunicacion entre las células germinales y somaticas es
critica para la formacion de los foliculos y para € establecimiento del nicho en donde
madurara € ovocito. Ademas, en € ovario existen otras poblaciones celulares que
interaccionan entre si, activando la via de Notch para regular procesos criticos como la
luteinizacion y € desarrollo vascular. Ambos procesos son fundamentales para la
produccion y secrecion de hormonas y factores indispensables para e mantenimiento

del embarazo/prefiez y la reproduccién femenina.

Postulamos que la via de Notch regula procesos involucrados en la funcion del CL. Para
su demostracion, en este trabajo de tesis se evalud su participacion en laregulacion dela
funcion luteal y su posible interaccion con la accion que gerce la progesterona sobre €l
CL.

La produccion de progesterona por parte del CL es esencial para la preparacion del

endometrio uterino para laimplantacién y mantenimiento del embarazo. En humanos, €

CL produce progesterona durante un limitado periodo de tiempo, hasta que la placenta

toma e control de su produccion. Por otro lado, la placenta de rata produce una
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reducida cantidad de progesterona, y es por ello que e CL de prefiez es el responsable

de su produccion durante todo €l tiempo de gestacion.

Rothchild fue e primero en postular que la progesterona producida por € CL actla
localmente, regulando la funcién de las células luteales en mamiferos [239]. Durante los
anos posteriores, muchos estudios apoyaron esta hipétesis y demostraron que la
progesterona cumple un rol autécrino sobre el CL, estimulando su propia produccion y
ademas protegiéndolo de la muerte celular [82].

En este trabajo de tesis se observd una disminucion de la produccion de progesterona al
cultivar CLs de ratas superovuladas en presencia de DAPT, un inhibidor de la via de
Notch. A su vez se observd una disminucion en e contenido luteal de la enzima
P450scc, 1o que podria explicar la disminucién de la concentracién de progesterona.
Ademas, |a presencia de progesterona en € medio de cultivo revirtié la disminucion de
P450scc generada por DAPT, restituyendo € contenido de esta enzima a valores
basales. Por otro lado, la presencia de progesterona en € medio de cultivo produjo un
aumento en los niveles de StAR, efecto que fue anulado en presencia de DAPT. Estos
resultados estan en concordancia con €l trabajo de Wang y col., en donde a cultivar
céulas luteales de ratdon con DAPT o con otro inhibidor de Notch llamado L-658,458 se
observd una reduccién de la produccion de progesterona basal y de la inducida por
hCG, junto a unareduccién en la expresion de StAR y P450scc [167]. En dicho trabajo
también se observo que la sobreexpresion del fragmento activo (NICD) de Notch3
generd un aumento de la produccion de progesterona basal y de la inducida por hCG
mediante la regulacién de StAR y P450scc. Este trabajo concluye que la activacion de
Notch y la estimulacién con hCG tienen efectos sinérgicos sobre la produccién de
progesterona en CL. Si bien en nuestro sistema experimental no se observd una
disminucion de StAR en presencia de DAPT, si se observé que este inhibidor impide e
aumento producido por la progesterona, sugiriendo la influencia de Notch sobre la
accion autocrina de esta hormona. Esta observacién, junto a la disminucién del
contenido de P450scc, sugiere la existencia una interaccion entre el sistema Notch y

progesterona en laregulacion de la esteroidogénesis luteal .

Previamente en nuestro laboratorio se observd que el cultivo de CLs de prefiez en
presencia de Aminoglutetimida (AG), un inhibidor de la sintesis de progesterona,
produce unadisminucion en € contenido del NICD de Notchl [166]. Este resultado esta

en concordancia con lo observado en endometrio de primates, en donde la progesterona
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aumenta e NICD de Notchl [240]. En dicho trabago, los autores sugirieron que la
progesterona sinergiza con la hCG para activar Notchl, que a su vez inhibe la apoptosis
de células estromaes. Por otro lado, € cultivo de ovarios de neonatos con el
antagonista de progesterona RU486 disminuyo la expresion de jagged2, notchl y hey2
[241], concluyendo que es necesario un correcto entorno hormonal para la apropiada

regul acion de los miembros de la familia de Notch.

Teniendo en cuenta que DAPT es un inhibidor de la y-secretasa, y que esta enzima
posee también otros sustratos, en nuestro modelo experimental también se blogqued la
accion del sistema Notch mediante € uso de un anticuerpo neutralizante de DIl4, que es
el ligando descripto con accion luteotrdpica [164, 168, 230]. Luego de este bloqueo,
disminuyé la produccién de progesterona luteal, confirmando que los efectos
observados utilizando DAPT son debidos alainhibicion del sistema Notch. Asi, Garcia-
Pascual y col. también observaron gque la administracion de un anticuerpo neutralizante
de DIl4 en ratones hembras prepuberes estimuladas con gonadotrofinas, resulta en una
disminucion de la produccion de progesterona, asociada a un desarrollo vascular

exacerbado y no funcional [230].

Si bien las células de la granulosa y las luteales de rata no expresan el receptor clasico
de progesterona, si expresan altos niveles del componente de membrana del receptor de
progesterona tipo 1 (0 PGRMCL1 por sus siglas en inglés) [86]. PGRMC1 regula la
esteroidogénesis [87] y la supervivencia de distintas poblaciones de células ovaricas in
vitro [89, 90]. Se describio que es e PGRMC1 quien media los efectos anti-apopdticos
de la progesterona observados en células de la granulosa de rata [88], células luteales de
rata [88] y células granul osa/luteinicas humanas [91]. Ademés, la progesterona activa el
mecanismo dependiente de PGRMC1 que promueve la supervivencia de las células

granulosa/luteinicas humanas [92].

Respecto a la supervivencia celular, en esta tesis se observé un aumento de la inmuno
marcacion para CASP3 clivada y de la relacion pro-apoptética BAX/BCLX . luego del
cultivo con DAPT, mientras que la progesterona disminuyo la marcacion para CASP3
clivada, coherente con la accion anti-apoptotica descripta para esta hormona sobre €l
CL. La inhibicion de Notch fue capaz de bloguear la accidon anti-apoptotica de la
progesterona. Estos resultados sugieren que existe una interacciéon directa entre €
sistema Notch y progesterona que regula la supervivencia de las células del CL. Por otro

lado, existen varios reportes que describen la existencia de unainteraccion entre las vias
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de Notch y de PIBK/AKT. En células epiteliales de cancer de mama, € sistema Notch
induce un loop autdcrino que activa AKT, necesario parala supervivencia celular [242].
A suvez, Wang y col. [243] reportaron que lainhibicion de Notchl en células de cancer
de prostata produce una disminucion del crecimiento celular que esta ligada con la
inhibicion de la fosforilacion de AKT, sugiriendo que AKT es blanco de Notchl. Mas
aun, en nuestro laboratorio se demostré que la fosforilacion de AKT se reprime al
cultivar células KGN (linea celular tumoral de granulosa) en presencia de DAPT [244].
Mas recientemente, se observd que la inhibicion de Notch en foliculos primordiales
interrumpe la activacion de la via PISK/AKT en la célula germina femenina, lo que
llevariaaunainhibicién del desarrollo folicular [167]. En este trabajo de tesis, € cultivo
de CL con DAPT disminuyé la fosforilacion de AKT, efecto que fue revertido a
incubar junto a progesterona. En relacion a este resultado, se describié que la
progesterona activa las vias de ERK1/2 y PI3K/AKT en cancer de mama [245] y células
estromal es de endometrio [246]. Los resultados de esta tesis sugieren la existenciade un
mecanismo similar en células dd CL, apoyando la hipdtesis de que existe una

asociacion entre €l efecto antiapoptético de progesteronay lavia Notch/PI3K/AKT.

Diversos trabajos implicaron a Notch como regulador de la proliferacion celular en
ovario. Tanto en un modelo de ratones knockout para Jaggedl y Notch2 [146], como a
cultivar en presencia de DAPT o de L-685,458 ovarios de ratones adultos [171], ovarios
de ratones neonatos [247] y foliculos pre antrales [170], se observd una disminucion de
la proliferacion de las células de la granulosa. En un modelo diferente, en donde se
cultivaron ovarios con un disruptor farmacol 6gico de uniones estrechas, se observo una
disminucion de la expresion de Notch2 en células de la pregranulosa, que resulto en una

disminucion de la proliferacion de dichas células [248].

Para determinar si la proliferacion de las células del CL se afecta a inhibir € sistema
Notch, se midié €l contenido proteico de PCNA, gue es un marcador de proliferacion
celular. Si bien @ cultivo con DAPT no modifico los niveles de PCNA, el cultivo con
progesterona generd un aumento significativo de esta proteina, efecto que luego fue
revertido con la combinacion de DAPT + P. A partir de este resultado, concluimos que

DAPT interfiere con la proliferacion estimulada por progesterona.

L os resultados observados en relacién a apoptosis y proliferacion celular sustentan € rol
autocrino de la progesterona sobre ambos procesos en las células del CL. Ademés, estas
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observaciones son consistentes con € efecto de Notch descripto sobre la regulacion de

diversos procesos, como proliferacion, supervivenciay muerte celular.

En conjunto, estos resultados demuestran por primera vez la existencia de una
interaccion entre Notch y progesterona que promueve la supervivenciade las células del
CL. Notch induce la produccion de progesterona in vitro regulando e contenido de
P450scc y participa en la regulacion de la apoptosis y proliferacion de las células del
CL. La sefidizacion por Notch/PISK/AKT interacciona con la progesterona,

intensificando € rol de supervivencia que esta hormona cumple sobre el CL.

Como se mencionO anteriormente, la via canonica de Wnt regula procesos gque estan
activamente involucrados en la funcién del CL. Por este motivo, en primer lugar se
estudié s la via Wnt/B-catenina se encuentra implicada en la luteinizacion. Para ello se
utilizé € inhibidor XAV 939, que disminuye el contenido de -cateninatotal y nuclear.
Al ser administrado de maneraintrabursa, selograinterrumpir in vivo la via canonica de
Wnt en e ovario. Sorpresivamente, los resultados obtenidos mostraron que la via
Whnt/[-catenina seria un regulador del proceso de ovulacion. Al cuantificar el porcentaje
de las estructuras ovéricas en cortes de ovario inyectados con XAV 939, se observo la
aparicion de estructuras quisticas. Estos quistes son grandes estructuras formadas por el
antro conteniendo al ovocito, rodeado de una delgada capa de células de la granulosa y
células lutedes, y en donde no se observa ruptura de la pared folicular. La aparicion de
los quistes fue acompariada por una disminucion en el porcentgje de CLs, efecto que se
correlaciona con la falla en la ovulacion. Es importante resaltar que estos quistes
difieren de aquellos formados por un exceso de andrégenos descriptos en € modelo de
Sindrome de ovario poliquistico desarrollado en rata [249]. Se concluye que la via de

Whnt/[-catenina participa en la cascada de eventos que llevan ala ovulacion.

Diversos estudios funcionales han demostrado la relevancia del sistema Wnt/B-catenina
en laregulacion de lafuncion ovéricay lafertilidad. La participacion de estaviaen los
eventos mediados por gonadotrofinas remarca la importancia de su funcién sobre €

crecimiento de losfoliculos, laovulacion y laformacion y funcion del CL.

Durante e desarrollo folicular, los foliculos estan expuestos a varios miembros de la

familia Wnt, lo que culmina con la activacion y translocacion de -catenina a nucleo

pararegular la expresion de genes modulados por lavia Wnt/B-catenina. Por g emplo, la

maduracion de los foliculos antrales y |a esteroidogénesis [197] estan reguladas por (-

catenina a través de la via candnica de Wnt. Sin embargo, estudios recientes
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identificaron que B-catenina también esta regulada por PKA independientemente de la
via de Wnt. Law y col. describieron que B-catenina media la accion de FSH en los
foliculos. En células de la granulosa, PKA fosforila a -catenina en Serinas 552 y 675
en respuesta a FSH [250]. Estas fosforilaciones llevan a la acumulacion de B-catenina
[251, 252] y a aumento de la actividad transcripcional mediada por el complejo (-
cateninal TCF [252, 253], lo cua promueve la expresion de diversos genes, como por
gjemplo e del receptor de LH [250].

En un estudio realizado en cultivo de células luteales bovinas se observd que, en
respuesta a LH, PKA fosforila a B-catenina en Serina 675, activandola y promoviendo
su translocacion a nucleo. De esta manera, [3-catenina-S675 podria regular l1a expresion
de genes modulados por LH en células luteales [254].

A laluz de estos estudios, resulta evidente que la sefializacion por Wnt y la activacion

de B-catenina abarcan multiples capas de complegjidad y dependen del contexto celular.

En cdlulas de la granulosa y del cumulus, el pico pre ovulatorio de LH estimula la
expresion de genes asociados con ovulacion, expansion del compleo ovocito-cimulus,
maduracion del ovocito y luteinizacion [255]. Entre las proteinas que se inducen en
respuesta a LH estan el receptor de progesterona, Hif-1a y -catenina. A su vez, laLH
aumenta la expresion de genes reguladores de la funcién luteal, como P450scc y StAR.
Por su parte, € receptor de progesterona aumenta la expresion de factores involucrados
en la desestabilizacion de la matriz extracelular, mientras que Hif-1a regula genes
asociados a vascularizacion. La activacion del receptor de progesterona es esencia para
gue € proceso de ovulacion se complete con éxito. Asi fue descripto en ratones
knockout para € receptor de progesterona, en donde si bien esta impedida la ovulacién,
la luteinizacion ocurre [256-259], observandose quistes con un fenotipo como €

descripto en estatesis.

En @ desarrollo de esta tesis, para evaluar la funcionalidad de la poblacion de CLs
formados en nuestro sistema experimental, se midi6 la concentracion sérica de
progesterona como reflgjo de la funcién luteal. El blogueo in vivo de la via Wnt/[3-
catenina afectd la funcionalidad del CL ya que se detectd una disminucion de la
concentracion sérica de progesterona. En base a esto se postulé que alguna de las
enzimas o proteinas gque regulan la esteroidogénesis esta siendo modulada por la via
Whnt/B-catenina. En efecto, se observd una disminucién en el contenido luteal de StAR.
Esta proteina regula € ingreso de colesterol a la mitocondria y esta considerada como
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un paso limitante de la sintesis de progesterona [260]. Estos resultados estan en
concordancia con un estudio realizado en células |uteales bovinas, en donde se describio
laexistencia de una relacion entre la reduccién de -catenina debida a la sobreexpresion
de GSK-3p con la esteroidogénesis estimulada por LH y laexpresion de StAR [261].

Lainhibicién de la via canonica de Wnt en € ovario modificd reguladores rio abajo de
esta via, dependientes de la accion de B-catenina. Por giemplo, € ge PI3K/AKT y ERK
1/2 regula la proliferacion y supervivencia celular [232, 262]. Si bien se describié ala
via de Wnt como regulador de la actividad de AKT [185], en nuestro modelo
experimental no se ha observado modificacion en la fosforilacion de esta proteina al
tiempo evaluado. Sin embargo, lainhibicion de Wnt disminuyd la fosforilacién de ERK,
reflejando una disminucion de su actividad. Este resultado demuestra por primera vez
gue en agun punto existe unainteraccion entre las vias Wnt/B-cateninay ERK en CL de
rata. Lainhibicion de lavia Wnt/B-catenina también produjo un aumento de la apoptosis
de las células del CL, sugiriendo que la interaccion Wnt/B-catenina/ERK podria regular
la supervivencia de las células del CL. Sin embargo, se requieren méas experimentos

para poder confirmar esta hipotesis.

Existen varios trabajos que apoyan e papel de las vias canonica y no canénica de Wnt
en angiogénesis en distintos tgjidos [199, 202-204]. La primera evidencia de la
implicancia de Wnt en angiogénesis fue hallada en ratones knockout homocigotas para
Fzd4 (Fzd4™), en donde se observaron defectos en la vasculatura de la retina,
evidenciado por un retraso en la angiogénesis y acompafado por la formacién de vasos
defectuosos [202]. Posteriormente, Hsieh y col. notaron que dichos ratones Fzd4™
presentaban defectos en la vasculatura del CL, donde los vasos tenian una morfologia de
tipo temprano, dando idea de fallas en & proceso de arborizacion [199]. En €
conocimiento de que la formacion de una correcta red vascular es indispensable para e
desarrollo y la funcién del CL, sumado a las dteraciones observadas en €
funcionamiento luteal, nos preguntamos s € desarrollo vascular en nuestro sistema
experimental fue e apropiado. Para ello se marcaron las células endoteliales con lectina
BS-1y se cuantifico € érea endotelial en CL. La marcacion con lectina evidencio una
disminucion en e porcentgje de area endotelial en los CLs provenientes de ovarios
tratados con XAV 939.

Diversos estudios demostraron que las células endoteliales son sensibles a sistema Wnt.

Los ligandos Wnt son factores que podrian estar producidos por distintos tipos celulares
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y actuar en forma parécrina sobre las células endoteliales [204], regulando por gjemplo
los niveles de VEGF-A y, en consecuencia, la proliferacion celular. Esta descripto que
el complejo transcripcional B-catenina/ TCF regula la expresion de vegf-a [204]. En esta
tesis, a evauar € contenido proteico de VEGF-A luteal, se observo una disminucion en
los niveles de la isoforma 120 en aquellos CLs provenientes de ovarios inyectados con
XAV939. Las diferentes isoformas de VEGF promueven distintas funciones
dependiendo del lecho vascular [263] y se expresan diferencialmente durante la
progresion del CL [264]. Estudios realizados en cultivo primario de células endoteliales
(HUVECS) implicaron a la via Wnt/B-catenina como promotor de la proliferacion y
supervivencia de las células endotelidles [205]. En esta tesis se observé que la
inhibicién de la via Wnt/p-catenina produjo una disminucion en los niveles de PCNA
luteal. Ademés, la inmunomarcacion para PCNA evidencio marca en células pequefias
del CL, como las células luteales pequefias y células endoteliales. En roedores, €
crecimiento del CL depende del aumento de tamafio de las células luteales grandes y de
la division de las células luteales pequefias y de las células endoteliales [94]. A su vez,
la proliferacion celular no cesa durante la luteinizacion: si bien ladivision de las células
de la granulosa se detiene, las células de la teca, las endoteliales y los fibroblastos
continlan dividiéndose [265]. Habiendo observado que XAV939 disminuyd €
contenido proteico de VEGF y PCNA y redujo €l area endotdlial, se sugiere que VEGF
estaria regulando la proliferacion de las células endoteliales, posiblemente mediado por
la via Wnt/B-catenina. Para poner a prueba esta hipotesis se realiz0 una doble
marcacion, en donde cortes de ovarios fueron marcados simulténeamente con PCNA y
con lectina BS-1 fluoresceinada como marcador de células endoteliales. Asi, se
cuantificaron las células doble positivas en CL y se observo que del total de células
proliferando, el 94% corresponde a células endoteliaes, tanto en € grupo control como
en e tratado con XAV939. Este resultado muestra que la disminucién observada en €l
contenido de PCNA se debe a una disminuciéon de la proliferacion de las células
endoteliales.

La funcion del ovario depende del correcto establecimiento y del continuo remodelado
de la vasculatura, 1o que le permite a los foliculos en crecimiento recibir el suministro
de nutrientes, oxigeno y hormonas requeridos para su desarrollo. La interrupcién del
proceso de angiogénesis reduce €l crecimiento de los foliculos, impide la ovulacién y

afecta e desarrollo del CL. Asi, es indispensable un apropiado desarrollo vascular del
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estroma y de la células de la teca para mantener € desarrollo y la funcion de los
foliculos y evitar la atresia folicular [57, 266, 267]. La disminucion en el porcentaje de
foliculos que logran ovular a inhibir la via Wnt/f-catenina nos condujo a pensar s la
vasculatura estromal y folicular estaba alterada. La cuantificacion de la marca de lectina
evidencio una disminucion del érea endotelial tanto en estroma como en foliculos,
sugiriendo que esta alteracion podria ser una posible causa que explique la fala en €

proceso de ovulacion.

Existen varios trabajos que describen la existencia de una interaccion entre las vias de
Whnt/B-cateninay Notch [217-219] y otros donde se postula que juntas regulan procesos
como desarrollo [220], diferenciacion [221] y angiogénesis [222] en distintos tejidos.
Sin embargo, los resultados de esta tesis son la primera evidencia de que dicha
interaccion ocurre en el CL de rata. El estudio de la interaccion entre Wnt/[-catenina 'y
Notch mostré que, ante la inhibicion de Wnt/p-catenina, las células del CL promueven
la activacion de la via de Notch, posiblemente como mecanismo compensatorio para
recuperar la homeostasis celular. En efecto, tres genes regulados por -catenina, como
ciclina di, star y vegf-a, aumentaron o0 mostraron una tendencia a aumento en su
expresion, luego del cultivo con ICG-001 por 12 horas. El estudio a un tiempo menor
evidencio gue la expresion de ciclina d1 disminuye luego de cultivar los CLs durante 12
horas con ICG-001, lo que explicaria la disminucién en su contenido proteico a las 12
horas. La tendencia al aumento en la expresion de ciclina d1 a las 12 horas de cultivo
podria ser consecuencia de la activacion de la via de Notch. Esta reportado que ciclina
d1 es un gen blanco de la via de Notch en cancer de mama, en particular producto de la
interaccion entre Notchl y Jaggedl [235], lo cual da relevancia a nuestros resultados
gue muestran que la expresion de este receptor y ligando aumenta luego del cultivo con
ICG-001. Por otro lado, en células lutales de ratdn se reportdé que € sistema Notch
estimula la expresion de star [167]. Esta podria ser la razén por la que aumenta su
expresion luego de 12 horas de cultivo, buscando revertir la disminucién de su
contenido proteico y de la concentracion de progesterona causados por la inhibicion de
Whnt/B-catenina. De hecho, luego de 18 horas de cultivo se observé que tanto la
concentracion de progesterona como los niveles de StAR se restablecieron a valores del
control. Este resultado fortalece nuestra hipétesis de que la estimulacion del sistema
Notch ocurre como mecanismo compensatorio a la inhibicion del sistema Wnt/[3-

catenina. Respecto a vegf-a, esta extensamente descripto que HIF-1a es el principal

110



Discusion

estimulo para la expresion de este gen [236]. Mas aln, la expresion de hif-1a aumenta
en respuesta a hCG [268, 269], coherente con la necesidad de estimular 1a expresion de
vegf-a para la vascularizacion del CL. Si bien son varios los factores que influencian a
HIF-1a, esta descripto que Notch regula, através de Hesl, la activacion de STATS3, que
en consecuencia aumenta la expresion de hif-1a [237]. Por su parte, hif-1la ademas de
regular a vegf, estimula la expresion de star en células de la granulosa murinas [270].
Habiendo observado, luego del cultivo con ICG-001, un aumento de la expresion de
hesl y hif-1a, sugerimos que son en parte responsables del aumento de la expresion de
star y vegf. Sin embargo, se requiere de mas experimentos para comprobar esta
hipotesis.

El ovario es un 6rgano en € que suceden cambios permanentes y por o tanto esta
dindmicamente regulado por una amplia red de sefializacion gque involucra mecanismos
endbcrinos, parécrinos y yuxtacrinos. Entender estas vias de sefidizacion en €
microambiente del ovario resulta fundamental para comprender los mecanismos
mediante los cuales los foliculos maduran hasta alcanzar la ovulacion y la consecuente
luteinizacion. Como se ha estudiado alo largo de estatesis, la sefializacion yuxtécrina a
través del sistema Notch y la enddcrina a través de Wnt/[B-catenina, son importantes
reguladores de la formacion y funcion del CL. El estudio de los mecanismos que
regulan la formacién, funcion y regresion del CL contribuyen a la comprensién de
diversas patologias, como lainfertilidad asociada a la disfuncion luteal. En humanos, €
sindrome de fase luteinica inadecuada esta caracterizado por una la fase |Utea corta y
por bajos niveles de progesterona. La falta de una etiologia clara genera que haya pocas
terapias que reviertan la infertilidad exitosamente en las pacientes que sufren este
sindrome. Por este motivo, estudiar la interaccion entre multiples tipos de sefializacion
celular en el ovario resulta crucial para el abordaje de estrategias relacionadas ala salud

reproductiva femeninay ala preservacion de lafertilidad.
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Modelo propuesto

A lo largo de esta tesis se estudiaron mecanismos moleculares mediante los cuales €
CL se mantiene como una estructura funcional. Los resultados obtenidos permiten
proponer un modelo en donde se resume la accion de las vias Notch y Wnt/[3-catenina,
guienes junto a progesterona, regulan lafuncién del CL (Figura 47).

AKT => p-AKT
PCNA

— [ Proliferacion ‘

Notch

— @

AKT => p-AKT
BelXL

‘ Supervivencia
ERK —> p-ERK
BelXs.L

Figura 47. Modelo propuesto de regulacion de la funcionalidad del CL. Accion de
la progesterona y de las vias Notch y Wnt/B-catenina sobre los distintos procesos
involucrados en lafuncion del CL.

ERK—> p-ERK
PCNA yEGF-A

Wnt/B-Catenina

El sistema Notch regulala produccién de progesterona a través de la enzima P450scc, y
a su vez, progesterona regula a Notch. Esta via también regula la proliferacion y la
supervivencia de las células del CL, presumiblemente a través de la via de AKT. En
consecuencia, se modula la proliferacion de las células del CL y & balance entre
proteinas pro:anti-apoptoticas. Por otro lado, € sistema Wnt/B-catenina regula la
produccion de progesterona a través StAR, y a su vez, progesterona regula € contenido
de B-catenina. Esta via también regula la proliferacion y la supervivencia de las células
del CL, posiblemente a través de la via de ERK. En consecuencia, se modula la
proliferacion de las células del CL y & balance entre proteinas pro:anti-apoptdéticas. Es
de sefidar larelevancia de |os datos que demuestran que la via de Wnt/B-catenina regula
el desarrollo vascular del CL, modulando € contenido de VEGF-A y asi la proliferacion

delas células endoteliales.
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