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RESUMEN

TITULO DEL ESTUDIO
“Pluripotencialidad de las Células de la Granulosa Luteinizadas de

Ovario Humano. Estrategias Regenerativas en Medicina Reproductiva”

AMBITO DEL ESTUDIO

Hospital General Universitario Gregorio Marafién. Madrid.

Secciéon de Reproduccién Humana Asistida. Servicio de Obstetricia y
Ginecologia.

Laboratorio de Organos Bioartificiales y Unidad de Produccién Celular.
Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafon.

Instituto Europeo de Fertilidad. Madrid.

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la capacidad de expresion de marcadores de pluripotencialidad
en las Células de la Granulosa Luteinizadas (CGLOH) obtenidas por
medio de puncién folicular para Fecundaciéon In Vitro (FIV), y la
capacidad de proteccion frente al dafio celular inducido
experimentalmente ejercida por las Células de la Granulosa

Progenitoras (CGP).

PALABRAS CLAVE
Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano, Células Stem
Mesenquimales, Cultivo y Expansion Celular, Citotoxicidad

Experimental
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Resumen

MARCO CONCEPTUAL Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las Células de la Granulosa Luteinizada del Ovario Humano (CGLOH)
han sido identificadas como fuentes potenciales de células
pluripotentes de estirpe mesenquimal, que pueden ser obtenidas a
partir de las primeras por medio de procesos de expansion y
diferenciacion in vitro. En virtud de esta posible derivacion, la poblacion
obtenida, que denominaremos Células Granulosas Progenitoras
Expandidas (CGPE), podrian ejercer efectos protectores frente a la
activaciéon de mecanismos de estrés celular endoégeno o exdgeno, y
sobre los procesos de regulacién endégena de la apoptosis celular en
modelos experimentales orientados a reproducir la perdida de reserva
ovarica fisiolégicamente asociada al envejecimiento y la deplecion
folicular causada por una alta toxicidad germinal. Nuestro estudio
selecciona para ello dos modelos de toxicidad experimental, el Estrés
Oxidativo (0S) y el Estrés Carbonilico (OC), como vias moleculares
finales de induccion de la apoptosis por pérdida de proteccién asociada

al envejecimiento.

METODOLOGIA:
Las CGLOH, de facil acceso a través de los programas clinicos de
fecundacion in vitro, constituyen un modelo muy utilizado en el estudio

de los mecanismos de maduracion del foliculo ovarico.

Mediante citometria de flujo, pudimos comprobar como CGLOH tras
cultivo prolongado, presentan caracteristicas propias de Células
Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) y de grasa establecidos por la
International Society for Cellular Therapy (ISCT). Ademas, se consiguio
la diferenciaciéon selectiva a lineas mesenquimales especificas,

adipogénica, condrogénica y osteogénica mediante medios
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Resumen

condicionados adecuados. La pluripotencialidad de las CGLOH ha sido
evaluada también aplicando metodologias de andlisis de expresion

génica diferencial.

Se sometid a las CGLOH a una citotoxicidad experimental inducida por
peroxidacion y por estrés carbonilico, exponiéndolas a Peroxinitrito y a
Glioxal respectivamente. La evaluaciéon de la capacidad protectora de
las Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE), medida
mediante apoptosis y muerte celular, se realiz6 determinando la
apoptosis y muerte celular por medio de la cuantificacién expresion de
Anexina V y Ioudoro de Propidio respectivamente, empleando

citometria de flujo.

RESULTADOS:

Las CGPE presentan caracteristicas funcionales diferenciadoras
respecto de las CGLOH, que incluyen menor expresién de marcadores
funcionales propios de Células de la Granulosa (CG) y mayor de
actividades relacionadas con la promocion de la proliferaciéon celular,

de la angiogénesis y de la proteccion frente a la apoptosis.

La evaluacion de la capacidad protectora de las CGPE frente a
citotoxicidad experimental, medida mediante viabilidad, apoptosis y
muerte celular, nos permitié observar su efecto reductor de la toxicidad
celular experimental, que estd en relacién con la sintesis de factores
protectores frente a la toxicidad celular ejercida sobre las CGLOH, y
ejercen dicho efecto por medio de la sintesis de factores protectores
frente a la apoptosis, inductores de la angiogénesis y promotores de la

proliferacion celular.
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CONCLUSIONES:

El aislamiento, tras cultivo in vitro prolongado, de una subpoblacién de
la CGLOH da lugar a una poblaciéon de CGPE que adquieren morfologia
similar a las de las células mesenquimales. Estas células, expresan
marcadores propios de célula mesenquimal pluripotente y ausencia de
marcadores de pluripotencialidad embrionaria, siendo susceptibles de
diferenciacién selectiva a lineas mesenquimales especificas. Ademas,
presentan menor expresion de marcadores funcionales propios de
CGLOH y mayor de actividades relacionadas con la promocién de la
proliferacion celular, de la angiogénesis y de la proteccién frente a la

apoptosis.

El cocultivo de CGLOH junto con CGPE reduce la apoptosis y la muerte
celular inducida por toxicidad experimental tanto con Peroxinitrito

como con especies reactiva de carbono.
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SUMMARY

TITTLE
"Pluripotentiality of Human Ovary Luteinized Granulosa Cells.

Regenerative Strategies in Reproductive Medicine"

SETTING

Gregorio Marafidn University General Hospital. Madrid.

Assisted Human Reproduction Section. Obstetrics and Gynecology
Service.

Laboratory of Bioartificial Organs and Cell Production Unit. Institute of
Health Care Research Gregorio Marafion.

European Fertility Institute. Madrid.

DESIGN

Evaluate the expression ability of pluripotentiality markers in
Luteinized Granulosa Cells (LGCs) obtained by follicular puncture for In
Vitro Fertilization (IVF), and the ability to protect against

experimentally induced cell damage exerted by Progenitor Granulosa

Cells (PGC).

KEY WORDS
Human Ovary Luteinized Granulosa Cells, Mesenchymal Stem Cells, Cell

Culture and Expansion, Experimental Cytotoxicity

BACKGROUND
Our study focuses on identifying the most efficient procedures for

selection, characterization and expansion of Expanded Progenitor
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Granulosa Cells (EPGC) from Human Ovary Luteinized Granulosa Cells
(HOLGC), as well as the assessment of their anti-apoptotic effect, in
experimental models aimed at reproducing physiological ovarian
reserve loss associated with aging and follicular depletion caused by
high germ toxicity. Our study selects two models of experimental
toxicity: Oxidative Stress (0OS) and Carbonyl Stress (CS), as final
molecular pathways of induction of apoptosis due to loss of protection

associated with aging.

METHODS
HOLGCs, easily accessible through clinical in vitro fertilization
programs, are a widely used model in the study of ovarian follicle

maturation mechanisms.

Using flow cytometry, we were able to check how LGCs after prolonged
culture have characteristics of Bone Marrow Mesenchymal Cells (BM-
MSC) and fat established by the International Society for Cellular
Therapy (ISCT). In addition, selective differentiation to specific
mesenchymal lines, adipogenic, chondrogenic, osteogenic by
appropriate conditioned media was achieved. The pluripotentiality of
LCGs has also been evaluated using differential gene expression

analysis methodologies.

LCGs were subjected to peroxidation-induced experimental
cytotoxicity, using peroxinitrit as a toxic, and by reactive carbon
species, using glyoxal. The evaluation of the protective capacity of our
cell population, measured by apoptosis and cell death, was carried out
by quantifying the expression of Annexin V and propidium iodide

respectively by flow cytometry.
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RESULTS

EPGCs have distinct functional characteristics with respect to LGCs,
which include lower expression of functional markers typical of
Granulose Cells (GCs) and increased activities related to the promotion
of cell proliferation, angiogenesis and protection against apoptosis.

The assessment of the protective capacity of our cell population against
experimental cytotoxicity, measured by viability, apoptosis and cell
death, allowed us to observe that EPGCs have a protective effect against
cell toxicity exerted on LGCs, and exert this effect by synthesis of
protective factors against apoptosis, angiogenesis inducers and cell

proliferation promoters.

CONCLUSIONS

The isolation, after prolonged in vitro cultivation, of a subpopulation of
LGCs results in a population of Cells of the CGPE with mesenchymal
morphology. This cells, thus expanded express markers of pluripotent
mesenchymal cell and absence of embryonic pluripotentiality markers,
and are susceptible to selective differentiation to specific mesenchymal
lines. Also, have less expression of functional markers typical of LCGs
and greater activities related to the promotion of cell proliferation,
angiogenesis and protection against apoptosis.

Coculture of LCGs together with CGPE reduces apoptosis and cell death
induced by experimental toxicity with both peroxinitrit and reactive

carbon species.
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1. INTRODUCCION

1.1 Regulacion de la diferenciacion de la granulosa folicular
ovarica

El desarrollo folicular ovarico y la ovulacién son procesos altamente
regulados. Este proceso implica el abandono del estadio de foliculo
primordial, y el inicio de un proceso de diferenciacién funcional y
morfolégica que culmina con la seleccién del foliculo dominante, la
reactivacion de la meiosis del ovocito, la expansién del camulo, la
extrusion del complejo cimulo-ovocito durante la ovulacién, y la
conFiguraciéon funcional del cuerpo luteo. Este largo camino se suele
dividir en una primera fase, de mayor duracién, conocida como
‘crecimiento lento’, independiente de la regulacion gonadotropica, y que
comprende desde la fase de foliculo primordial hasta la de foliculo
terciario preantral. La fase de ‘crecimiento rapido o terminal’
representa la transicion desde foliculo terciario antral hasta foliculo
preovulatorio, y comprende los procesos cldsicamente denominados
segundo reclutamiento, seleccion y dominancia. Durante este periodo
terminal del desarrollo folicular, los cambios morfolégicos y funcionales
del foliculo son mucho mas rapidos, y en la fase final, evolucionan en el
transcurso de horas (Kol and Adashi 1995). La expresiéon morfoldgica
mas clara del desarrollo del foliculo es sin duda el crecimiento del
mismo, que tiene lugar sobre todo por proliferacion mitética de las CG,
a la que finalmente se afiade la formacion y crecimiento del antro

folicular.
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Las CG son células somaticas de origen mesodérmico visibles ya en el
foliculo ovarico primordial como una dnica capa de células planas de
morfologia epitelial dispuestas alrededor el ovocito. A medida que
progresa la diferenciacidn folicular, y en especial a partir del inicio del
crecimiento  terminal, su numero y volumen aumenta
exponencialmente. Ya en la fase de foliculos secundario, las CG
representan un acumulo de varias hileras de células epiteliales

cuboides o poligonales.

Fase Preantral Fase Antral

l Crecimiento del foliculo

Formacién del A 6n del [«
foliculo foliculo _ foliculo

O.

Oogonia Foliculo Foliculo Foliculo
Primordial Primario Secundario

del ——— Reclutamiento
foliculo

| — Seleccién

—_—

+=———> Dominancia

Foliculo
Terciario Foliculo
Preovulatorio

Figura 1: Desarrollo folicular. Valdevane R Aradjo, 2014.

Desde la foliculogénesis temprana, la actividad funcional de las CG esta
relacionada fundamentalmente con su papel troéfico y regulador de la
maduracién ovocitaria, y va evolucionando a lo largo del proceso de
foliculogénesis. Clasicamente, las CG han sido consideradas en conjunto
un 6rgano endocrino, productor de mediadores hormonales
esteroideos y peptidicos, cuya sintesis va modificAindose cuantitativa y
cualitativamente a medida que el foliculo ovarico crece y se diferencia, y
cuya actividad funcional resulta basica en la interaccién funcional
hipotalamo-hipoéfiso-gonadal (Matsuda, Inoue et al. 2012). En segundo
lugar, una gran parte de los mediadores sintetizados en la granulosa,
como estradiol, AMH e inhibina, tienen acciones paracrinas y

autocrinas, que por un lado modulan la respuesta de la propia
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granulosa a las gonadotropinas, y por otro actian directamente sobre la
maduracion y diferenciacién del ovocito, que a su vez emiten sefiales
moleculares con destino a la granulosa (Urban and Veldhuis 1992).
Todo este conjunto de interacciones reguladoras, sucesivas si
consideramos el curso de diferenciacion del foliculo llamado a ser
dominante y preovulatorio, discurren en realidad de forma simultanea.
En el ovario de la mujer en edad reproductiva con actividad ovulatoria
conservada, coexisten permanentemente foliculos en todos los estadios
madurativos de la fase de crecimiento lento y de la fase de crecimiento
terminal que corresponda al periodo del ciclo ovarico, tanto en fase
folicular como en fase ltutea (Kirillova, Martazanova et al. 2021).

La proliferaciéon y maduracién de las CG conduce a la formacion precoz
de Uniones Intercelulares en Hendidura (GJ; GAP Junctions), cuyo
nimero y densidad van progresivamente en aumento, y que
constituyen un sistema de propagacion rapida y multiplicacion de
sefiales moleculares como las que median los procesos relacionados con

la ovulacion (Gershon, Plaks et al. 2008).
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Figura 2: Contribucién de los componentes del foliculo antral a la diferenciacion del ovocito.
Modificado de Margo L. Hennet, 2012.

1.1.1 Acciones de las gonadotropinas en fase folicular precoz

El desarrollo y diferenciacion terminal de los foliculos ovaricos depende
principalmente de la accion combinada y secuencial de las dos
gonadotropinas, Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y Hormona
Luteinizante (LH). La acciéon de FSH sobre las CG de los foliculos
antrales precoces estimula su proliferacion mitética, su capacidad
esteroidogénica y, a partir de un cierto grado de desarrollo, la aparicion

de receptores a LH (Hennet and Combelles 2012). La LH actaa
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sinérgicamente con la FSH sobre los foliculos previamente expuestos a
la acciéon de ésta, manteniendo su crecimiento y desencadenando los
cambios propios de la luteinizacién y en el foliculo preovulatorio. A
medida que progresa el desarrollo folicular terminal, se incrementa la
produccion ovarica de progesterona, que tiene lugar principalmente en
las CG (Fleming, Humpert et al. 2011) . De hecho, la sintesis de
progesterona en la granulosa depende en su inicio de la accién ténica de
FSH que del pico LH, al que precede en horas y del que se considera un

facilitador (Laborde, Carril et al. 1976).

En el contexto de un ciclo natural, el foliculo dominante mantiene su
capacidad de proliferacion y diferenciacién a pesar del descenso de FSH
determinado por la retroalimentacion negativa ejercida por los
estrégenos, gracias en parte a haber incrementado su sensibilidad a la
accion de LH. La estimulacién de los receptores a LH y FSH de la
granulosa folicular, tras la interaccibn con las respectivas
gonadotropinas, se sigue de la activacion de varios sistemas de
sefializacidn, de la que dependen tanto el crecimiento folicular como la
sintesis de esteroides. Estos sistemas comprenden tanto vias de sintesis
de segundos mensajeros intracelulares, como adenilato-ciclasa (Chen,

Torcia et al. 2013) (Tonetta and diZerega 1989).

La proteinkinasa C (productora de inositol-trifosfato), MAP-kinasa
(mitogen-activated protein kinase) como sistemas de sefializacién
extracelular dependientes de proteinkinasas (Chen, Torcia et al. 2013).
La diferenciaciéon de las CG inducida por FSH induce la expresion de
receptores a LH, incrementa progresivamente la esteroidogénesis y la
expresion creciente de varios factores de crecimiento pertenecientes a

la familia del Factor de Crecimiento Transformador  (TGF- ) (Knight
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and Glister 2006). En la teca, las vias de sefializacidon intra e intercelular
son menos conocidas, aunque estudios realizados en modelos animales
han descrito que la actividad Akt-fosforilasa (fosfatidilinositol-3-kinasa)
dependiente de LH esta regulada por la via de la MAP-kinasa (Fukuda,
Orisaka et al. 2009).

La elevacién de progesterona durante la fase folicular es un fenémeno
fisiologico (Fatemi and Van Vaerenbergh 2015). La regulaciéon
especifica que FSH y LH ejercen sobre la sintesis de progesterona a lo
largo de la fase folicular no esta suficientemente dilucidada. Durante la
fase folicular precoz, la FSH es el principal promotor de la expresién de
actividad la 3-B-Hidroxi-Esteroide-Deshidrogenasa (3(3-HSD) en la
granulosa, y con ella de la sintesis de progesterona, mientras que la
accion de LH es menos conocida. Paralelamente, la acciéon de LH tiene
lugar predominantemente sobre las Células Tecales (Devroey, Fauser et
al. 2009), dotadas de receptores a la misma, y consiste principalmente
en estimular la actividad 17-a-hidroxilasa y con ello la conversion de

progesterona en 17-OH-progesterona (Sonigo, Dray et al. 2014).
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Figura 3: Esteroidogénesis durante la fase folicular temprana. Modificado de Charlote Sonigo et
al, 2014.

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
33



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

1.1.2 Acciones de las gonadotropinas en fase folicular

avanzada y preovulatoria

En el ciclo natural normal, el foliculo dominante contintia creciendo y
diferenciandose a pesar de que la concentracion sérica de la FSH, y con
ella su actividad sobre la granulosa, va decreciendo a medida que
progresa el crecimiento folicular terminal. Ello se debe a que este
foliculo ha incrementado su sensibilidad a las gonadotropinas, de forma
mucho mas acusada que los no dominantes, lo que incluye el
establecimiento progresivo de sensibilidad a la LH (Rimon-Dahari,

Yerushalmi-Heinemann et al. 2016).

Mientras que la accion tecal de LH es relativamente constante a lo largo
de ciclo, el efecto sobre la granulosa tiene un perfil mas evolutivo, lo
que estd en probable relacion con la modificaciéon ciclica de sus
receptores (Borgbo, Povlsen et al. 2013). Estd bien establecido que la
receptividad folicular a la accién de LH es minima en los foliculos
antrales precoces, y va aumentando con el crecimiento folicular, de
forma que se sigue incrementando incluso a pesar de la paulatina
reduccion de la sensibilidad a FSH (Jeppesen, Kristensen et al. 2012). La
expresion de receptores a LH en las CG se va incrementando
gradualmente a lo largo de la fase folicular, y es maximo en el momento
de la ovulaciéon. Se ha observado que en fase folicular tardia la
estimulacion de la sintesis de progesterona mediada por LH es tres
veces mas intensa que la ejercida por la FSH (Lindeberg, Carlstrom et al.

2007).

La interaccién de la LH con su receptor de la CG estimula la sintesis de
dos enzimas clave para la esteroidogénesis: la enzima de

desdoblamiento de la cadena lateral del colesterol (CYP11a, P450scc;
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P450 side-chain cleavage enzyme) y la aromatasa (CYP19, CYP19; P450
aromatase enzyme). En estudios de fisiologia folicular realizados en
modelos de cultivo in vitro en CG folicular de rata se ha observado que
la expresion de ARNm codificante de CYP19 fue intensamente
estimulada por la accion de FSH y LH, y que tanto la expresion de
CYP19, como la sintesis de progesterona fueron maximas sélo en
presencia de ambas gonadotropinas en el medio de cultivo (Yong, Baird
et al. 1992). Por tanto, el papel regulador de la LH sobre la
esteroidogénesis no solo residiria en la estimulacién de la sintesis tecal
del sustrato, los andrégenos, sino también en la regulacion de la propia

actividad aromatasa (Borgbo, Povlsen et al. 2013).

Las Células de la Teca (CT) (Devroey, Fauser et al. 2009) responden a la
accion de LH transformando pregnenolona en androgenos, parte de los
cuales es a su vez se aromatizan a estréogenos en la granulosa por la
acciéon de la CYP19, cuya actividad esta estimulada por la FSH. Otra
fraccién de los androgenos tecales difunde hasta la granulosa y alcanza
el liquido folicular, y una tercera pasa a la circulaciéon general. En los
ciclos naturales, la concentracion plasmatica de LH es relativamente
constante durante la fase folicular, y su accién estimula, por medio de la
ocupacién de una pequefia fraccién de receptores disponibles, una
producciéon androgénica tecal suficiente (Richards, Ren et al. 2018).
Esta oferta sostenida de sustrato para la aromatizaciéon permite, en
virtud del incremento de la acciéon aromatasa mediada por la FSH, en
especial en el foliculo dominante, un incremento progresivo de la
sintesis de estradiol. La cuantificacion diferencial de estradiol y
progesterona en sangre venosa procedente del ovario en el que reside
el foliculo dominante y del contralateral ha revelado que la sintesis de

estradiol y de progesterona radica predominantemente en el ovario
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donde se localiza el foliculo ovulatorio (Liu, Qin et al. 2020). Ello
expresa la clara heterogeneidad funcional cuantitativa de las CG de la
cohorte folicular en desarrollo terminal, que tiene como sustrato el
diferente grado de expresion de receptores a gonadotropinas y la
distinta intesidad de las actividades enzimaticas que dependen de

aquéllas.

Aunque en la teca predomina la sintesis de androégenos, sus células
también son capaces de sintetizar progesterona en cantidades
significativas (Tsang, Ainsworth et al. 1985). A diferencia de otros pasos
de la esteroidogénesis, las actividades enzimaticas responsables de la
sintesis de progesterona son unidireccionales, por lo que ésta puede
considerarse el producto final de la sintesis de esteroides ovaricos

(Fatemi and Van Vaerenbergh 2015).
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Figura 4: Esteroidogénesis durante la fase folicular tardia. Modificado de Charlote Sonigo et al,
2014.
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1.1.3 Otros reguladores endocrinos y paracrinos

El desarrollo folicular ovarico es un proceso independiente en su inicio
de la regulacién gonadotrépica, mientras que en sus fases terminales
estd estrechamente regulado por las gonadotropinas. El ovocito, las CG
y las CT (Devroey, Fauser et al. 2009) son los principales componentes
del foliculo, y las funciones e interacciones entre ellos juegan un papel
crucial en la esteroidogénesis, en el desarrollo y atresia folicular. La
comunicacién funcional entre las CG y el ovocito, en gran parte esta
facilitada por las Uniones en Hendidura (GAP), siendo esencial para la
culminacion de la ovogénesis y para la formacion y maduracién del

foliculo, asi como para el desarrollo embrionario tras la fertilizacidon.

Durante todo el proceso de diferenciacion folicular desde el comienzo
de la progresiéon a partir de foliculo primordial, multiples factores
intraovaricos sintetizados por los diferentes compartimentos
funcionales del foliculo son esenciales en la modulacién de las acciones
de las gonadotropinas (Christenson and Stouffer 1997) (Richards,
Hartman et al. 1994). Estos factores desempenan acciones moduladoras
autocrinas y paracrinas sobre los procesos de diferenciacion folicular,
incluyendo la maduracién ovocitaria, la luteinizaciéon de las CG y de las
CT, asi como de la extrusion ovocitaria (Zhao, Qiao et al. 2011). Algunos
factores paracrinos tales como el Factor de Crecimiento Diferenciador 9
(GDF-9) y la Proteina Morfogenética 6sea 15 (BMP-15) son secretados
de forma especifica por el ovocito (Belli and Shimasaki 2018). Estos
factores regulan la formaciéon del foliculo y la proliferacion y

diferenciacion de las CG y las CT.

Por otro lado, el Factor de Crecimiento Insulinico Tipo 1 (IGF-I), y las

hormonas peptidicas activina, la inhibina, la folistatina y hormona
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antimiilleriana (AMH) son secretadas por las CG, y actian como
reguladores autocrinos / paracrinos de procesos tan relevantes como la
sensibilidad de las CG a la accion de la FSH (Silva, Figueiredo et al.
2009) (Dewailly, Robin et al. 2016). Por su parte, las CT no constituyen
un mero componente estructural del sostén conjuntivo perifolicular,
sino que proporcionan andrégenos necesarios para la biosintesis de
estrogenos en las CG, y también capaces de regular la receptividad a

FSH en la granulosa (Liu, Qiao et al. 2015).

Las CT expresan transcritos de ARNm que codifican receptores para
IGF-I e insulina. La insulina y el IGF-II pueden activar los receptores de
IGF-I, proporcionando esta via un método para ejercer una influencia
paracrina sobre las CG y una actividad autocrina en la teca, aumentando
la estimulacion de la produccion de androgenos por la LH. El IGF-II es
capaz de estimular la esteroidogénesis y la proliferaciéon de las CT y de

las CG (Silva, Figueiredo et al. 2009).
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Figura 5: Implicacidn de la superfamilia de los TGF-f en la comunicacién entre las Células de la
Teca y las Células de la Granulosa y las Células de la Granulosa y el ovocito. Modificado de Phil G.
2006.
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1.1.4 Cambios funcionales propios de la luteinizacion

fisioldgica: Inicio de la sintesis de progesterona

Los receptores de progesterona, en respuesta a los estrégenos,
empiezan a aparecer en las CG del foliculo dominante en el periodo
preovulatorio. La progesterona preovulatoria y la expresion de los
receptores de progesterona inhiben directamente la mitosis de las CG
(Laborde, Carril et al. 1976), lo que probablemente explique la
limitacion de la proliferaciéon de estas células a medida que adquieren

receptores de la LH.

A partir del inicio de la LH y antes de su pico maximo, las
concentraciones de progesterona en el foliculo aumentan hasta el
momento de la ovulacion. La progesterona aumenta la distensibilidad
de la pared del foliculo, lo que constituye un cambio en la elasticidad de
la pared folicular que resulta clave para el rapido crecimiento del antro,
cuya velocidad se incrementa de forma muy acusada cuando la
ovulaciéon es inminente. La FSH, la LH y la progesterona también
estimulan la actividad de las enzimas proteoliticas, lo que provoca la
digestion del colageno en la pared folicular y un aumento de la
distensibilidad. En contraposicion, la sintesis de estradiol desciende a
medida que la LH alcanza su maximo, lo que puede ser una
consecuencia de la regulacién a la baja de la LH sobre sus propios

receptores en el foliculo.

Las CG unidas a la membrana basal que rodean el foliculo son las
primeras en mostrar las transformaciones asociadas a la luteinizacion:
aumenta su tamafio, y adoptan un aspecto vacuolado caracteristico
asociado a la acumulacién de luteina. Tras el cese del pico de la LH, los

capilares empiezan a penetrar en la capa de la granulosa y alcanzan la
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cavidad central. La angiogénesis es una caracteristica importante del
proceso de luteinizacion, una respuesta a la LH que esta mediada por el
Factor de Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF) y las Angiopoyetinas
(ANG) producidos en las CGLOH. Trascurridos 8-9 dias de la ovulacidn,
se alcanza un pico de proliferacion vascular, asociado a concentraciones
plasmaticas maximas de progesterona y estradiol. La persistencia
funcional y la capacidad esteroidogénica del Cuerpo Luteo (CL)
dependen de la secrecién ténica continua de LH. La funcién normal del
CL requiere la presencia continua de pequefias cantidades de LH

(Havelock, Rainey et al. 2004).

Independiente de las Gonadotropinas Dependiente de las Gonadotropinas

«-<

FSH-R

—_—
‘ Aromatasa

H Foliculo
Foliculo Foliculo} Antral
Primordial Secundarp Grande
:
1
. 4 1
] .
1
i
Foliculo ! Foliculo Foliculo
Primario 1 Antral Preovulatorio
H pequefiol
i
:

Figura 6: Accion de los andrégenos en las Células de la Granulosa de los foliculos preantrales.
Modificado de Didier Dewailly, 2016.
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1.2 Expresion molecular de la diferenciacion folicular en las

células granulosas
1.2.1 Asociada a modificaciones morfofuncionales

1.2.1.1 Disminucion de la cohesividad celular

Como ya se ha descrito, las uniones GAP son un tipo de uniones
celulares muy abundantes en la granulosa ovdrica, y que median la
comunicacion célula-célula en organismos multicelulares. Estos canales
conectan de forma directa dos células vecinas permitiendo el paso
intercelular de pequefias moléculas, iones y metabolitos (Caspar,

Goodenough et al. 1977) (Makowski, Caspar et al. 1977).

Las uniones GAP estan formadas por conexinas, que constituyen una
familia de proteinas estructurales transmembrana (Beyer, Paul et al.
1990) (Sohl and Willecke 2003). En mamiferos, las uniones GAP esta
presentes en la mayoria de los tejidos jugando un papel importante en
un amplio rango de situaciones tanto fisioldgicas como patologicas
(Nielsen, Axelsen et al. 2012). En el sistema reproductor femenino y
masculino, las comunicaciones intercelulares a través de uniones GAP
estdn implicadas en diferentes situaciones tales como la
espermatogénesis, esteroidogénesis, foliculogénesis, oogénesis y en la
formacién del CL (Pointis, Fiorini et al. 2005) (Gershon, Plaks et al.
2008). Aunque la existencia de uniones GAP no es exclusiva de la
granulosa (Borowczyk, Johnson et al. 2006), su relevancia funcional es
mucho mayor en este compartimento folicular, donde constituyen un
sistema de transmision y amplificacidn de sefiales intercelulares, que en
cierto modo reemplaza la red vascular, de la que carece la granulosa, y
que permite a ésta comportarse como un sincitio funcional una vez que

la proliferacion de las uniones GAP es suficiente (Johnson, Redmer et al.
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2002). Dentro de la familia de las conexinas, la Conexina 37 (Cx37) y la
Conexina 43 (Cx43) son las isoformas que se expresan mas
abundantemente en el ovario de diferentes especies, jugando un papel
importante en la modulacién del crecimiento folicular y la maduracién
ovocitaria (Simon, Goodenough et al. 1997) (Ackert, Gittens et al. 2001).
Las uniones GAP entre las CG y el cumulo estan formadas
principalmente por la Cx43, mientras que las uniones GAP formadas por
la Cx37 conectan los ovocitos con las células del cimulo (Kidder and

Mhawi 2002).

El Factor de Crecimiento Transformador B (TGF-B) es un polipéptido
multifuncional, que da nombre a una superfamilia de péptidos que
ejercen funciones propias de citoquinas, de mediadores paracrinos e
incluso de hormonas peptidicas. Este polipéptido desempefia un papel
importante en la modulacién de la proliferacion y diferenciacion, en la
formacién de la matriz extracelular y otros procesos de desarrollo en
algunos tipos celulares (Sporn, Roberts et al. 1986) (Rizzino 1988)
(Glick 2004). Estudios inmunocitoquimicos han mostrado que el TGF-3
y su receptor se expresan en ovario humano durante diferentes
momento, siendo el TGF-B1 la isoforma predominante en las células

ovaricas humanas (Chegini and Williams 1992) (Roy and Kole 1998).

Algunos estudios han reconocido al TGF-81 un papel crucial en la
modulacién de la expresiéon de la Cx43 en las CG. Estudios in vitro en
ratones hembra knockout han revelado que el TGF-f31 estd implicado en
diferentes funciones reproductoras, incluyendo la foliculogénesis, la
expansion del cimulo y la ovulacion (Juengel and McNatty 2005) (Li,
Agno et al. 2011) (Fang, Xu et al. 2014). En un estudio reciente de Yu-
Ching Chen (Chen, Chang et al. 2015) realizado sobre cultivos de CG
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humanas, se concluye que la Cx43 se sobre expresa por la accion del
TGF-B1, lo cual contribuye al incremento de la formacién de uniones
GAP en la granulosa. Otros autores han descrito que el TGF-f1 se
expresa tanto en CG como en CT (Devroey, Fauser et al. 2009) del
foliculo ovarico humano (Chegini and Williams 1992). Adicionalmente,
estudios realizados en el ambito clinico han mostrado que los niveles
del TGF-B1 en el liquido folicular obtenido para la recuperacion
ovocitaria se correlaciona positivamente con las frecuencias de
fecundacion ovocitaria y de gestacion (Fried and Wramsby 1998). Estos
resultados sugieren la presencia de un mecanismo autocrino/paracrino
en las CG del cimulo mediado principalmente por el TGF-$1, que
promoveria la produccién de la Cx43 y con ella el nimero de uniones
GAP, intensificando asi la posibilidad de magnificaciébn de Ila
sefializacidon intercelular en la granulosa necesarias para el intercambio

de sefiales de transduccién en los foliculos en crecimiento.

La regulacidon de la expresiéon génica de la Cx43 en el ovario humano
parece estar regulada no sélo por el TGF-B1 sino por otros sistemas
peptidicos, entre los que destaca el de las Proteinas Morfogenéticas del
Hueso (Bone Morphogenetic Proteins; BMPs). Este conjunto de factores
de crecimiento, también perteneciente a la superfamilia del TGF-f,
estan implicadas en la regulacién de un amplio conjunto de procesos
celulares. En el mencionado estudio de Yu-Ching Chen (Chen, Chang et
al. 2015) se ha observado la capacidad del ovocito para la sintesis del
BMP15, y la de las CT para producir las isoformas BMP4 y BMP7. Se ha
postulado que su accién es la modulacion paracrina de la expresion de
la Cx43 y en la comunicacién intercelular en CG humanas (Chang, Cheng

et al. 2013) (Chang, Cheng et al. 2014), ya que la expresion de la Cx43 se
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sobre regula por la accion del TGF- 1, pero se ve disminuida por la

accién de la BMP en las CG humanas in vitro.

La comunicacién entre las CG mediante uniones GAP conformadas por
la Cx43 es necesaria para sustentar la proliferacién de estas células
durante el desarrollo folicular (Kidder and Mhawi 2002). En ovarios
con deficiencia en la Cx43, una disminuciéon en las comunicaciones
intercelulares entre las CG deriva en reduccién del crecimiento folicular
y favorece la apoptosis (Ackert, Gittens et al. 2001) (Gittens, Barr et al.
2005). Una vez activados los mecanismos preovulatorios dependientes
de la LH, la expresion de conexinas, y en concreto de la Cx43,
experimenta una reduccién progresiva, como han observado de forma
consistente distintos estudios realizados en foliculos preovulatorios
humanos (Borowczyk, Johnson et al. 2006) y de distintas especies de
mamiferos (Wiesen and Midgley 1993) (Granot and Dekel 1994). Estas
observaciones son coherentes con la hipdtesis de que el pico
preovulatorio de la LH es el principal responsable de la sustancial
disminucién de la expresion de mRNA de la Cx43 tras la ovulacion

(Granot and Dekel 2002) (Sela-Abramovich, Chorev et al. 2005).

La Cx43 es también la principal proteina constitutiva de las Uniones
GAP presentes en el CL (Grazul-Bilska, Reynolds et al. 2001). Los datos
publicados por Ewa Borowczyk sugieren que la expresion de la Cx43 es
relativamente mas alta a lo largo de la fase litea, y cambia a lo largo del
crecimiento del CL, la diferenciacién y regresion del mismo

(Borowczyk, Johnson et al. 2006).

Aunque el CL precoz cuenta ya con una vascularizacion incipiente, la

velocidad e intensidad de algunos procesos de transformacién funcional
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podria estar favorecida por la red de uniones intercelulares generada a
lo largo de la fase folicular (Redmer, Doraiswamy et al. 2001).
[gualmente, el mantenimiento de la expresién de la Cx43 durante la
luteolisis, y la consiguiente persistencia de uniones GAP intercelulares
pueden constituir uno de los mecanismos de la cascada de la

declinacion funcional del CL (Niswender, Juengel et al. 1994).

1.2.1.2 Angiogénesis

La angiogénesis se define como la formacion de nuevos vasos
sanguineos que surgen a partir de los ya existentes en un proceso que
implica la migraciéon y proliferacion de células (Abulafia and Sherer
2000). La angiogénesis en el ovario es un proceso importante en el
desarrollo y funcion ovarica (Reynolds and Redmer 1999) (Fraser and
Lunn 2000) (Berisha, Meyer et al. 2010). La formacién del CL se inicia
por una serie de cambios morfologicos y bioquimicos en las células de
la teca interna y de la granulosa que tienen lugar especificamente en los
foliculos preovulatorios (Schams, Berisha et al. 2002) (Berisha and
Schams 2005). La constitucion del CL a partir de foliculo ovulatorio, asf
como su mantenimiento funcional, dependen estrechamente del
crecimiento de nuevos vasos sanguineos y del establecimiento de un
flujo vascular al CL, que aporte la accién tréfica endocrina de la LH, y

que permita el transporte sistémico de la progesterona.

El ovario fue uno de los primeros 6rganos en el cual se detectd la
produccion local de factores de crecimiento con actividad angiogénica
(Gospodarowicz and Thakral 1978). Dentro del numeroso conjunto de
promotores de la angiogénesis sintetizados en el ovario, cabe destacar

el VEGF, el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF), el IGF y las ANG.

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
45



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

El VEGF es un potente factor angiogénico. Diferentes estudios indican
que este factor de crecimiento puede estar implicado en la regulacion
fisioldgica de la angiogénesis ovarica. Se expresa y es secretado en el
ovario humano de modo que tiene un papel fundamental tanto en la
angiogénesis como en la regulacion de la permeabilidad vascular,
procesos que son criticos tanto para la foliculogénesis ovarica, como
para el desarrollo de una funcién reproductiva normal (Robinson,

Woad et al. 2009).

Los receptores del VEGF se expresan tanto en las células endoteliales
que participan en la angiogénesis (Shweiki, Itin et al. 1993) como en el
endotelio quiescente (Jakeman, Winer et al. 1992). Parece ser que la
expresion de estos ligandos estd regulada tanto por gonadotropinas
como por mecanismos autocrinos o paracrinos dependientes de
esteroides ovaricos. Este conjunto de sefiales promoveria un
microambiente estimulador de la proliferacion de las células
endoteliales cercanas. Ademas, la expresion de mRNA del VEGF en
tejidos neovascularizados sugiere un papel adicional del VEGF en el
mantenimiento de la vascularizacion ovarica y/o en el control de la

permeabilidad.

La funcién basica del VEGF es la inhibicién de la apoptosis de las células
endoteliales, cuya viabilidad resulta imprescindible para Ila
proliferaciéon de los capilares neoformados. Se ha observado que se
requiere de un cierto nivel de expresion del VEGF-A para inhibir la
apoptosis endotelial (Robinson, Woad et al. 2009). El FGF-2 desempefia
una accién amplificadora y moduladora del efecto del VEGF. En
experimentos in vitro clasicos, realizados sobre células bovinas

procedentes de foliculos en desarrollo y del CL, se comprobé que la
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adiciéon simultanea del VEGF-A y del FGF-2 indujo una respuesta
angiogénica mucho mas intensa y rapida que la observada cuando las
células fueron cultivadas en presencia de cada una de estas dos
citoquinas por separado (Pepper, Ferrara et al. 1992) (Gabler, Plath-
Gabler et al. 2004).

En el CL humano se han identificado niveles elevados de expresion del
VEGF durante la fase lutea temprana, expresion que se reduce en fase
litea tardia (Otani, Minami et al. 1999) (Wulff, Wilson et al. 2000). Los
datos de este estudiaron muestran una tendencia hacia la disminucién

de la expresion del VEGF a medida que la vida del CL avanza.

El papel funcional del VEGF, de la ANG 1 y de la ANG 2, y de su receptor
Tirosina Quinasa (Tie-2) en la regulacién de la angiogénesis en el ovario
humano comenzé a ser evaluado por estudios como el de Wulff (Wulff,
Wilson et al. 2000), que describi6 los cambios en la expresion del ARNm
de la ANG-1, de la ANG-2 y del Tie-2 a lo largo de la luteogénesis, la fase
mesolutea, la luteolisis fisiolégica y el rescate experimental del CL, lo
cual fue disefiado a partir de los hallazgos de estudios previos sobre
regulacion de la expresion del VEGF y de sus receptores (Gordon,
Mesiano et al. 1996) (Otani, Minami et al. 1999). Los resultados de estos
autores indican que la expresion del VEGF, y de la ANG y su receptor,
experimentan modificaciones a lo largo de todas las etapas funcionales
del CL estudiadas, y que la expresiéon de estos factores difiere entre
distintos tipos celulares. Mientras que el mRNA de la ANG-1 se
expresaba a bajos niveles en la mayoria de las células ldteas, el mRNA
de la ANG-2 se detectd6 predominantemente en células Iateas
individuales y en células endoteliales, y el VEGF se expres6 de una

forma intensa en la mayoria de las CGLOH. Por su parte, el receptor
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Tie2 se localizoé exclusivamente en las células endoteliales. Estos
resultados sugieren que las células luteas intervienen en la regulaciéon
paracrina del crecimiento y desarrollo de los vasos del CL, pero también

en su regresion funcional y en su eventual rescate.

Durante la fase lutea temprana, el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos es necesario para sustentar al CL, por lo que la elevada
expresion del VEGF en las CGLOH del CL precoz es coherente con su
hipotético papel de potente inductor de la angiogénesis (Fraser and
Lunn 2000). Ademas, se ha descrito que la ANG-1 es necesaria para la
estabilizacion de los nuevos capilares en formacion. En el citado estudio
de Wulff (Wulff, Dickson et al. 2001), se observé una expresion elevada
de la ANG-1 durante la fase lutea temprana, asociada con elevados
niveles del receptor Tie-2. Durante la fase lutea media, cuando la
capilaridad ya se ha establecido, la ANG-1 y el receptor Tie-2

disminuyen.

Las acciones de la ANG-2 resultan mas complejas, ya que ejerce una
inhibicion competitiva del efecto de la ANG-1 como estabilizador
vascular, a través de la ocupacion del receptor Tie-2. Ademas, parecer
ser capaz de inducir por si mismo la disrupcion de los vasos
neoformados (Maisonpierre, Suri et al. 1997). Sin embargo, en
presencia del VEGF, la ANG-2 mejora por el contrario la migraciéon
capilar y la neovascularizaciéon (Hanahan 1997) (Gale and Yancopoulos
1999). Maisonpierre (Maisonpierre, Suri et al. 1997) ha propuesto que
las areas del CL con intensa expresion de la ANG-2 durante la fase latea
temprana corresponden a regiones con una angiogénesis en desarrollo.
En su modelo experimental in vivo, realizado en ovarios de rata, la

expresion de la ANG-2 fue particularmente evidente en el area de la

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
48



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

region central del CL en desarrollo. Por el contrario, esta expresion sélo
fue detectada de forma ocasional en los vasos de la periferia del CL, es
decir, en las inmediaciones de la vascularizacion tecal original. En
consonancia con esta hipotesis, la expresion de la ANG-2 fue
indetectable una vez completado el proceso de luteinizacion. En
contraste con estos resultados, el estudio de Wulff (Wulff, Wilson et al.
2000) no constata una reduccion progresiva de la ANG-2 en el CL
humano a medida que progresa la edad funcional del CL, sino que la
expresion de la ANG-2 tiende a progresar desde la fase litea precoz a la

tardia, aunque su incremento no alcanza significacién estadistica.

A pesar de que tanto los niveles de la ANG-1 como de la ANG-2
presentan un patrén ascendente a lo largo de la fase litea segun los
resultados del estudio de Wulff, la ratio ANG-2/ANG-1, que
representaria el balance final de sus acciones antagonicas, tiende a
incrementarse, lo que ayudaria a comprender el efecto predominante
de la ANG-2 a pesar de que la expresion de la ANG-1 vaya en aumento.
El crecimiento de la ratio ANG-2/ANG-1 también ha sido observado en
el CL de bovinos durante la luteolisis (Goede, Fleckenstein et al. 1998).
Junto con la disminucién de los niveles del VEGF durante la fase latea, la
elevacion de la ratio ANG-2/ANG-1 en el CL tardio puede promover la

ruptura vascular, lo cual se acentuaria durante la luteolisis.

La observaciéon mas relevante respecto a la dindmica de expresion latea
de la ANG-2, del VEGF, y del receptor Tie-2 es el acusado incremento
durante el rescate luteo (Wulff, Wilson et al. 2000). En consistencia con
estos hallazgos, estudios mediante cultivo in vitro de CGLOH humanas
revelan que el tratamiento con la Gonadotropina Coriénica Humana

(hCG) conduce a un aumento de los niveles del VEGF, que podria ser el
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mediador de la intensa vascularizacién del CL inducida por el efecto de

la hCG (Neulen, Raczek et al. 1998).
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inmunitarias
™~ IL-18
LH/hCG Oxitocina
\ I I / Progesterona
Células Células
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\
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endoteliales

Figura 7: Angiogénesis. Modificado de Leo Speroff 72 Edicion.

1.2.2 Asociada a cambios funcionales

1.2.2.1 Sintesis de citoquinas citotroéficas

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

Basandose en la acumulacién de gonadotropinas en el foliculo
dominante, se ha sugerido que la permeabilidad vascular estd implicada
en la seleccion folicular (Zeleznik, Schuler et al. 1981). El VEGF en la
capa de Células de la Teca (Kamat, Brown et al. 1995) probablemente

modula la permeabilidad vascular. Esta modulacién puede ser un
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mecanismo por el cual la acumulacién diferencial de gonadotropinas es
posible. Por consiguiente, la abundante vascularizacion de la capa de las
CT es probablemente critica para las gonadotropinas que son
dependientes del crecimiento folicular y del acceso a los estrogenos,
producidos en la capa avascular de las CG por aromatizacién de los
andrégenos tecales, de la circulacién sistémica. A pesar de la aparente
produccion del VEGF por las CG, esta capa permanece avascular antes
de la ovulacién, implicando que la membrana basal folicular separa la
teca y las CG, jugando un papel importante en la prevencién de la

vascularizacion de la granulosa.

El grupo de Christine Wulff (Wulff, Dickson et al. 2001) , en un estudio
realizado en primates, demostré por medio de la restricciéon de la
angiogénesis tecal en foliculos en desarrollo, que éste es el mayor
regulador de la angiogénesis folicular. La inhibicién de este factor de
crecimiento fue llevada a cabo por restriccién de la angiogénesis tecal
en foliculos en desarrollo. Para ello se us6 un antagonista, el VEGF Trap
R1R2, formado por un dominio extracelular de los dos receptores del
VEGF, el VEGF-R1 y el VEGF-R2, que fue administrado a tities a lo largo
de la fase folicular. La eficacia del VEGF Trap R1R2 para suprimir la
angiogénesis tecal, fue testado usando Bromodeoxyuridina (BrdU)
como marcador de proliferacién, la Molécula de adhesion de células
endoteliales de plaquetas (CD31) como un marcador especifico
endotelial y una doble tincién para distinguir entre proliferacion celular
endotelial y no endotelial. La influencia en el desarrollo folicular fue
evaluada mediante imagenes morfolégicas y morfométricas para
cuantificar la proliferaciéon de CG, y la muerte de estas células fue
cuantificada mediante la deteccién de apoptosis por TUNEL (Kim,

Boone et al. 1998).
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Este estudio, mediante la inhibicion del VEGF, ha establecido la
importancia de la vascularizacién tecal para el desarrollo folicular. La
expresion del VEGF se incremento, mientras que la expresion del gen
del receptor de este factor de crecimiento disminuyd. Este es el primer
estudio que demostré que la supresion de la angiogénesis folicular esta
asociada con la inhibicién del desarrollo antral, resultando en la
inhibicién de la ovulacién. El tratamiento con el VEGF Trap R1R2
result6 en la supresion de la angiogénesis tecal en foliculos secundarios

y terciarios, asi como la reduccién del desarrollo tecal.

En este mismo estudio se observé una correlacion lineal significativa
entre el grosor tecal y el didmetro folicular en foliculos secundarios,
observandose un desarrollo tecal durante los estadios de foliculo
secundario y preantral y un desarrollo ya establecido en el foliculo
antral. Tras la exposicion a VEGF, Trap R1R2, la proliferacién en la teca
se redujo drasticamente, y el grosor tecal fue disminuyendo en los
foliculos secundarios tardios y terciarios. Asumiendo que solo el 25-
30% de las células proliferativas en la teca son células de origen
endotelial (Wulff, Dickson et al. 2001), el tratamiento con el VEGF Trap
R1R2 deberia tener efectos inhibitorios secundarios en la proliferacién
de las células no endoteliales. Esta reduccion en la proliferacién tecal
junto con la ausencia de capilares en la teca explica por qué el grosor
tecal disminuye. La apariencia hipertroéfica de las células de la teca y su
nucleo alargado son probablemente sefiales de degeneracion,
posiblemente como resultado de la reducida disponibilidad de LH como

consecuencia de la reduccion del desarrollo vascular.

Aunque el crecimiento del foliculo secundario, como indicativo de la

proliferacion de las CG, parece no verse afectado por la inhibicién del
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VEGF (a pesar del reducido desarrollo tecal), la deficiencia de la
microvascularizaciéon tecal en los foliculos terciarios podria ejercer
efectos secundarios deletéreos en el crecimiento folicular antral. El
diametro folicular es principalmente dependiente del tamafio del
compartimento granuloso, especificamente en los foliculos terciarios.
En tales foliculos, la proliferacion de las CG fue restringida de forma
severa tras el tratamiento con el VEGF Trap R1R2; en la misma medida
el tamano del didmetro folicular de los foliculos terciarios se redujo
significativamente. Esto sugiere que la limitaciéon del crecimiento
folicular observado podria ser una expresiéon concreta de un conjunto
mas amplio de fendmenos limitantes de la diferenciacién terminal a
foliculo preovulatorio, y mediados por la interferencia con Ila
sefializacién de VEGF. La supresiéon selectiva del desarrollo folicular
antral puede ser debida a la reducida disponibilidad de gonadotropinas,
especialmente de FSH, la cual se une de forma exclusiva a las CG y
estimula la proliferacién celular (Yamoto, Shima et al. 1992) (Gougeon
1996). Los lugares de union de la FSH a las CG son mas numerosos en
los foliculos antrales que en los foliculos preantrales, diferenciandose
ambos estados en la densidad de receptores de la FSH (Yamoto, Shima
et al. 1992). Se cree que la FSH es el estimulo primario para la
transicion antral (Hirshfield 1991), y la FSH por si sola es suficiente
para inducir la formacién del antro en los foliculos preantrales
humanos cultivados in vitro (Roy and Treacy 1993). Por consiguiente, la
deficiencia de vascularizacion determinaria un soporte de FSH y con
ella una limitacién o supresion de la proliferaciéon de CG y del

crecimiento antral preovulatorio.

Es dificil establecer la relaciéon temporal entre el inicio de la atresia y los

cambios en la vascularizacion. Sin embargo, una correlacion entre la
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deficiencia de la vascularizacién y la atresia se ha observado tras el
tratamiento con el VEGF Trap R1R2. Se ha visto que la FSH es un
protector frente a la apoptosis, y por tanto favorecedor de la
pervivencia funcional de las CG (Chun, Eisenhauer et al. 1996) (Chun,
Eisenhauer et al. 1996). Por consiguiente, la reducida disponibilidad de
FSH debida a la falta de microvascularizacion tras el tratamiento con el
VEGF Trap R1R2 puede causar un incremento en la atresia folicular. Se
ha observado una disminuciéon de la vascularizacién en foliculos
atrésicos (Wulff, Dickson et al. 2001). Estos resultados sugieren que el
proceso de atresia que ocurre de forma natural podria ser promovido y

mantenido por la deficiencia de la angiogénesis tecal.

Factor de Crecimiento Insulinoide (IGF-1)

El crecimiento del foliculo es el resultado de una combinacién de
diferentes procesos celulares: elevada proliferacién de las CG, baja tasa
de apoptosis de las mismas, acumulaciéon de liquido intercelular que
confluye en el antro, e incremento del tamafio del ovocito. Diferentes
experimentos han analizado el papel del EGF y del IGF-I en la regulacion
del crecimiento del foliculo preantral y la formacién del antro y en la
proliferacién y apoptosis de las CG en foliculos preantrales cultivados in

vitro.

Las primeras observaciones sobre la acciéon del IGF-I en el crecimiento
folicular describieron su expresion en las CG aumentado la secrecion de
estradiol (Veldhuis and Furlanetto 1985) (Huang, Shi et al. 1996)
(Matsuda, Inoue et al. 2012). Otros estudios mostraron que la adicién
del IGF-I a cultivos primarios de CG asiladas a partir de foliculos
antrales porcinos se asociaba a un aumento de la proliferaciéon mitética

de la granulosa (Baranao and Hammond 1984) (May, Frost et al. 1988)
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y a una reducciéon de la apoptosis espontanea (Guthrie, Garrett et al.

1998).

Aunque existen evidencias acerca del posible efecto directo del IGF-I
sobre los ovocitos, las acciones troficas mas conocidas de esta citoquina,
y en apariencia mas relevantes, son ejercidas sobre la granulosa. Se ha
comprobado la expresion del mRNA del IGF-1 y de su receptor, tanto en
ovocitos en crecimiento humanos (Bondy and Zhou 1993) como en
ovocitos de foliculos antrales porcinos (Quesnel 1999). Sin embargo,
segin observaciones de Genazzani (Genazzani, Strucchi et al. 2006),
aunque los foliculos cultivados en presencia del IGF-I produjeron con
mayor frecuencia ovocitos recuperables, el IGF-I parecia no tener
efectos directos sobre el crecimiento ovocitario. Estos resultados
indican que el IGF-I puede ejercer una regulaciéon clave en el
crecimiento folicular, aunque precisaria la acciéon adicional, o
independiente, de otros factores adicionales para promover el
crecimiento ovocitario. En apoyo a esta hipodtesis, Wu et al. (Wu,
Sallinen et al. 2000) mostraron que cocultivos de foliculos preantrales
porcinos con células del caimulo aisladas a partir de foliculos antrales
grandes (>3mm de didmetro) estimulaban el crecimiento ovocitario.
Por lo tanto, algunos factores secretados por las células del cimulo de
los foliculos antrales, como el IGF-I, ejercen efectos beneficiosos en el

crecimiento ovocitario y en su desarrollo.
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Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)

El EGF tiene diferentes efectos en los foliculos preantrales y estos
efectos en el crecimiento folicular pueden ser debidos principalmente a
la supresion de la apoptosis y a la estimulacién de la formacion del
antro (Matsuda, Inoue et al. 2012). La concentracion del EGF es mas alta
en el liquido folicular de los foliculos antrales pequefios (13.6 + 1
ng/mL) que en los foliculos preovulatorios grandes (<6 ng/mL) (Hsu,
Holmes et al. 1987). Se piensa que este factor de crecimiento es un
mediador de algunas acciones bildgicas a través de complejas sefiales
de transduccién complejas que implican la activacién de proteinas

kinasas (Keel, Hildebrandt et al. 1995).

El EGF modula los efectos de FSH sobre la formacién del antro folicular
favoreciendo la expresion de FSH-R en las células granulosas, hallazgo
que se ha evidenciado en CG porcinas (May, Frost et al. 1988). Esa
asociacion es coherente con los resultados del estudio de Genazzani,
que concluyé que el EGF es un claro promotor de la formacidon del antro.
Sin embargo, la simple accion sinérgica de EGF y FSH no parece explicar
por completo los fendmenos responsables de la formacién del antro.
Las células granulosas adyacentes al mismo presentan un claro
incremento de fendmenos de apoptosis, y las células que expresan
receptores a EGF y se hallan en la vecindad del antro muestran menor
capacidad de proliferacion. Estos indicios sugieren que pueden existir
mecanismos no dilucidados de regulacion de la formaciéon antral en los
que intervendrian FSH, EGF y quiza otros mediadores (Genazzani,
Strucchi et al. 2006). Tanto EGF como IGF-I estimulan la proliferaciéon
de las CG y la inhibicién de la apoptosis de las CG en foliculos
preantrales en cultivo. El EGF estimula tanto el crecimiento de los

foliculos preantrales en vacas (Gutierrez, Ralph et al. 2000), hamsters
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(Roy and Treacy 1993), ratén (Boland and Gosden 1994), y humanos
(Roy and Kole 1998) en cultivos in vitro. También esta implicado en la
regulacion del desarrollo de foliculos antrales (Campbell 1999). Cuando
los foliculos forman el antro, las CG adyacentes al antro sufren
apoptosis. Estos resultados indican que el EGF puede estar implicado en
la formacidn del antro folicular en sinergismo con la FSH; sin embargo,
el microambiente en el antro puede no ser propicio para la
proliferaciéon y supervivencia de las CG. Este indicio es corroborado por
la elevada proporciéon de CG adyacentes apoptoéticas en el antro y la baja
proliferacion celular observada en el grupo de células receptoras del

EGF.

Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF)

El HGF ejerce una regulacion autocrina y paracrina sobre las CG y sobre
el crecimiento y esteroidogénesis de las Células Tecales (Devroey,
Fauser et al.) (Liu, Lin et al. 1994) (Zachow, Ramski et al. 2000. A pesar
de que la actividad antiapoptotica de este factor de crecimiento esta
bien documentada en otros tipos celulares {Lail-Trecker, 1998 #822), la
capacidad del HGF para controlar el inicio de la apoptosis en las CG aiin

no ha sido demostrada.

Aunque el HGF y su receptor (c-met) se expresan en el interior del
ovario de numerosas especies de mamiferos (Liu, Lin et al. 1994) (Ito,
Harada et al. 2001) (Shimizu, lijima et al. 2003), existen controversias
acerca del origen celular del HGF y del c-met intraovaricos. Se ha visto
que el HGF es secretado por las CT (Parrott, Vigne et al. 1994); mientras
el c-met se expresa en el interior de las CG (Parrott, Vigne et al. 1994)
(Zachow, Ramski et al. 2000). El efecto del HGF como derivado celular

de la teca podria tener lugar en el interior de las CG. Sin embargo, el
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HGF puede regular las esteroidogénesis en las CT de rata in vitro
(Zachow, Weitsman et al. 1997), y esto puede sugerir que las CT
contienen el c-met. De hecho, las CT y las CG expresan mRNA del HGF
(Zachow, Weitsman et al. 1997); por este motivo, en el estudio
publicado por Mehmet Uzumcu (Uzumcu, Pan et al. 2006) se propone
una amplia funcién intraovarica del HGF. Este patron de expresion del
HGF y del c-met mas elaborado ha sido corroborado en otras especies
animales (Parrott, Vigne et al. 1994) (Zachow, Ramski et al. 2000)
(Shimizu, lijima et al. 2003). Un tercer componente del sistema del HGF,
es el activador proteico del HGF (HGFA), una serin proteasa que se
adhiere al precursor inmaduro del HGF para ceder el paso a la forma
madura del HGF (Miyazawa 2010). El HGFA representa un mecanismo

de control para regular las concentraciones locales del HGF bioactivo.

Con la intencion de definir el papel del HGF durante la foliculogénesis,
el estudio de Mehmet Uzumcu (Uzumcu, Pan et al. 2006) investiga el
efecto del HGF en el proceso de apoptosis en cultivos de CG de ratas y
en foliculos aislados, ademas de estudiar la distribucion celular del
sistema ovarico del HGF. Se ha descrito que el HGF puede reducir el
inicio de la apoptosis en CG de rata in vitro. El efecto anti-apoptético del
HGF fue observado tanto en cultivos primarios de CG como en CG
aisladas a partir de foliculos preantrales de ratas. Los efectos anti-
apoptéticos del HGF in vitro fue complementado por la observacién de
foliculos en crecimiento que contienen el HGF, el c-met y el HGFA. Por lo
tanto, es posible que desde que los foliculos en crecimiento contienen
un sistema del HGF completo, el HGF soporta la foliculogénesis

bloqueando la apoptosis (Uzumcu, Pan et al. 2006).
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Estos nuevos datos extienden los estudios previos que mostraban que
el HGF modula las CT y la esteroidogénesis in vitro de las CG (Parrott
and Skinner 1998) (Zachow, Weitsman et al. 1997). Usando CT
inmaduras de ratas en cultivo, el HGF disminuye la LH estimulando la
produccion de andrégenos (Zachow, Weitsman et al. 1997); y en CG
inmaduras de rata, el HGF suprime a la FSH suprimiendo la sintesis de
estrogenos in vitro (Parrott and Skinner 1998) (Zachow, Ramski et al.
2000). Los efectos de regulacion a la baja del HGF en Ila
esteroidogénesis ovarica estan implicados en la foliculogénesis
preantral y en la seleccion del foliculo dominante. E1 HGF podria
bloquear una acumulaciéon anémala de esteroides intrafoliculares que
podrian conducir a la atresia folicular (Hutz, Dierschke et al. 1990)
(Hillier and Tetsuka 1997. En el estudio de Mehmet Uzumcu {Uzumcu,
2006 #827) se propone que la accion moduladora esteroidea es uno de
los mecanismos por el cual el HGF puede impedir la induccién de la
apoptosis de las CG in vivo. En este estudio se muestra como este factor

de crecimiento ejerce un efecto anti apoptético directo sobre las CG.

Otros estudios han mostrado que el HGF y el c-met se expresan en el
ovario. Por ejemplo, el HGF ha sido medido en liquido folicular humano;
mientras que el mRNA del HGF y del c-met fue detectado en CG
humanas aisladas (Osuga, Tsutsumi et al. 1999). Usando foliculos
bovinos aislados, Parrott et al. han mostrado que los foliculos de mayor
tamafio contienen la mayor cantidad de mRNA del c-met y del HGF
(Parrott and Skinner 1998); aunque se desconoce el origen exacto de

cada uno de ellos.

Previamente se describié como las CG y las CT de ratas responden a la

estimulacion in vitro del HGF (Zachow, Weitsman et al. 1997, Zachow,
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Ramski et al. 2000). Aunque en el estudio del afio 1997 se describe la
presencia del c-met en las CT, este hallazgo ha sido puesto en entre
dicho por otros autores, sugiriendo que el efecto del HGF en las CT se
debe a un fenémeno mediado por factores no definidos que se
sintetizan estas células (Lail-Trecker, Gulati et al. 1998). De otro modo,
en CG de rata cultivadas in vitro, la expresion del c-met se reduce por la
presencia de FSH (Zachow, Ramski et al. 2000). Por consiguiente, datos
de diferentes investigaciones, abordando el tema tanto in vivo como in
vitro, muestran que el contenido del c-met en las CG puede verse
reducido por la estimulaciéon con gonadotropinas. Es probable que el
HGF ejerza multiples niveles de control sobre la funcién de las CG y de
las CT para facilitar la foliculogénesis. En el estudio de Mehmet Uzumcu
et al. (Uzumcu, Pan et al. 2006) se sugiere que el sistema del HGF dentro
de los foliculos preantrales modula a la baja la esteroidogénesis
estimulada por gonadotropinas, y simultdneamente soporta la

supervivencia de las CG mediante un efecto antiapoptotico.

1.2.2.2 Sintesis esteroidea

La esteroidogénesis ovarica es un proceso de biosintesis de derivados
del colesterol, del que se derivan, por sucesiva restricciéon del niimero
de atomos de carbono, compuestos derivados del pregnano
(gestagenos), del androstano (androgenos) y del estrano (estrégenos).
Estas reacciones de sintesis se desarrollan por la accién de un conjunto
de actividades enzimaticas que se localizan especificamente en dos de
los compartimentos funcionales del foliculo: las Células de la Teca
(Devroey, Fauser et al.) tienen capacidad de sintesis de andrégenos y
progestagenos, mientras que las CG pueden sintetizar progestagenos y

estrogenos. La sintesis folicular de estradiol tiene lugar exclusivamente
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en la granulosa, como fruto de la actividad de la CYP19, y depende de un

sustrato externo, los andrégenos, que debe difundir desde la teca.

El transporte de colesterol al interior de la mitocondria, fase clave de la
regulacion del proceso de biosintesis, esta facilitada por la Proteina
reguladora de la esteroidogénica aguda (StAR), que es uno de los
principales reguladores de la produccién de andrégenos. Se ha
establecido que la androgenizacion en las CT expresa la CYP11A1, el
citocromo P450 C17 (CYP17) y la HSD3B2, las cuales son enzimas clave

para la biosintesis de andrégenos (Liu, Qiao et al. 2015)

1.2.2.2.1 Enzima de Escision de la Cadena Lateral del Colesterol
(CYP11A1)

La actividad de la CYP11A1, que ya se ha definido como el paso
limitante de toda la sintesis esteroidea esta basalmente regulada por la
transcripcion de su gen codificador. La regulacion critica depende del
nivel de la StAR, que facilita el ingreso de colesterol a las mitocondrias,
en cuyo interior se localiza CYP11A1l. La expresion de StAR se ve
estimulada por los niveles del Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc) y

por la accién de la FSH, la LH y la hCG sobre las CG.

1.2.2.2.2 Citocromo P450 17A1 (CYP17A1)
La actividad de la FSH estimula la expresiéon de la CYP17-ARNm en las
Células de la Teca (Devroey, Fauser et al.) pero no en las CG, segin se ha
constatado en modelos experimentales animales (Smyth, Miro et al.
1993), a pesar de que los receptores de FSH se expresan tinicamente en
la granulosa. Se ha hipotetizado que la accién promotora de FSH sobre
la expresion de la CYP17 podria estar mediada por factores reguladores

no hormonales.

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
61



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

Otros factores capaces de modular la actividad la CYP17 son la insulina
y los IGF-I e IGF-II, capaces de estimular la sintesis androstendiona en la
teca, y la inhibina sintetizada en la granulosa como efecto de la accién
de la FSH, que promueve la sintesis tecal de androstendiona (Nahum,
Thong et al. 1995). Esta accion de la inhibina sobre la sintesis de
andrégenos podria ser el efector de la regulaciéon paracrina de la
granulosa sobre la actividad la CYP17 en la teca, dependiente en tltimo
término de FSH, y que se afiadiria a la propia accién de la LH sobre las

CT (Nahum, Thong et al. 1995).

Se han descrito otros sistemas reguladores de la sintesis de la 17-
Hidroxipregnenolona, de la Dehidroepiandrosterona (DHEA) y de los
andrégenos tecales por medio de la modificaciéon de la actividad de la
CYP17, y que incluyen mediaciones por el EGF, por el FGF, por el TGF-3

y por la activina.

1.2.2.2.3 3-B-Hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (HSD3B2)
La produccién de progesterona reside fundamentalmente en el ovario, y
en mucha menor medida en las suprarrenales. La progesterona ovarica
es resultado de la accion de la HSD3B2 sobre la pregnenolona. De
acuerdo con la teoria de las “dos células/dos gonadotropinas”, una
parte de la progesterona sintetizada en la granulosa difunde a la teca
donde se transforma en 17-OH-progesterona por la acciéon de la CYP17,
que sélo poseen las células de este compartimento folicular. La 17-OH-
progesterona sigue después la ruta de transformacion en andrégenos y

su conversion posterior a estrogenos.

La sintesis ovarica de progesterona comienza a incrementarse al final

de la fase folicular, y de forma claramente anterior al pico de la LH
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(Hoff, Quigley et al. 1983). Ademads, existen algunas pruebas de la
implicacion de este incremento sutil de progesterona en la emergencia
del pico de la LH (Couzinet, Brailly et al. 1992), y que la exposicion
secuencial a niveles adecuados de estrogenos seguidos de progesterona
resulta imprescindible para el desencadenamiento del aumento critico
de la LH (Micevych and Sinchak 2008). Estos datos sustentan la teoria
de que la progesterona sintetizada en la fase folicular tardia actda
facilitando la retroalimentaciéon positiva ejercida por los estrégenos
sobre el centro de control hipotdlamo-hipofisario, y contribuye al pico

de la LH.

El paso enzimatico limitante en el proceso de esteroidogénesis ovarica
es la transformacién de colesterol en pregnenolona, mediado por la
actividad de la CYP11A1l. La pregnenolona resultante de esta
transformacién puede seguir tres vias metabdlicas diferentes, dos de las
cuales existen en el ovario: la via A5 y la A4. La HSD3B2 es la
responsable de la conversion de los esteroides sintetizados por la via
A5 ala conFiguracion A4, y por tanto resulta esencial para la sintesis de
diferentes productos hormonales. La actividad relativa de la HSD3B2 y
de la CYP17 determina la fracciéon de pregnenolona que sigue la via A5
hacia la sintesis de estradiol y la que se transforma en progesterona y

17-hidroxiprogesterona a través de la via metabdlica A4.

La via A5 conduce a la transformacién de pregnenolona en 17-
hidroxipregnenolona, por la accion de la CYP17 y de ésta, por la misma
accién enzimatica, en dehidroepiandrosterona, precursora a su vez de
la androstendiona. La CYP17, que es en realidad una enzima compleja
dotada tanto de actividad hidroxilasa como liasa, se localiza

exclusivamente en las Células de la Teca (Devroey, Fauser et al.)
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intersticiales del ovario. Por el contrario, la CYP11A1l se expresa
Unicamente en las CG. Por tanto, la teca provee la sintesis de
andrégenos, que actian como sustratos de la aromatizaciéon que tiene

lugar solo en el compartimento granuloso del foliculo.

La via A4 se inicia con la transformacién de pregnenolona en
progesterona, por la acciéon de la HSD3B2. Esta conversion es
irreversible, como todas las reacciones de deshidrogenizacion
catalizadas por este enzima. A continuacién, la progesterona puede ser
transformada en 17-hidroxiprogesterona por la acciéon de la CYP17.
Esta molécula es terminal en el ovario humano, que no dispone de
actividades enzimaticas capaces de metabolizarlo, por lo que, junto con
la progesterona, constituyen los productos finales de sintesis de la via
A4 (Fukuda, Orisaka et al. 2009). La sintesis de estradiol depende por
tanto de forma exclusiva de la testosterona sintetizada por medio de la
via A5, a la que pueden revertir por interconversion parte de la
androstendiona, que es un producto de la via A4. La actividad de la
CYP17 es, en consecuencia, el principal modulador del equilibrio entre
la sintesis de progesterona y 17-hidroxiprogesterona (Fleming,

Humpert et al. 2011).

La sintesis de androgenos, predominante en los foliculos de pequefio
tamafio, tiene un caracter tonico, y como se ha dicho, depende ante todo
de la actividad intrinseca de los enzimas responsables. A partir de la
aparicion del antro folicular aumenta la sintesis de estradiol, en especial
en el foliculo dominante. Finalmente, el foliculo preovulatorio
desarrolla una creciente capacidad para la produccién de progesterona,
sin mermar la produccién de estradiol. Por el contrario, la producciéon

folicular de progesterona, detectable ya en foliculos antrales pequefios
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(5-6 mm), estad en relacion directa con el diametro folicular y con el
numero de dias transcurridos desde la ovulacién (Schneyer, Fujiwara et
al. 2000). Durante la fase folicular precoz de un ciclo ovarico normal, las
concentraciones de estradiol en la vena ovarica homolateral al ovario
donde se localiza en foliculo dominante son el doble de las detectables
en sangre periférica, y se incrementan atin mas durante la fase folicular
media. La elevacion en la concentraciéon de progesterona es detectable
también en la fase folicular precoz, antes incluso del establecimiento de
la dominancia folicular, y al igual que sucede con el estradiol, su
concentracion en fase folicular media es muy relevante. Este
incremento tiene su origen en el foliculo dominante, que vierte a la
circulaciéon sistémica una fracciéon de la progesterona que produce.
Parte de ésta experimenta ademas un rapido metabolismo hepatico, lo
que explica que las concentraciones en sangre periférica en la fase

previa a la ovulacién no sean aiin mayores.

La sintesis global de progesterona, que alcanza niveles generalmente
inferiores a 1 mg/dia en fase folicular, se incrementa de 20 a 30 veces
durante la fase lutea (Kyrou, Al-Azemi et al. 2012). En términos de
concentracion plasmatica, la cantidad de progesterona en fase
preovulatoria en mujeres en edad fértil suele ser menor de 100 ng/dL, y

se incrementa hasta 500-2000 ng/dL a partir de la fase ltitea precoz.

La accion la FSH sobre cultivos in vitro de CG de rata nubil produce
incremento de la sintesis de la HSD3B2-ARNm, de los niveles de
proteina y de su actividad enzimatica (deMoura, Choi et al. 1997). La
acciéon de la LH/HCG tiene analogos efectos sobre cultivos in vitro de
Células de la Teca (Devroey, Fauser et al.) humanas. Datos procedentes

de estudios sobre fisiologia folicular humana sefialan que la produccion
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de androgenos en la teca es relativamente constante a lo largo del ciclo,
lo que sugiere una dependencia primordial de la actividad intrinseca de
las CT, que es fruto de una actividad tecal de la HSD3B2
fundamentalmente tonica y constitucional. Sin embargo, no puede
excluirse la posibilidad de un incremento funcional, tanto por la acciéon
de la FSH sobre la granulosa como por la de la LH en la teca, aunque las
consecuencias clinicas de esta regulaciéon en el contexto de los ciclos

estimulados no se conocen en la actualidad.

1.2.2.2.4 Aromatasa (CYP19A1)

La Aromatasa estd codificada en el gen CYP19. La expresion de esta
proteina y su actividad en el ovario esta regulada de forma diferencial
durante el crecimiento folicular y la luteinizaciéon. La sintesis de
Aromatasa esta inducida, en las CG de los foliculos antrales pequefios en
desarrollo y en los foliculos preovulatorios, por la FSH, la LH y por los
esteroides. El aumento de expresiéon de la Aromatasa en las CG del
foliculo preovulatorio disminuye de forma drastica con la aparicion del
pico de LH. Los eventos celulares que causan esta disminucién en la
sintesis de Aromatasa y su actividad en las CG en respuesta a este pico
de LH estd asociado temporalmente con eventos moleculares que
definen el final de la diferenciaciéon de las CG y la formacién de las

células luteas (Fitzpatrick, Carlone et al. 1997).
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Figura 8: Esteroidogénesis. Modificado de Charlote Sonigo et al, 2014.

1.3 Efectos de la estimulacion farmacoldgica sobre el perfil

funcional de las Células de la Granulosa

Las pautas de estimulacién gonadotropica aplicadas para la
estimulacion ovarica en Ciclos de Fecundacion [n Vitro con
Transferencia Embrionaria (FIV-TE) tratan de contrarrestar los
mecanismos fisiolégicos que tienen como resultado la dominancia
monofolicular, es decir, el hecho de que un Unico foliculo alcance, en
condiciones normales, el estadio de foliculo preovulatorio. El resultado
final de este conjunto de mecanismos es la ovulacion de un solo ovocito
fecundable, para propiciar la gestacién unica. El proceso de crecimiento
folicular acelerado es dependiente de la accion de la FSH y la LH, cuyos
niveles estan regulados predominantemente por dos mecanismos
basicos de retroalimentacion ejercidos por los estrogenos sintetizados
principalmente en el foliculo dominante, a los que se afiaden
mecanismos auxiliares de regulacion dependientes de sistemas de

hormonas peptidicas, cuyo ejemplo mas relevante es el conjunto de las
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acciones de inhibina, activina y folistatina. La reduccién de la sintesis y
liberacion de la FSH por efecto del aumento del estradiol circulante,
mediado por los receptores estrogénicos hipotalamicos, se conoce como
retroalimentacion negativa (feed-back negativo), y se trata de un
mecanismo tonico, presente durante todo el ciclo ovarico, pero cuya
importancia es mayor a partir de la fase folicular media y avanzada. La
liberacion masiva de gonadotropinas, predominantemente la LH, en
respuesta a la presencia mantenida de una concentraciéon umbral de
estradiol determinada, constituye el feec-back o retroalimentacion
positiva, que actia ciclicamente, y que representa la sefial endocrina
para que el conjunto funcional hipotdlamo-hipoéfisis emita la sefal
hormonal responsable de la maduracién folicular final y de la ovulacioén,
en respuesta a la sintesis de estradiol en el foliculo dominante, que
expresa asi su capacidad de responder a los cambios madurativos

preovulatorios.

En el ciclo natural, la discreta elevacion de la FSH, causada por el
descenso de la retroalimentacién negativa que a su vez deriva del
comienzo de la declinacién funcional del CL, se mantiene durante un
numero escaso de dias, suficientes como para que un ntimero limitado
de foliculos sean reclutados, es decir, rescatados de la atresia, y para
que inicien una fase de crecimiento diferencial o seleccién, que
finalizara en el establecimiento de la dominancia de un tunico foliculo.
La administracién de gonadotropinas exdgena persigue precisamente
contrarrestar el efecto del feed-back negativo y a promover el
desarrollo multifolicular multiple de alto grado, necesario para

disponer de una cohorte de foliculos adecuada.

Por otro lado, la modificacién farmacoldgica del feed-back positivo es

preciso para lograr en primer término una anulacién de la capacidad
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hipofisaria de responder a la acciéon de la Hormona Liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) enddgena. Sin esta anulacién, denominada a
menudo hipofisectomia médica reversible, los cambios funcionales
preovulatorios, junto con la propia reanudacion de la meiosis y las
modificaciones metabodlicas del ovocito ocurririan de forma
impredecible y extemporanea, lo que haria imposible su obtencion
eficiente para su fecundacién ex—vivo. La aboliciéon temporal de la
capacidad de liberar un pico endégeno de la LH obliga a la sustitucion
farmacoldgica de éste, mediante el uso de actividad la LH exdgena

procedente generalmente de la hCG.

El desarrollo folicular ovarico depende de la accion de las dos
gonadotropinas principales (FSH y LH). Durante el ciclo menstrual,
hacia la mitad del ciclo aparecen dichas gonadotropinas sefialando el
inicio del intervalo periovulatorio, periodo durante el cual hay un
aumento de la produccion de progesterona por parte del foliculo
dominante. En este momento comienza la luteolisis, seguida de la

ruptura de la pared folicular con la consiguiente liberacion del ovocito.

La administracion exégena de gonadotropinas durante una
Estimulaciéon Ovarica Controlada (COS) conduce a un desarrollo
folicular multiple, lo cual es fundamental en las Técnicas de
Reproduccion Asistida (TRA). La administracién de gonadotropinas
exdgenas en el trascurso de una TRA conduce a unos niveles supra
fisioldgicos de la FSH circulante a lo largo de la fase folicular. Del mismo
modo hay un aumento de la progesterona que esta relacionado con el
incremento del nimero de foliculos, asi como con el nimero de CG.
Estos niveles aumentados poseen un patrén muy diferente a los

presentes en un ciclo menstrual normal (Andersen and Ezcurra 2014).
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La secuencia de la cascada de la esteroidogénesis es obviamente la
misma en el ciclo natural y en el contexto de la estimulaciéon ovarica
para Ciclos de FIV-TE, aunque ciertas actividades enzimaticas pueden
verse afectadas por el efecto de las concentraciones supra fisiologicas
de estradiol por efecto de la exposiciéon a dosis elevadas de la FSH. No
existen datos directos sobre el posible efecto de la hiperestimulacion
ovarica controlada sobre la actividad de la CYP17, y sobre las
repercusiones que podrian tener en la sintesis de progesterona
respecto al ciclo no estimulado. Es posible que la estimulacién ovarica
modifique no sélo la cantidad total sintetizada, sino la contribucion
relativa de la teca y la granulosa en su producciéon. Por una parte, el
incremento de la actividad de la CYP11A1 ejercida por el incremento de
la acciéon la FSH podria aumentar el consumo del sustrato comun
pregnenolona, y con ello reducir la produccién de progesterona por
medio de la acciéon la HSD3B2. Por otro lado, es probable que la
proporciéon de progesterona total sintetizada en las células granulosas
vaya en incremento a medida que progresa la estimulacion ovarica y
segiin aumenta la sensibilidad a la LH en estas células. Considerando
que la actividad de la CYP17 puede ser estimulada tanto por la LH como
por otros sistemas paracrinos ya mencionados, es muy probable que
sea intensamente sobre expresada en células estimuladas, lo que podria
determinar cambios en su apetencia diferencial por sus sustratos con
predominio de la transformacién de la 17-hidroxiprogesterona, o
catalizar su transformacién a progesterona simplemente por la
hiperabundancia de sustrato (Hugues 2012). Parece claro que durante
la fase folicular precoz, las células granulosas de los foliculos en fase de
seleccion no tienen gran sensibilidad a la LH, por lo que el incremento
de progesterona que sigue a la elevacién de la LH, observado por

ejemplo en la fase de flare-up del protocolo largo de agonistas, podria
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ser mas bien fruto del rescate funcional del cuerpo ltiteo preexistente

(Cedrin-Durnerin, Bulwa et al. 1996).

En un ciclo normal, el foliculo dominante crece hasta que las
concentraciones de FSH caen promoviendo una sensibilidad a las
gonadotropinas. Esto incluye una elevada sensibilidad de las CG por la
LH. A través de este mecanismo es por el que la luteinizacién tiene
lugar. Como respuesta a la accién de la LH, las GC adquieren una nueva
diferenciaciéon funcional, que es resultado de la pérdida de receptividad
a la FSH, y expresion de genes promotores de la sintesis de
progesterona y de otros factores implicados en procesos de
remodelacion tisular con claro impacto funcional, como Ila
neoangiogénesis. Las células luteinizadas como efecto de la accion
tonica de la descarga critica de la LH se denominan CGLOH y son la
unidad funcional basica del CL. Estas células han sido utilizadas con
frecuencia como modelo de estudio de multiples aspectos de la funcién

ovarica (Andersen and Ezcurra 2014).

Por otro lado, la accion de la LH sobre las células de la teca regula la
transformacién de progesterona en andrégenos por la acciéon de la
CYP17. Se ha propuesto que la acumulacién del ‘sustrato progesterona’,
que facilitaria su paso a la circulaciéon y la aparicion de efectos
endocrinos, entre otros sobre el endometrio, no sélo podria derivar de
una sintesis excesiva, sino también de una metabolizacién insuficiente a
andrégenos (Andersen and Ezcurra 2014). No estd bien establecido si
durante la estimulacion ovarica, la acciéon sobre la teca de la LH
disponible podria incrementar la produccién de andrégenos y reducir
asi la disponibilidad del sustrato comun para la sintesis alternativa de

progesterona.
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1.4 Caracterizacion de las células granulosas luteinizadas

1.4.1 Células granulosas luteinizadas diferenciadas

A pesar de compartir caracteristicas netamente comunes, las CG
reconocen cierto grado de heterogeneidad funcional en los foliculos en
desarrollo normal, que podria ser quizd expresién precoz de las
caracteristicas diferenciales de las diversas subpoblaciones de células

luteas funcionalmente ‘maduras’ (Johnson et al. 2015).

Antes de la ruptura folicular, las CG aumentan progresivamente de
tamafio y adoptan un aspecto vacuolado asociado a la acumulacion de
luteina; este proceso de crecimiento continta tras la ovulacién. Como ya
se ha indicado, la poblacidon de células luteas es heterogénea, ya que
estd compuesta por dos tipos celulares: células grandes y células
pequefias o tecaluteinicas. Estas ultimas son las mas abundantes, y
deben su denominacién a que parecen derivar de la teca y del estroma
circundante; de hecho, expresan receptores de la LH y de la hCG
(Osteen, Loeken et al. 1982). Las células grandes proceden, segin se
cree, de la transformacion lutea de las CG. Se ha propuesto que estas
células representan el lugar donde se produce primordialmente la
esteroidogénesis, por presentar mayor actividad aromatasa y mayor
sintesis de progesterona que en las células pequenas. La existencia de
uniones intercelulares que comunican ambas subpoblaciones se ha
propuesto como mecanismo de conexidn entre las células pequeias,
donde se concentra la capacidad de respuesta a la accion de la LH y de
la hCG, y las células grandes, donde asentaria predominantemente la

esteroidogénesis (Osteen, Loeken et al. 1982).

Adyacentes a las células luteas, la granulosa luteinizada contiene

también células endoteliales, leucocitos y fibroblastos. Estas lineas
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celulares de origen mesenquimal parecen desempefiar funciones no
sblo estructurales o de soporte vascular. Las diferentes poblaciones
leucocitarias presentes en el CL desde su fase luteogénica precoz tienen
capacidad de producciéon de citoquinas. Los leucocitos del CL también
son una rica fuente de enzimas citoliticas, prostaglandinas y factores de
crecimiento implicados en la angiogénesis, la esteroidogénesis y la
lutedlisis. Las células endoteliales constituyen aproximadamente el
50% de las células de un CL maduro, participando en reacciones

inmunitarias y en funciones endocrinas (Reynolds and Redmer 1999).

Las CGLOH, de facil acceso a través de los programas clinicos de
fecundacién in vitro, constituyen un modelo muy utilizado en el estudio
de los mecanismos de maduracién del foliculo ovarico. A lo largo de
todo el proceso de diferenciaciéon funcional tiene lugar un conjunto de
interacciones entre las Células de la Teca (Rimon-Dahari, Yerushalmi-
Heinemann et al. 2016), las CG y el ovocito, distintas de las mediadas
por via endocrina, y responsables de la maduracién nuclear y
citoplasmatica del ovocito, y de la adquisiciéon de plena competencia
funcional por el CL. Estos cambios funcionales han sido evaluados a
través de los cambios en la expresiéon génica de las células granulosas
(Monga, Sharma et al. 2011), asi como por medio del andlisis de los

patrones de transcripcion (Elvin, Yan et al. 1999).

El uso de las CG procedentes de aspirados foliculares realizados a
pacientes tratadas para FIV-TE es un modelo experimental
relativamente poco aplicado, y cuya estandarizacion no ha sido

suficientemente establecida (Ophir, Yung et al. 2014).

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
73



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

Una de las caracteristicas funcionales basicas de las CG procedentes de
punciones foliculares en el contexto del tratamiento de FIV-TE es que
han experimentado el efecto luteinizante de la dosis de la hCG que se
utiliza para reemplazar farmacolégicamente el pico endégeno de la LH.
Por tanto, el patréon de expresién génica y de sintesis proteica y
esteroidea de estas células corresponde a una fase de transicion entre la
fase folicular tardia y la fase ldtea, en la que el efecto de LH, modulado
por sefializaciones paracrinas de mediadores esteroideos y peptidicos,

ha comenzado a manifestarse (Ophir, Yung et al. 2014).

El perfil funcional de las CGLOH fue evaluado inicialmente estudiando
su capacidad de sintesis esteroidea. Los primeros estudios describieron
que tras cultivo de 7 dias en ausencia de gonadotropinas, las CGLOH
conservan su capacidad de respuesta a aquéllas en términos de sintesis
esteroidea (Breckwoldt, Selvaraj et al. 1996) (Sasson, Rimon et al.
2004). Otros estudios han mostrado que la capacidad de sintesis de
estradiol y progesterona de las CGLOH sometidas a cultivos de 72 h sin
adicion de gonadotropinas era superior a la mostrada por estas mismas
células en el momento inmediato a su extraccién y al inicio del cultivo
(Lindeberg, Carlstrom et al. 2007). Estos hallazgos indujeron a sugerir
la hipétesis de que los cultivos podrian favorecer la proliferaciéon de
células con un perfil funcional pre-ltiteo, aunque la heterogeneidad de
las metodologias e intervalos de estimulaciéon gonadotrépica in vitro
aplicados limitan la validez de estos hallazgos. Igualmente, la utilizacién
del perfil de sintesis esteroidogénica como marcador de estado de

diferenciacion de las CG es controvertible.

Estudios mdas recientes han propuesto el uso de marcadores

moleculares de diferenciacion celular mas fiables, con el fin de

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
74



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Introduccion

caracterizar mejor el perfil funcional de las células cultivadas, y de
detectar de forma mas precisa las diferencias entre las poblaciones
celulares de partida y las obtenidas mediante expansién y cultivo. Las
CGLOH, que constituyen el material celular de partida, son el fruto de la
diferenciaciéon progresiva de la granulosa desde las fases folicular
precoz e intermedia y preovulatoria. A lo largo de esta transformacion,
el perfil de expresion génica se modifica desde el caracteristico de las
CG propias del desarrollo folicular precoz, que presentan baja expresion
del Receptor de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH-R) (Camp, Rahal
et al. 1991) (O'Shaughnessy, Dudley et al. 1996) (Weil, Vendola et al.
1999), del Receptor de la Hormona Luteinizante (LH-R) (Camp, Rahal et
al. 1991), del gen codificador de la actividad de la CYP11A1, del gen de
la Aromatasa (CYP19A1), asi como de otros genes asociados a
actividades tréficas como la Anfirregulina (AREG) y la Epirregulina
(EREG) (Ashkenazi, Cao et al. 2005) (Zamah, Hsieh et al. 2010). La
progresion evolutiva a la fase de foliculo preovulatorio se asocia a un
incremento de la expresion del FSH-R y del LH-R (Ashkenazi, Cao et al.
2005) (Zamah, Hsieh et al. 2010), en la expresion de la CYP11A1 (Oonk,
Parker et al. 1990) y de la CYP19A1 (Clement and Monniaux 2013)
(Fitzpatrick, Carlone et al. 1997) (Kawai, Mihara et al. 2012)
(Nagashima, Kim et al. 2011). Como consecuencia de la accién del pico
de la LH, se incrementa la expresion de la AREG y la EREG,
promoviendo la sintesis de progesterona, inducida por la expresiéon de

la HSD3B2, y de genes relacionados con acciones preovulatorias.

La dindmica de la expresion génica de las CG han sido analizada por un
reciente estudio de Ophir (Ophir, Yung et al. 2014), que ha evaluado la
expresion del LH-R, del FSH-R, de la CYP11A1, del gen CYP19A1, de la

AREG y de la EREG en tres muestras celulares, correspondientes a CG
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procedentes de foliculos en fase precoz de desarrollo (> 12 mm de
diametro), células obtenidas de la aspiracién de foliculos preovulatorios
no luteinizados, y CGLOH. Los dos primeros tipos de CG fueron
obtenidos de punciones foliculares en ciclos destinados a la maduracion
in vitro de ovocitos, mientras que la tercera procedia de estimulaciones
ovaricas convencionales destinadas a tratamiento con FIV (Ophir, Yung
et al. 2014). En concordancia con los estudios previos al respecto, este
autor ha hallado niveles especificos de los transcritos analizados. Las CG
procedentes de foliculos antrales mas precoces presentaron niveles
bajos de ARNm especificos de LH-R, CYP11A1, CYP19A1, que resultaron
mas elevados en la muestra de CG de foliculos preovulatorios. Respecto
al FSH-R, los niveles resultaron maximos en las CG de los foliculos mas
inmaduros, y notablemente inferiores en las muestras de foliculos

preovulatorios y de foliculos luteinizados.

La hipétesis de que la heterogeneidad celular del CL se exprese también
en forma de patrones de disposicidn u organizacién estructural ha sido
sugerida por distintos autores que han analizado las caracteristicas
funcionales de las CG preldteas en relaciéon con su ubicaciéon en el
foliculo preovulatorio. Algunos estudios han pretendido definir
subpoblaciones de CG en relacién con caracteristicas como la capacidad
de aromatizacion o la tasa de division celular. En modelos
experimentales bovinos y humanos se han observado diferencias en
perfil de expresion génica o en la actividad metabdlica comparando CG
parietales préximas al antro y CG cercanas a la membrana basal, asi
como CG parietales respecto de las del cimulo, en modelos de cultivo
celular in vitro . Analogamente, en modelos de cultivo in vitro se ha
observado que la expresion de Colageno tipo IV en la granulosa folicular

es mayor alrededor de las células que expresan FSH-R y también que a
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medida que el desarrollo folicular progresa, la presencia de Colageno
tipo IV no sélo se detecta en la lamina basal del foliculo sino también en
los espacios intercelulares en la granulosa (Kossowska-Tomaszczuk,

De Geyter et al. 2009).

1.4.1 Células de granulosa ovarica con caracteristicas de

pluripotencialidad

Estas observaciones sobre la aparente heterogeneidad de las Células de
la Granuloso Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) y los
interrogantes sobre su diferenciacion progresiva a partir de un
compartimento de reserva generaron algunas hipotesis sobre la
existencia de elementos precursores con caracteristicas de Células
Progenitoras (CP). Rodgers et al. (Kossowska-Tomaszczuk, Pelczar et al.
2010) postularon que las CG que proliferan durante el crecimiento
folicular lo hacen a partir de una poblacién de CP que podrian formar
parte del revestimiento inicial del ovocito en la fase de foliculo
primordial. De acuerdo con este autor, la rapida proliferacion de las CG,
que crecen desde algunas decenas en el foliculo primordial hasta mas
de 40 millones en el preovulatorio, se ajusta mas a un modelo de
crecimiento exponencial a partir de una poblacion de células
precursoras en permanente diferenciacion que a una dinamica lineal

fruto de la simple duplicacién de las CG maduras.

Estas estimaciones, basadas en el estudio de la foliculogénesis bovina,
unidas a la observacion de que una pequefia proporcion de CG de
foliculos animales exhiben propiedades funcionales como falta de

inhibicién de crecimiento por contacto, capacidad de divisién in vitro
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sin anclaje al sustrato y pluripotencialidad, permitieron especular sobre

la existencia de una proporcién de CGLOH en el foliculo humano.

El grupo de Kossowska-Tomaszczuk K et al. (Rodgers, van Wezel et al.
1999) ha descrito por primera vez el aislamiento, tras cultivo in vitro
prolongado, de una subpoblaciéon de la CGLOH obtenidas a partir de
aspiracién  ovocitaria en el que considera probada la
multipotencialidad, al detectarse claras similitudes con las Células
Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) y Células Stem
Mesenquimales de Tejido Graso (DDSC), con respecto al perfil de
expresion inmunofenotipico y al comportamiento in vitro. No obstante,
este estudio considera caracterizada la condicién de Células Stem
Mesenquimal (MSC) en las CG aplicando un conjunto de marcadores
que no incluyen algunos de los marcadores inmunofenotipicos basicos
definidos por los criterios antes aludidos (Kossowska-Tomaszczuk, De

Geyter et al. 2009).

La identificacion de los marcadores especificos que caracterizan la
fraccion pluripotencial de las CG, ha sido el objeto de un numero
limitado de estudios (Dominici, Le Blanc et al. 2006) (Kossowska-
Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009) (Varras, Griva et al. 2012), cuyos
resultados son heterogéneos, aunque resultan dificilmente comparables
por las diferencias en el disefio experimental. Los tres estudios se basan
en la evaluacién evolutiva del perfil de expresion de marcadores de

pluripotencialidad en cultivos in vitro de CG humanas.

El estudio de Kossowska-Tomaszczuk utiliza CGLOH procedentes de
aspiraciones foliculares tras estimulacion ovarica para FIV y

seleccionadas inicialmente por la positividad de expresion del FSH-R y
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la negatividad del Marcador de Linfocitos T (CD3). Segun este estudio,
el cultivo prolongado de CGLOH en presencia de LIF (Mattioli, Gloria et
al.) permite observar una desapariciéon progresiva de marcadores
funcionales propios de CG diferenciadas (FSH-R y Aromatasa) y la
positividad, mantenida durante todo el proceso de cultivo, del Octamer-
Binding Transcription Factor 4 (OCT4), marcador caracteristico de
pluripotencialidad. Los marcadores especificos de pluripotencialidad en
células de estirpe germinal estudiados (Nanog, Vasa y Stellar)
resultaron negativos. Adicionalmente las CGLOH con capacidad para
expresar OCT4, resultaron también positivas para varios marcadores
especificos de MSC: CD29, CD44, CD90, CD105, CD117 y CD166 y
negativas para CD73. Otra prueba adicional de su pluripotencialidad fue
la diferenciaciéon inducida a estirpes osteogénica, condrogénica y
neurogénica. Los autores sugieren que sus resultados apoyan la
existencia de una poblacién de células pluripotentes con caracteristicas
propias de MSC, presentes en la granulosa folicular luteinizada y
susceptibles de expansion selectiva mediante cultivo prolongado en
presencia de LIF, en virtud de la capacidad de esta citoquina para
proteger selectivamente de la apoptosis a las células pluripotentes

(Butts, Riethman et al. 2009).

Mattioli realizé un estudio analogo mediante cultivo in vitro de CG
parietales de foliculos ovaricos porcinos, en fase folicular y lutea, y sin
caracterizarlas inicialmente mediante inmunoseleccién. Estos autores
no detectaron positividad de OCT4 ni basalmente ni a lo largo del
cultivo, mientras que si detectaron positividad basal de otros
marcadores de pluripotencialidad mesenquimal (Nanog, SOX2 y TERT)
tanto en CG no luteinizadas como luteinizadas. Tras 3 semanas de

diferenciacién osteogénica inducida in vitro, estas células mostraron
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una reduccién drastica de la expresion de marcadores de
pluripotencialidad mesenquimal, que aunque minima, seguia siendo

detectable (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009).

El estudio de Varras, publicado en 2012, analiz6 la expresion de OCT4 y
proteina DAZ-like (DAZL), marcador de estirpe germinal, en CG
procedentes de cimulo o6foro de ovocitos humanos, considerando una
serie de 21 pacientes, y el nivel de expresiéon en cada paciente como
unidad de medida (Mattioli, Gloria et al. 2012). Se detect6 expresion de
OCT4 en 10 de las pacientes estudiadas (48%), mientras que la
expresion de DAZL fue negativa en todos los casos. El estudio no
detecté correlaciéon entre la positividad de OCT4 y ninguna
caracteristica basal de las pacientes o de las estimulaciones ovdricas
que fueron consideradas (edad, indice de masa corporal, FSH, LH y
prolactinas basales, consumo de gonadotropinas, duraciéon de la
estimulacion, estradiol sérico en quinto dia de estimulacién y el dia de
la administracién de la hCG, foliculos aspirados, ovocitos obtenidos y
porcentaje de maduracion ovocitaria). Estos autores concluyen que, en
la mitad de las pacientes, las CG del cimulo contienen una subpoblacién

de CP de estirpe no germinal.

La heterogeneidad de los resultados de los estudios referidos podria
explicarse considerando tanto las diferencias metodolégicas relativas
tanto a la especie animal como al origen y los procedimientos de
obtencion y procesamiento de las CG. Una fuente adicional de
variabilidad de los resultados podria ser la diferente localizacién
folicular de las CG utilizadas en cada estudio. Los experimentos de
Kossowska-Tomaszczuck utilizaron como fuente celular los liquidos

procedentes de la aspiracidn folicular de pacientes infértiles, realizando
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una primera seleccion celular basada en la positividad del FSH-R
(Varras, Griva et al. 2012). Por el contrario, Varras partié de células
procedentes del cumulo o6foro de ovocitos humanos obtenidos para su
procesamiento en el contexto de una FIV (Kossowska-Tomaszczuk, De
Geyter et al. 2009). Finalmente, Mattioli empleé muestras de granulosa
procedentes del raspado del interior de los antros foliculares de
hembras de cerdo prenudbiles (Varras, Griva et al. 2012). En
consecuencia, la poblacién celular expandida en el estudio de
Kossowska-Tomaszczuck representa mas probablemente una mezcla
de los cuatro compartimentos funcionales de la granulosa antes
aludidos, mientras que las células utilizadas por los otros dos estudios
podrian ser a priori mas homogéneas (Mattioli, Gloria et al. 2012). Se ha
sefialado que la dindmica de expansién y crecimiento de las CG
parietales difiere de las del camulo, cuya actividad mitética es mas
intensa en los estadios finales del desarrollo folicular (Dzafic, Stimpfel
et al. 2013). Esta caracteristica diferencial afiadida a otras como el
gradiente de expresion de FSH-R y LH-R a lo largo de las diferentes
laminas granulosas, podrian expresar la existencia de diferentes
poblaciones celulares, con fracciones de células pluripotentes también

distintas.

Por otra parte, los tres estudios mencionados difieren respecto a la
metodologia aplicada para la deteccién de la expresion de OCT-4. Con
independencia de que la amplificacién se realice sobre muestras
agregadas o analizando por separado las procedentes de cada paciente,
Dzafic ha senalado que ninguno de los autores detalla el tipo de cebador
especifico utilizado para la amplificacion mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), lo cual puede ser relevante

considerando que OCT-4 puede ser amplificado por medio de las
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secuencias segmentarias OCT-4A, OCT4B y OCT-B1l. Sin que ello
suponga restar valor a OCT-4 como marcador de pluripotencialidad

(Hirshfield 1986).

La pluripotencialidad de las CGLOH ha sido evaluada también aplicando
metodologias de analisis de expresion génica diferencial. En un estudio
de reciente aparicion, el grupo de Dzafic compara el perfil de expresion
génica de las CG procedentes de aspiraciones foliculares de pacientes
tratadas con FIV, con un control positivo constituido por MSCMO, y otro
negativo, para el que se usaron fibroblastos de dermis humana (Dzafic,
Stimpfel et al. 2013). Este estudio comparé la expresién de un conjunto
de 84 genes, que incluia genes especificos de CP, genes no especificos
pero asociados a pluripotencialidad, genes relacionados con capacidad
de diferenciacién especifica a lineas mesenquimales concretas y un
cuarto grupo asociado a la regulacion de la funcién ovarica. Las células
procedentes de aspirados foliculares fueron depuradas de
contaminantes hematicos y de otro origen por medio tan sélo de
métodos de choque hipoosmdtico, sin que se aplicase ningin método de
seleccion fisica o inmunolédgica. Estas células expresaron 57 de los
genes estudiados, de los cuales 16 mostraron sobreexpresién y 20
subexpresiéon, en comparacion con las células mesenquimales
pluripotentes hematopoyéticas. La sobreexpresion mas intensa se
detectd para la Interleucina 10 (IL10) y la Proteina Tirosina Fosfatasa
45 (CD45); el primero de ambos esta implicado en Ila
inmunorregulacién de la respuesta inflamatoria, mientras que CD45
tiene relacion con el control de gran variedad de procesos de
diferenciacidn, proliferaciéon y malignizacién celular. Otro de los genes
mas sobre expresados resulté CD49f, codificante de la Alfa-6-Integrina,

que es una conocida molécula de adhesion considerada también
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marcador de diferenciacion de las CGLOH. Finalmente, dentro del grupo
de genes sobre expresados se identificaron otros ocho, igualmente
sobre regulados en las MSCMO utilizadas como controles, y asociados a
pluripotencialidad, especificos de pluripotencialidad mesenquimal
(CD106, CD146) o asociados a la misma (IL10, CD45, y TNF, IWWF), o
implicados en lineas de diferenciacion especifica, como la condrogénica
(SOX9). Este estudio concluye que las células procedentes de aspirado
folicular, presumiblemente CLGOH en su mayoria, muestran un perfil de
expresion génica notablemente similar, aunque no totalmente
superponible al de las MSCMO, y muy diferente al de los fibroblastos de

dermis humana.

El estudio de Dzafic incluye ademas la descripciéon de la primera
diferenciacién experimental inducida a células de estirpe pancreatica a
partir de una muestra inicial de células procedentes de aspiracion
folicular en pacientes tratadas con FIV (Dzafic, Stimpfel et al. 2014), por
medio de la aplicacion, con ligeras modificaciones, de un protocolo de
diferenciacion previamente descrito para otras CP (Dzafic, Stimpfel et
al. 2014). Conviene sefialar sin embargo que el material celular de
partida de este experimento no es propiamente una muestra de CG
identificadas, segun los criterios mayoritariamente empleados en los
estudios analogos, sino una solucién del conjunto del material celular
obtenido mediante aspiracion ovarica, del cual se habia eliminado
parcialmente la  contaminacién hematica mediante choque

hipoosmético (Chandra, G et al. 2009).
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1.5 Expansion de las CG con caracteristicas de

pluripotencialidad

Las CGLOH mas comunmente empleadas para los estudios in vitro, se
han obtenido como producto residual de los liquidos foliculares
procedentes recuperacion ovocitaria en mujeres sometidas a protocolos
de estimulacién ovarica controlada para FIV y a puncién folicular
transvaginal ecoguiada. Dado que el foliculo post-ovulatorio adquiere
una creciente vascularizacion, el aspirado folicular en las pacientes
pertenecientes a los programas de FIV contiene una poblacion celular
heterogénea en la cual las CG estan mezcladas con leucocitos,
eritrocitos y otros tipos celulares, tales como células endoteliales y

epiteliales.

La seleccion de una poblacion experimental pura de CG sin presencia de
elementos celulares contaminantes es imprescindible para el abordaje
de estudios analiticos sobre el fenotipo y comportamiento de estas
células. Los procedimientos de seleccion mediante centrifugacién en
gradientes de densidad permiten una depuracion inicial suficiente para
obtener poblaciones de CG con escasa contaminacién, y susceptibles
por tanto de expansion in vitro y posterior inmunoselecciéon (Dzafic,

Stimpfel et al. 2014) (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009).

Tras la purificacion de las CGLOH, la mayoria de los autores han
sugerido la conveniencia de acumular material celular mediante
criopreservacion a -809C, usando como crioprotector Dimetilsulféxido
(DMSO), para su posterior almacenamiento en N2 liquido a -1962C
(Riva, Omes et al. 2014). La finalidad de este procedimiento es asegurar
una reserva celular suficiente para atender las necesidades impuestas

por los disenos experimentales, asi como para disminuir el posible
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efecto de la variabilidad bioldgica. Con este fin, diversas publicaciones
proponen que las reservas celulares de CGLOH procedan de diversos
pacientes, y que cada experimento se lleve a cabo con una mezcla de las
diferentes poblaciones celulares congeladas. Este sistema, de
indudables ventajas conceptuales y logisticas, incrementa ligeramente
la complejidad del proceso de acumulacion celular, pues obliga a la
deplecion selectiva de células CD3+, con el objeto de evitar la reaccion

de inmunidad celular.

Los primeros datos sobre el mantenimiento en cultivo prolongado de
CG proceden de estudios centrados en el aislamiento de lineas celulares
inmortalizadas a partir de tumores malignos de CG (Kossowska-
Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009). El estudio de marcadores de
multipotencialidad en las CG ha sido posible a partir de la descripcién
de su cultivo eficiente a largo plazo en presencia de LIF (Kossowska-
Tomaszczuk and De Geyter), citoquina utilizada como aditivo en medios
de cultivo para el desarrollo de MSC por su efecto protector frente a la
apoptosis (Butts, Riethman et al. 2009). El LIF se ha revelado como un
importante estimulador de la autorregeneracion tisular a partir de MSC
en cerebro (Daheron, Opitz et al. 2004), intestino y médula 6sea (Jiang,
Vaessena et al. 2002). Se ha comprobado que durante el cultivo
prolongado de CGLOH en presencia de LIF, tiene lugar una progresiva
proliferacién de células que no expresan caracteristicas primarias de CG
y por el contrario expresan factores como OCT4, factor de transcripcién
que constituye una de las isoformas codificadas por el gen OCT4. Este
gen se considera un importante regulador de la diferenciacion y la

autorregeneracion en varios tejidos (Abir, Fisch et al. 2004).
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Inicialmente se consideraba que las CGLOH estaban terminalmente
diferenciadas y que inevitablemente sufrian apoptosis en pocos dias
tras la ovulacion (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009). Sin
embargo, experiencias como la de Kossowska y posteriores ponen de
manifiesto que entre las CGLOH existe una subpoblacién celular viable
durante periodos prolongados de tiempo, cuando son cultivadas en
presencia de LIF (Niswender, Juengel et al. 2000) (Kossowska-
Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009). Varios estudios de estos autores
sefialan que el LIF promueve la supervivencia selectiva de las CGLOH,
mientras que en ausencia de LIF estas células invariablemente sufririan
apoptosis (Zhang, Vollmer et al. 2000). Sin embargo, esta expansion
selectiva no induce la desaparicion completa de células capaces de
expresar caracteristicas propias de las CGLOH, tales como la actividad
Aromatasa o el FSHR. A este respecto, se desconoce si la persistencia de
estos marcadores son fruto de la supervivencia parcial de las CGLOH

diferenciadas o son expresadas tanto por estas como por las CP.

Mas recientemente, se han propuesto metodologias alternativas para la
expansion de la fraccion pluripotente de las CGLOH mediante cultivo
prolongado sin necesidad de adiciéon de LIF. En el estudio de Riva,
(Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009), las células
procedentes de aspiracion folicular fueron cultivadas en medio de
cultivo convencional tamponado con un 10% de suero bovino fetal, y
suplementado con L-Glutamina 2mM y antibidticos, pero carente de LIF.
Tras la primera semana de cultivo, tanto las células Unicas como las
pequefias agrupaciones iniciales comenzaron a expandirse formando
colonias durante las 2-3 semanas siguientes. La poblacién celular
expandida resulté morfoldégicamente heterogénea, por estar constituida

por células con morfologia redondeada o cuboidal, similar a la que
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muestran las células epiteliales, y también por otras de aspecto
fibroblastoide o neural, con proyecciones dendriformes del citoplasma.
Las ceélulas adheridas a la superficie de cultivo no expresaron
marcadores inmunohistoquimicos de estirpe mesenquimal (vimentina),
y, por el contrario, resultaron positivas para marcadores de
pluripotencialidad mesenquimal (CD90, CD44, CD105 y CD73 entre
otros), pero negativas para proteinas propias de células epiteliales,
como CD34, CD45 y citoqueratinas. La prueba experimental de la
pluripotencialidad de estas células se obtuvo mediante la diferenciacién
inducida a estirpes osteogénica, condrogénica y adipogénica. Estos
hallazgos sugieren la posibilidad de obtener células de origen epitelial,
procedentes de la expansion de una subpoblacién de CGLOH, que
expresan caracteristicas asociadas a la pluripotencialidad mesenquimal,
y sin la necesidad de la proteccién frente a la apoptosis que proporciona

el cultivo en presencia de LIF (Riva, Omes et al. 2014).

1.6 Induccién de diferenciacion hacia lineas mesenquimales
especificas a partir de Células de la Granulosa

Progenitoras Expandidas (CGPE).

El interés biolégico y clinico por las MSC se ha incrementado de una
forma drastica en las ultimas tres décadas. Con la intencién de unificar
criterios entre los diferentes laboratorios y basandose en
investigaciones cientificas y estudios preclinicos, la ISCT, ha puesto de
manifiesto ciertas caracteristicas de las MSC humanas. Este documento
tiene como objetivo proveer a la comunidad cientifica una serie de

criterios estandar para definir a las MSC (Riva, Omes et al. 2014).
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Segun los criterios de la ISCT, las MSC son células adultas multipotentes
capaces de autorrenovarse, proliferar y diferenciarse a tejidos
diferentes de su origen, dependiendo del microambiente que las rodee.
Son sencillas de aislar y cultivar in vitro gracias a su principal
caracteristica, la adherencia al sustrato plastico. Tienen morfologia
fibroblastoide, poseen la capacidad de diferenciarse a otras lineas
dependiendo de las condiciones de cultivo y expresan en su superficie

antigenos especificos.

En primer lugar, como ya se ha mencionado, las MSC deben tener
adherencia al plastico cuando se mantienen en unas condiciones de
cultivo estdndar (Dominici, Le Blanc et al. 2006) (Colter, Class et al.
2000). En segundo lugar, mas del 95% de la poblaciéon de MSC deben
expresar CD105, CD73 y CD90, tras mediciéon con citometria de flujo.
Adicionalmente, estas células deben tener una escasa expresion (menos
del 2% de positividad) para CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19,
Antigeno de histocompatibilidad (HLA-DR: Human Leukocyte Antigen).
Tercero, estas células deben tener la capacidad de diferenciarse a
osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo una condiciones de
diferenciacién especificas para cada linea (Jiang, Jahagirdar et al. 2002)

(Bieback, Kern et al. 2004) (Dazzi, Ramasamy et al. 2006).

Diferentes tejidos adultos pueden ser fuente alternativa de MSC. Un
amplio niimero de estudios han mostrado que la Médula Osea (MO)
adulta contiene una poblacién de MSC capaz de diferenciarse en
diferentes linajes celulares (Dizerega and Hodgen 1981) (Jiang,
Jahagirdar et al. 2002). Sin embargo, el proceso de extracciéon de MSC de
médula 6sea es doloroso para los pacientes y el nimero celular

recuperado es bajo (Jiang, Vaessena et al. 2002).
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El tejido adiposo es otra fuente de MSC, las cuales se obtienen mediante
lipoaspiracion, método, segiin otros autores, menos invasivo que el
anterior y con el que se obtiene un niimero celular mayor (Jang, Lee et
al. 2010). Existen otra muchas fuentes de MSC como pueden ser la
pulpa de los dientes (Wu, Wang et al. 2012), la placenta y la membrana
fetal (Tirino, Paino et al. 2012), las glandulas salivares (Raynaud, Maleki

etal. 2012) o el endometrio (Rotter, Oder et al. 2008).

El grupo de Kossowska-Tomaszczuk K et al, (Schuring, Schulte et al.
2011), ha demostrado la multipotencialidad de las CGLOH obtenidas a
partir de liquido folicular, observando claras similitudes con la
caracterizacién y el comportamiento de las MSCMO y tejido graso. Al
igual que otras mesenquimales pluripotentes, las Células de la
Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE), son células adultas
multipotentes capaces de autorrenovarse, proliferar y diferenciarse a
tejidos diferentes de su origen, dependiendo del microambiente que las
rodee. Se ha demostrado la capacidad de estas células para
diferenciarse en otras lineas especificas, entre ellas osteoblastica,
adipocitica y condrocitica, dependiendo de la presencia de inductores

especificos en el cultivo.

En relacién con la diferenciaciéon osteogénica, descrita por los trabajos
iniciales (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009) (Bieback, Kern
et al. 2004) se ha evidenciado la posibilidad de que CGPE de ovario
humano, en presencia de LIF y tratadas con medio inductor de la
diferenciacién osteogénica (MiltenyiBiotec®) cambien su morfologia por
otra “estrellada” propia de los osteoblastos y presenten depdsitos de
calcio visibles mediante tinciones especificas en las zonas de

confluencia celular en el cultivo en monocapa.
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La diferenciaciéon adipogénica ha sido descrita a partir de diferentes
tipos celulares (Mauro, Turriani et al. 2010) (Bieback, Kern et al. 2004).
Segun estudios preliminares, las CGPE son capaces de diferenciarse a
adipocitos tras cultivo prolongado en presencia de LIF y medio inductor
de la diferenciacion adipogénica (Kit Lonza Ibérica products S.L), donde
se observan abundantes vacuolas de grasa tefiidas de rojo (Oil Red

Merk®) debido a la naturaleza lipofilica del colorante.

La diferenciacién condrogénica ha sido descrita por varios grupos a
partir de distintos tipos celulares (Pittenger, Mackay et al. 1999)
(Mackay, Beck et al. 1998). En estudios preliminares evidenciamos la
diferenciacién condrogénica a partir de CG procedentes de aspirados
foliculares ovaricos humanos tras cultivo en presencia de LIF y medio
inductor especifico (MiltenyiBiotec®). La tincion con Azul de Tolouidina

identifica los proteoglicanos sintetizados por las células condrociticas.

Las MSC pueden ademas diferenciarse a otros tipos celulares como
puede ser el linaje neurogénico (Bieback, Kern et al. 2004) (Jang, Cho et
al. 2010). Esta habilidad de diferenciacién refleja la potencialidad
biolégica como células con capacidad de diferenciaciéon temprana y/o la
plasticidad de las MSC adultas derivadas de distintas fuentes. La
diferenciacidn al linaje neurogénico puede conseguirse tras el cultivo de
las MSC en un medio de induccién especifico, que generalmente
consiste en una mezcla de factores de crecimiento y pequeias

moléculas (Taran, Mamidi et al. 2014).
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1.7 Mecanismos de proteccion celular y regeneracion tisular

La utilizacién de MSC susceptibles de expansién mediante cultivo in
vitro en la prevencion del dafio celular y en la regeneracion tisular viene
siendo objeto de una creciente atencion desde hace afios. La utilidad del
trasplante de las MSCMO en la regeneracién tisular en médula espinal,
tejido cardiaco y piel ha sido ensayada con éxito en modelos
experimentales. Las MSC son susceptibles de adquirir diferenciacion
osteogénica, condrogénica, adipogénica, cardiogénica, neurogénica y

estromal hematopoyética (Mukai, Nagamura-Inoue et al. 2016).

En los ultimos afios ha habido un interés creciente en el posible uso de
la medicina regenerativa y las células madre adultas, particularmente
las derivadas de médula 6sea, en combinacion con el deterioro de
6rganos y tejidos relacionado con la edad. Gran parte del conocimiento
actual sobre la biologia de las células madre adultas deriva de estudios
en los cuales las células madre o progenitoras fueron evaluadas por su
habilidad para mejorar la funcién de o6rganos en enfermedades o
lesiones (Ciuffreda, Malpasso et al. 2016) (Lee, Kim et al. 2007) (Alison,
Poulsom et al. 2000), o bien, en estudios in vitro en los cuales las
MSCMO se diferencian en diferentes tipos celulares (Schwartz, Reyes et

al. 2002) (Grove, Bruscia et al. 2004).

El eje reproductor femenino proporciona un modelo excelente para
entender la degeneracién funcional derivada de la edad, es decir del
envejecimiento tisular, ya que los ovarios experimentan una involucion
funcional fisiolégica que progresa con la edad, experimentando un fallo
germinal a edades relativamente tempranas en el contexto de la actual
expectativa de vida (Fehrer and Lepperdinger 2005). En un estudio
realizado en ratén en 2009 (Buckler 2005), se usé el sistema

reproductor femenino como modelo para investigar si la pérdida de
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unidades foliculares asociada a la edad podria ser retrasada por medio
del uso de las MSCMO, prolongando la pervivencia de unidades
foliculares funcionales hasta edades cronoldgicamente avanzadas. La
infusion de MSCMO procedentes de hembras donantes jovenes fue
efectiva en la prolongacién de la funcién reproductiva de los ovarios
solo si su infusiéon se realizaba en etapas en las que el drgano

conservaba su funcién germinal.

Ademdas de este mecanismo que podria conceptuarse como de
« = 7 . » .7 . ’,

reposicion celular directa”, la funcién regenerativa de estas células se
ha puesto en relaciéon con su capacidad para producir mediadores y
citoquinas angiogénicas, anti apoptoticas y mitogénicas, tales como el

VEGF, HGF, IGF-I, FGF-B, entre otros (Selesniemi, Lee et al. 2011).

La utilidad de las MSC para la prevencion del dafio de la reserva
folicular ovarica producido por la quimioterapia ha sido explorada por
un numero aun limitado de estudios. Fu X et al,, (Fu, He et al. 2008)
aplicaron el cocultivo de CG murinas expuestas a Fosforamida en
presencia de MSCMO, cuya capacidad para producir citoquinas troéficas
(VEGF, HGF, IGF-I) habia sido previamente constatada, con respecto a
los controles, las CG murinas cultivadas con MSCMO experimentaron un
porcentaje significativamente menor de apoptosis y mostraron un
incremento en la expresion de bcl2. En un segundo experimento, el
trasplante in vivo de MSCMO al animal de experimentacién previamente
expuesto a Fosforamida mejoro6 significativamente la funcién ovarica en
términos de reduccién de apoptosis e incremento de expresiéon de bcl2,
recuento de foliculos antrales a las 6 y 8 semanas de la exposicion,
incremento de la sintesis de estradiol y descenso de las concentraciones

séricas de la FSH.
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En esta misma linea, Takehara estudi6 los posibles efectos
regenerativos de las MSC de tejido adiposo en un modelo animal de
toxicidad ovarica inducida por Ciclofosfamida (Fu, He et al. 2008). Las
MSC de tejido adiposo procedentes de ratones macho fueron
caracterizadas, expandidas y trasplantadas por inyeccidon directa al
ovario de ratonas quimio tratadas, tras lo cual se observd que los
ovarios sometidos al trasplante presentaban un incremento
significativo en la angiogénesis y en el numero de foliculos y CL
presentes en comparacién con los controles. La histologia no mostré
ninguna alteracién morfolégica evidente en los ovarios trasplantados.
Las MSC de tejido adiposo trasplantadas a los ovarios quimio expuestos
mostraron una elevada capacidad de produccién de citoquinas troéficas
(VEGF, HGF, IGF-I) tras su incorporacién al tejido ovdrico. Estos
resultados sugieren que la terapia celular basada en la accién de las
MSC podria ejercer una accion regenerativa sobre el ovario afectado

por un deterioro de la reserva folicular por efecto de la Ciclofosfamida.

1.8 Estrategias de citoproteccion ovarica

El envejecimiento ovarico puede considerarse resultado de una
reduccién progresiva de namero de foliculos primordiales y de pérdida,
en los restantes, de las capacidades de proteccion frente a la atresia
folicular. Este fenémeno fisiolégico, responsable de la disminucién
progresiva de la competencia folicular en los aspectos endocrino-
paracrino y reproductivo, estd mediado basicamente por dos vias
finales de pérdida de la homeostasis celular: el Estrés Oxidativo (OS:
Oxidative Stress) y el Estrés Carbonilico (CS: Carbonilic Stress). Los
radicales libres de oxigeno y carbono ejercen efectos desestabilizadores

tanto sobre el metabolismo celular como sobre las biomoléculas
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estructurales, determinando un estado de labilidad que predispone al
desencadenamiento de los mecanismos apoptoticos (Takehara,

Yabuuchi et al. 2013).

Diferentes estudios, in vivo e in vitro, han puesto de manifiesto que el
estado de o6xido-reduccion celular, el nivel de radicales libres de
oxigeno, y la capacidad de neutralizacién de los mismos esta
significativamente reducido en los distintos compartimentos foliculares

ovaricos en pacientes de edad avanzada (Harman 2006).

1.8.1 Proteccion frente a estrés oxidativo

El efecto del desequilibrio entre sistemas antioxidantes y la produccién
de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) sobre el metabolismo celular
en el foliculo ovarico, ha sido evaluado por varios estudios que han
considerado como variable final de resultado el rendimiento de los
ovocitos obtenidos tras estimulaciéon ovéarica en términos de calidad
ovocitaria y resultado gestacional. Los resultados de dichos estudios,
sumamente contradictorios, han descrito tanto la asociacién negativa
entre niveles de ROS y resultado gestacional, como la contraria, y hasta
la ausencia de asociacidén constatable (Matos, Stevenson et al. 2009).
Los efectos beneficiosos son del trabajo de Attaran (Tatone, Amicarelli
et al. 2008), los perjudiciales de Das (Attaran and Gidwani 2003), la
ausencia de los mismos de Oyawoye (Das, Chattopadhyay et al. 2006),
Pasqualotto (Oyawoye, Abdel Gadir et al. 2003). Las posibles
explicaciones a la heterogeneidad de resultados residirian en las
notables diferencias del perfil de las pacientes estudiadas, asi como en
las metodologias empleadas por los diferentes autores para la

cuantificacion de las ROS y la evaluacién de sus efectos.
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La implicacion de los niveles de ROS en el envejecimiento ovarico se ha
sugerido tras el conocimiento de su capacidad para modular funciones
o procesos fisiolégicos como esteroidogénesis ovarica, maduracion
ovocitaria, luteolisis, implantaciéon y desarrollo embrionario precoz
(Pasqualotto, Agarwal et al. 2004). Existen evidencias de que el
predominio del metabolismo oxidativo se asocia a disminucion de la
calidad ovocitaria en modelos murinos, en términos de estabilidad del
huso divisional, funcién mitocondrial y produccién de Adenosin

Trifosfato (ATP) (McReynolds, Dzieciatkowska et al. 2012).

En uno de los primeros estudios en modelo humano Tatone evalu6 la
relacién entre la edad y las alteraciones mediadas por OS detectable en
CG ovaricas en foliculos periovulatorios (Zhang, Yang et al. 2006).
Comparando poblaciones de CG procedentes de pacientes jovenes (27-
32 afios) con las obtenidas de pacientes de mayor edad (38-41 afios),
este estudio hallé que los niveles de Superdxido Dismutasa 1y 2 (SOD1
y SOD2) y catalasa, cuantificados mediante PCR, resultaron mas bajos
en pacientes de edad avanzada. Adicionalmente, mediante evaluacion
ultraestructural de las CG se observé mayor frecuencia de alteraciones
en la ultraestructura mitocondrial en las células procedentes de las
pacientes de mayor edad. Estos mismos autores han asociado la
disminucién de la capacidad antioxidante en la granulosa folicular de
pacientes con edad avanzada con la menor expresion de genes
codificantes de enzimas neutralizadoras como SOD y catalasa (Tatone,

Carbone et al. 2006).

Para superar las limitaciones de los métodos de cuantificaciéon de las
ROS mediante métodos simples como quimioluminiscencia, se han

propuesto métodos alternativos. En el trabajo de Linton (Tatone,
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Carbone et al. 2007), se desarrollé6 un procedimiento de evaluacion
global del OS basado en la cuantificacién mediante electroforesis de los
residuos oxidados incorporados a las proteinas. Estos autores y otros
que han aplicado metodologias similares proponen que la acumulacion
de moléculas oxidadas esta en relacion con la edad, que se correlaciona
de forma directa con el nivel de envejecimiento ovarico por OS (Linton,
Davies et al. 2001) (Linton, Davies et al. 2001). En esta misma linea,
McReynolds, ha evaluado la expresion protedémica y gendmica
diferencial de CG procedentes de mujeres de diferentes edades y se ha
observado que el incremento de la edad determina diferencias
significativas en la expresion de proteinas reguladoras del metabolismo
oxidativo (HDS17B4) y mecanismos postranscripcionales capaces de
inactivar vias fundamentales de proteccién frente a la apoptosis (Eaton

2006).

En consecuencia, y con las reservas derivadas de la heterogeneidad de
los resultados descritos, resulta plausible la hipétesis de la asociacion
causal entre la acumulacion de ROS y el deterioro progresivo del
equilibrio funcional de las CG ovaricas. La causa desencadenante de este
fenoémeno seria la pérdida progresiva de eficacia de los mecanismos
antioxidantes protectores, de lo que resultaria la disfuncion celular por
estrés oxidativo y la atresia por apoptosis (McReynolds, Dzieciatkowska

etal. 2012).

Los mecanismos de intervencion sugeridos para limitar o revertir ese
proceso deberian basarse en el restablecimiento de la actividad normal
de los sistemas antioxidativos celulares, por medio de intervenciones
farmacolégicas, higiénico-dietéticas o basadas en terapia celular

(Regan, Knight et al. 2018).
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1.8.2 Proteccion frente a estrés carbonilico

1.8.2.1 Fuentes de estrés carbonilico: biosintesis y regulacion

del metabolismo de las especies reactivas de carbono

Los Productos Finales de la Glicoslacién Avanzada (AGEs) constituyen
un grupo heterogéneo de compuestos, formado por mdas de 20
variedades, entre las que cabe destacar los precursores Glioxal, metil-
Glioxal y 3-deoxi-glucosona, originados por procesos glicoliticos o a
través de lipoperoxidacion, y los AGEs activos, como pentosidina, N-
carboxi-metil-lisina (CML), pirralina, dimero metil-Glioxal-lisina
(MOLD), dimero 3-deoxi-glucosona-lisina (DOLD), hidroxi-imidazolona,
glucosepano y carboxi-etil-lisina (CEL) (Tatone, Amicarelli et al. 2008).
En condiciones de equilibrio fisioldgico, la sintesis de AGE es lenta,
mientras que, en situaciones de estrés metabdlico cronico, como
hiperglicemia, resistencia insulinica, envejecimiento, OS o hipoxia, la

produccion de AGE se incrementa sustancialmente.

La glicosilacion es wuna de las fuentes de modificacion
postranscripcional mas relevantes, por medio de transformaciéon no
enzimatica, de proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Merhi 2014) (Inagi
2011). La glicacién avanzada determina una modificacién no reversible
de la estructura secundaria y terciaria de las proteinas, que
experimentan asi cambios conformacionales que con frecuencia tienen
consecuencias funcionales, y favorecen la disfuncién metabdlica celular

y la apoptosis.

Los mecanismos de lesion celular mediados por los AGE son multiples
(Piperi, Adamopoulos et al. 2012) (Inagi 2011). La accién de estos

compuestos no depende so6lo de su interaccién con receptores
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especificos, ya que también tienen capacidad para desnaturalizar
directamente las proteinas de la matriz extracelular, como el colageno
(Piperi, Adamopoulos et al. 2012). No obstante, los AGE circulantes
pueden interactuar también sobre receptores celulares de superficie, y
en concreto el Receptor de los RAGE, que pertenece a la superfamilia de
los receptores a inmunoglobulinas (Piperi, Adamopoulos et al. 2012). La
interaccion de los AGE con este receptor conduce a la amplificaciéon de
la sefial mediante mecanismos de segundos mensajeros, que activan
finalmente el factor nuclear kappa-B, y favorecen cambios celulares
proinflamatorios, asi como toxicidad y lesién celular (Kalea, Reiniger et

al. 2009).

El RAGE esta constituido por un dominio externo, un dominio interno y
una tercera transmembrana, se expresa en gran numero de tejidos y
organos, y resulta especialmente abundante en ovario, tejidos
cardiacos, musculo estriado y pared vascular. Ademas, diversas células
sanguineas, como monocitos, macrofagos y linfocitos, también expresan
RAGE. En situacion de equilibrio metabdlico, y a lo largo de la mayor
parte de la vida, la expresion de RAGE es escasa. A medida que se
incrementa la edad del sujeto, la expresion de RAGE va en aumento,
como consecuencia de la acumulacién de ligandos de RAGE, que
estimulan la expresion del receptor (Kalea, Reiniger et al. 2009) (Basta
2008). La accion nosogena de los RAE se ha invocado en diferentes
trastornos y procesos patolégicos. En situaciones como diabetes
mellitus, estados inflamatorios croénicos, arterioesclerosis o sindrome
de ovario poliquistico se ha observado un claro incremento de la
producciéon de RAGE, que podrian actuar como agente etiopatogénico

en adyuvancia con precursores de los propios RAGE y con otros
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mediadores propios de los estados de inflamaciéon crénica. (Kalea,

Reiniger et al. 2009).

Ademas del receptor convencional, se han descrito formas de los
Receptores de los RAGE carentes del dominio interno y del dominio
transmembrana (Kalea, Reiniger et al. 2009) (Diamanti-Kandarakis,
Piperi et al. 2007). Después de su sintesis, estas formas ‘incompletas’
del receptor pueden ser liberadas al medio extracelular y detectadas en
sangre, por lo que se denominan Receptores de los Productos Finales de
la Glicoslacion Avanzada Solubles (sRACE). Su presencia en la
circulaciéon periférica permite su uniéon a sus ligandos especificos,
modulando la fraccién libre de los mismos, y actuando en suma como
sistema protector de los eventos moleculares intracelulares
desfavorables desencadenados por los AGE. Esta fraccion soluble de
receptores parece estar influida por el nivel de glucemia, ya que se ha
descrito su reduccidén en situaciones de hiperglicemia (Diamanti-
Kandarakis, Katsikis et al. 2008). Se ha sugerido que la fraccion soluble
de los receptores podria ejercer un papel protector frente a la accion
nociva de los AGE, tras la observacion de la relacion inversa entre la
expresion de la fraccién soluble de receptores y la severidad de los
efectos cardiovasculares presentes en pacientes con situaciones que

incrementan la sintesis de AGE (Basta 2008).

Los niveles séricos de los AGE parecen depender de fuentes endogenas
y ex6genas de estos compuestos. Las principales fuentes exdgenas son
la dieta y el consumo de tabaco. Los alimentos ricos en proteinas y
grasas, como la carne, los alimentos lacteos grasos y la yema de huevo
son ricos en AGE (Basta 2008). Ademas, algunos procedimientos

culinarios ampliamente difundidos en las sociedades desarrolladas,
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como el recalentamiento de la comida rapida precocinada, aumentan
extraordinariamente el contenido en AGE de los alimentos. Un estudio
experimental realizado en ratas hembra por el grupo de Diamanti-
Kandarakis (Poulsen, Hedegaard et al. 2013) mostr6 que la exposicion
durante seis meses a una dieta rica en AGE se asocio con el incremento
de los niveles séricos y tisulares de estos compuestos, en comparacion
con animales con dieta pobre en AGE y con controles con dietas
normales. Los animales alimentados con dieta con alto contenido en
AGE mostraron también valores promedio de glucemia basal, de
insulina y de testosterona sérica significativamente mayores, asi como

ovarios de mayor peso.

Por otro lado, diversos experimentos animales han evidenciado que la
dieta con bajo contenido en AGE puede reducir significativamente los
niveles séricos de AGE, mejorar la sensibilidad a la insulina y prevenir la
progresion de la enfermedad vascular (Diamanti-Kandarakis, Piperi et
al. 2007) (Hofmann, Dong et al. 2002) (Vlassara, Cai et al. 2002). La
dieta pobre en AGE unida a la administracion de aminoguanidina, un
bloqueante de la sintesis de AGE, ha mostrado también efectividad en la
reduccién de los niveles séricos de AGE en ratas con diabetes inducida
(Uribarri, Peppa et al. 2003) (Uribarri, Peppa et al. 2003). Estudios
clinicos realizados en mujeres con Sindrome de Ovario Poliquistico
(SOP) han concluido que la administracién de orlistat, un inhibidor de la
lipasa intestinal utilizado como adyuvante en los tratamientos de la
obesidad, se asocia con una reduccion de la absorcién de AGE tras la
ingesta de una comida rica en estos compuestos, asi como de los niveles
séricos de AGE en el periodo postprandial (Diamanti-Kandarakis, Piperi

etal. 2007).
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El consumo de tabaco es una fuente exégena de AGE bien conocida. Los
niveles séricos de AGE tienden a ser mas elevados en la poblacién
fumadora (Diamanti-Kandarakis, Katsikis et al. 2008), y las especies
reactivas originadas por glicacion son detectables tanto en el tabaco
como en el humo de tabaco, en formas facilmente activas para la
desnaturalizacidn de proteinas, tanto en ambiente in vitro como in vivo.

La reactividad de los AGE puede ser inhibida por la aminoguanidina.

1.8.2.2 Mecanismos de disfuncion y lesion celular mediadas

por especies carbonilicas

Las especies reactivas carbonilicas comparten con las ROS su capacidad
para desnaturalizar lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Sin embargo,
resultan mas estables que los compuestos reactivos de oxigeno, por lo
que son capaces, a diferencia de estos, de mantener su toxicidad en el

medio extracelular y ejercerla a distancia.

Los dos compuestos carbonilicos de maxima reactividad son el Glioxal y
el MetilGlioxal, pertenecientes a los compuestos reactivos carbonilicos
con estructura de oxo-aldehido. Ambos compuestos, y en especial el
metilGlioxal, son capaces entre otros efectos de inhibir la funcién y la
proliferaciéon mitocondrial, de inducir apoptosis, y de inducir la
produccion de ROS. En concreto la interaccion de las especies reactivas
carbonilicas con las moléculas ricas en grupos -amino se produce
mediante glicosilacion postraslacional de las mismas, lo que da lugar a
la formacién de los llamados AGE, que incluyen entre otros, carboxi-

metil-lisina, hidroimidazolonas y argipirimidinas.
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El espectro de vias metabdlicas celulares que pueden ser interferidas
por la acciéon de los AGE es amplio, aunque se puede sistematizar
agrupandolas en cuatro: efectos proinflamatorios, aumento de la
resistencia insulinica, alteraciones proadipogénicas, y aumento de la
producciéon androgénica ovarica. Cada uno de estos conjuntos de
alteraciones han sido puestos en relacion con la implicacion de los AGE
en la patogenia del SOP por un elevado nimero de estudios
experimentales y clinicos (Merhi, McGee et al. 2014), aunque la relacién
de los AGE con la calidad del desarrollo folicular y con la pérdida de

reserva ovarica es menos conocida.

Los datos experimentales disponibles hasta el momento, han permitido
formular la hipdtesis de asociacién entre el OS y el CS que sustenta la
denominada Teoria de Mailard (Merhi, McGee et al. 2014). La
acumulacion de AGE en el microambiente ovarico es un hecho
constatado tanto en el contexto del envejecimiento celular fisiolégico
como en el de trastornos organicos o funcionales como la isquemia
tisular o el sindrome de ovario poliquistico. La concentracién
progresiva de estas especies daria lugar a un efecto mas prolongado en
el tiempo y focalizado en el espacio en comparacién con la accién del
0S. Ademas, se ha demostrado que la accién prolongada de los AGE a lo
largo de la vida reproductiva puede favorecer también el OS en los
foliculos primordiales y en el endotelio de los vasos estromales, por
medio de la acumulacién de ROS durante la foliculogénesis. En relacion
con la activacion de vias proinflamatorias, se ha descrito que el nivel de
AGE circulante presenta correlaciéon positiva con el de marcadores
inespecificos de inflamacién, como la proteina C activada, a lo largo de
toda la vida (Gill, Kumar et al. 2019). Ademas, la acumulacién tisular de

AGE induce OS celular y promueve la inflamacién local (Uribarri, Cai et
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al. 2007). Por otro lado, la producciéon endégena de AGE, unida a la
accién de los AGE exdgenos, favorece un estado de estrés glicosidico y
oxidativo sistémico, que aumenta la vulnerabilidad de la célula a otros
mecanismos locales y sistémicos de lesion y apoptosis (Vlassara, Cai et
al. 2002) (Vlassara, Cai et al. 2002). La combinacién y potenciacion de
estos dos mecanismos es capaz de alterar el metabolismo de la
granulosa, afectando tanto su capacidad antioxidante como el
desarrollo de una vascularizacion perifolicular eficiente. El efecto final
seria la esteroidogénesis deficiente, la alteraciéon de la maduracion
funcional folicular y la interferencia con los mecanismos reguladores de
la meiosis, lo que redunda en empobrecimiento de la calidad
citoplasmatica y nuclear del ovocito. La disminucién intrinseca de la
capacidad antioxidante y antiglicosilante de las células unida a la
disfuncién mitocondrial seria la responsable tanto del incremento de
las ROS como de las especies carbonilicas. Estas a su vez favorecen la
sintesis de las primeras por medio de la creacién de las especies

intermedias tipo AGE.

Las primeras pruebas de la presencia de proteinas desnaturalizadas por
el CS fueron proporcionadas por el estudio de Diamanti-Kandarakis.
Mediante técnicas inmunohistoquimicas este autor identific6 una baja
presencia de proteinas modificadas por la accion de los AGEs en
granulosa, teca y granulosa luteinizada. Sin embargo, la expresién de los
Receptores de los RAGE result6 muy intensa tanto en granulosa y teca
como en endotelio vascular y células del estroma (Negrean, Stirban et

al. 2007).

En un estudio experimental sobre modelo murino, Tatone observé que

la expresion de Glioxalasa en ratones con edad reproductiva avanzada
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era significativamente mas baja que en especimenes jovenes, lo que
permitié establecer la hipdtesis de que la acumulacién de metilGlioxal,
principal inductor de la sintesis de AGE, era la causante del incremento
de éstos y podria favorecer el incremento del OS (Diamanti-Kandarakis,

Piperi et al. 2007).

Este mismo grupo ha profundizado en el estudio de los mecanismos de
deterioro celular inducido por CS y con impacto en la calidad ovocitaria,
por medio de disefio experimental realizado sobre ovocitos murinos. En
una serie de experimentos sobre ovocitos recubiertos del cimulo,
denudados y maduros estos autores determinaron que la producciéon de
Glioxalasa se reduce a medida que progresa la maduraciéon meiética del
ovocito y que la presencia de CG del cimulo no proporciona proteccion
frente a la detencion de la meiosis inducida experimentalmente por
medio de MetilGlioxal. Asi mismo, en este estudio observé un
incremento significativo de las anomalias del huso divisional, de la
condensacion cromosomica y de la dinamica de la Telofase 1 en
ovocitos expuestos a la accién del MetilGlioxal. Dicha exposicion
también incrementé significativamente la cantidad de DNA
desnaturalizado y la frecuencia de alteraciones de la condensacién de la
cromatina. Finalmente la exposicidn prolongada a MetilGlioxal se asocio
a alteraciones en la distribucién mitocondrial en las CG y del potencial
de oOxido-reduccién de la membrana mitocondrial interna (Tatone

2011).

A pesar de los datos expuestos, la informacién sobre la posible
modulacién del efecto lesivo del CS mediado por los AGE sobre el
equilibrio metabélico y la capacidad proliferativa del foliculo ovarico

son aun insuficientes. Ademas de la patogenia del SOP, los AGE podrian
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mediar otros procesos de disfuncién ovarica potencialmente nocivos
para la fertilidad. Varios estudios han hallado relacion entre el nivel del
AGE-RAGE y la pérdida de fertilidad natural. En una serie de 157
pacientes pertenecientes a un programa clinico de FIV. Jinno describid
la asociacion significativa negativa entre niveles de pentosidina y
Carboximetil-lisina (CML) en liquido folicular y de los AGE téxicos en
suero, y la capacidad de crecimiento folicular terminal, la frecuencia de
fecundaciéon ovocitaria y de implantacion embrionaria, (Tatone 2011).
En este estudio, las bajas concentraciones de pentosidina en liquido
folicular, asi como de los AGE t6xicos en suero mostraron la mayor
capacidad predictiva respecto a gestacion evolutiva, que resultd
independiente de la de los factores prondsticos clasicos. Asi, la
elevacion de la concentracion sérica de los AGE toxicos por encima de
7,24 U/mL se asoci6 a disminucién significativa de la probabilidad de
obtener gestacion, incluso en pacientes con edad favorable y la FSH

basal normal.

Otro estudio sobre el efecto de los AGE en la respuesta a la estimulacion
ovarica para FIV analizé los niveles de los RAGE séricos y en liquido
folicular en una serie de 33 pacientes infértiles tratadas con FIV, que
fueron comparadas con 35 pacientes sanas (Jinno, Takeuchi et al. 2011).
En ambos grupos de pacientes, los niveles de los RAGE resultaron varias
veces mas elevados en liquido folicular con respecto a los séricos, lo que
sugiere que el ovario podria ser un 6rgano con una elevada actividad de
sintesis de AGE, y quiza de liberacién sistémica de los mismos. Ademas,
los niveles séricos de las pacientes tratadas con hiperestimulacién
ovarica para FIV fueron significativamente mas bajos que los hallados
en las mujeres control. Este estudio también describe una correlacion

negativa tanto entre el nivel sérico de los AGE y el nimero de foliculos
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desarrollados mediante la estimulaciéon (r=-0,71; p= 0,01), como con el
nimero de ovocitos obtenido (-0,54; p= 0,048). Las pacientes que
gestaron tras el tratamiento con FIV presentaban concentraciones
séricas de AGE superiores a las de las pacientes que no obtuvieron
gestacion (Malickova, Jarosova et al. 2010). En la misma linea, Fuji y
Nakajama evaluaron la relacion entre los niveles periféricos y
foliculares de los RAGE, y hallaron una correlacién entre las
concentraciones plasmaticas y en liquido folicular. Sin embargo, y al
igual que en el estudio anterior, la asociacion entre el nivel de los AGE
en liquido folicular y el ndmero de ovocitos obtenidos tras la
estimulaciéon se hallaba en el limite de la significaciéon estadistica
(Malickova, Jarosova et al. 2010). Estos hallazgos han sugerido la
utilidad de los niveles de los RAGE como estimadores indirectos del
posible efecto de los RAGE libres sobre el medio celular del foliculo en
fase de desarrollo terminal, aunque esta hipdtesis no ha sido aun

suficientemente evaluada.

Los posibles efectos de los AGE sobre la conservacion de la reserva
funcional ovéarica han sido objeto de atencion por varios grupos de
investigadores. En un estudio preliminar, Ambroggio analizé la
hipétesis de que la concentracién de los RAGE en liquido folicular de
pacientes tratadas con FIV podria mostrar correlacién con la expresion
de hormona antimiilleriana y su receptor, asi como con el nimero de
ovocitos obtenidos (Fujii and Nakayama 2010). Los niveles de los RAGE
en liquido folicular no mostraron asociaciéon estadisticamente
significativa con la edad (r=-0,34; p=0,09), mientras que si se asociaron
con el consumo total de gonadotropinas durante la estimulacién ovarica
(r= -0,4; p=0,04), que resulté menor a medida que se increment6 la

concentracion folicular de RAGE. También se hall6 una correlacion
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positiva entre las concentraciones de los RAGE y el nimero de ovocitos
obtenido (r= 0,77; p=0,02). Tras ajustar por edad, indice de masa
corporal, FSH basal, y consumo de gonadotropinas durante la
estimulacion, los niveles de AGE en liquido folicular resultaron
asociados de forma independiente con el nimero de ovocitos obtenidos,
aunque la prueba de significacion estadistica resulté cercana al valor
critico de decisién (R2= 0,25; p= 0,045). También se hallé correlacion
significativa entre los niveles de RAGE y de AMH en liquido folicular (r=
0,5; p= 0,008), mientras las expresiones de ARNm de AMH y del
Recepor de la Hormona Antimulleriana (AMH-R), cuantificadas
mediante RT-PCR, no mostraron asociacién con los niveles foliculares
de los RAGE. Los autores interpretan sugiriendo que los RAGE podrian
modular de forma diferente la sintesis y la liberacién de AMH por las
células granulosas (Zaher Merhi 1 2013). Las conclusiones mas
relevantes del estudio son que el nivel intrafolicular de RAGE se asocia
a la cantidad de la respuesta a la estimulacion ovarica, al igual que la

AMH folicular.

2. JUSTIFICACION GENERAL

Considerando el actual estado del conocimiento, la identificacién de
nuevos nichos de células pluripotentes con caracteristicas similares a
las de origen mesenquimal se revela como una aproximacién
prometedora al desarrollo de nuevas aplicaciones protectoras y
regenerativas de la terapia celular. Las CGLOH constituyen un producto
residual obtenido de la aspiracién folicular realizada en el contexto de
los ciclos de FIV y, por tanto, suficientemente accesible para evaluar su

utilidad como fuente de células progenitoras.
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La posibilidad de caracterizar y expandir mediante cultivo prolongado
la fracciéon pluripotente de las CGLOH ha sido ya establecida y parece
suficientemente reproducible. Sin embargo, el potencial protector que
estas células podrian desempefiar frente a los mecanismos fisiologicos y
patoldgicos del deterioro celular del foliculo, no han sido
suficientemente analizados hasta la actualidad. Tampoco existen datos
sobre la dindmica de integracién tisular de las CGPE y sobre su
habilidad para establecer relaciones intercelulares selectivas con

determinados compartimentos foliculares.

Por todo ello nuestro estudio se orienta hacia la identificaciéon de los
procedimientos mas eficientes para la seleccién, caracterizacion y
expansion de las CGPE, asi como la evaluacion de su efecto
antiapoptotico, en modelos experimentales orientados a reproducir la
perdida de reserva ovarica fisiologicamente asociada al envejecimiento
y la deplecién folicular causada por una alta toxicidad germinal.
Seleccionamos para ello dos modelos de toxicidad experimental, OS y
CS, como vias moleculares finales de induccién de la apoptosis por

pérdida de proteccién asociada al envejecimiento.

3. LIMITACIONES

Respecto al perfil inmunofenotipico, hemos analizado los cultivos en
una fase inicial (es decir, cultivos de células granulosas luteinizadas
naive) y tras expansion. La evolucién de los cultivos desde una
perspectiva longitudinal no se ha analizado en fases intermedias,
debido en parte a las limitaciones de la disponibilidad celular, salvo en
lo referido a indicadores de eficiencia, ya que estos no requerian

consumo celular. El analisis seriado de la evolucion de la expresion de
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inmunomarcadores es un aspecto de indudable interés, que podra ser

abordado en estudios posteriores.
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4. OBJETIVOS

4.1 Generales

Evaluar la capacidad de expresion de marcadores de
pluripotencialidad en las Células de la Granulosa Luteinizadas de
Ovario Humano (CGLOH) obtenidas por medio de puncién
folicular para FIV.

Evaluar la proteccion ejercida por las Células de la Granulosa
Progenitoras Expandidas (CGPE) frente al dafio celular inducido

experimentalmente por medio de estrés oxidativo y carbonilico.

4.2 Especificos

a) Primarios:

Identificar y caracterizar la poblacién de CGLOH que muestran
marcadores inmunofenotipicos y capacidades de diferenciacion
propias de Célula Progenitora (CP).

Evaluar la capacidad de las CGLOH con perfil de CP para proteger
la granulosa folicular ovarica de la citotoxicidad oxidativa y

carbonilica inducida experimentalmente.

b) Secundarios:

Evaluar la eficiencia de la expansién de la poblacidn inicial de las
CP.

Caracterizar los mecanismos de proteccidn frente a la apoptosis
celular y a la inestabilidad de membranas determinada por

Estrés Oxidativo (OS) y Estrés Carbonilico (CS).
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5. HIPOTESIS CONCEPTUALES Y OPERATIVAS

5.1 Inmunofenotipo y actividad funcional

Hipdtesis conceptual 1:

La CGLOH contiene una fracciéon minoritaria de células con capacidad
de replicacion y de diferenciacién selectiva posterior, susceptible de

expansion mediante cultivo prolongado.

Hipotesis operativa 1:

El cultivo prolongado de CGLOH en presencia de LIF permite la
expansion de la poblacién inicial de CG

P basalmente existentes, y la reduccion progresiva por apoptosis de la
poblacién de CGLOH. Las CGP asi expandidas, expresan marcadores de
propios de célula mesenquimal pluripotente y ausencia de marcadores
de pluripotencialidad embrionaria, y son susceptibles de diferenciaciéon
selectiva a lineas mesenquimales especificas, adipogénica,

condrogénica, osteogénica, por medio de promotores adecuados.

Hipdtesis conceptual 2:

Las CGPE presentan caracteristicas funcionales diferenciadoras
respecto de las CGLOH, que incluyen menor expresién de marcadores
funcionales propios de CG y mayor de actividades relacionadas con la
promociéon de la proliferaciéon celular, de la angiogénesis y de la

proteccion frente a la apoptosis.

Hipdtesis operativa 2:

Las CGPE, en comparaciéon con las CGLOH, presentan una expresion
significativamente menor del LHR, de la Actividad Aromatasa, de la

Actividad HSD3B2, y una mayor expresion del HGF, del VEGF, del IGF-1,
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del FGF-b, bax y bcl-2, sin que la expresion del FSHR varie
significativamente. Estas diferencias se pondran de manifiesto

mediante estudios de genética molecular.

5.2 Proteccion frente a citotoxicidad experimental

Hipdtesis conceptual 3

Las CGPE tienen efecto protector frente a la toxicidad celular ejercida
sobre la CGLOH, y ejercen dicho efecto por medio de la sintesis de
factores protectores frente a la apoptosis, inductores de la angiogénesis

y promotores de la proliferacion celular.

Hipotesis operativa 3a

El cocultivo con CGPE reduce la apoptosis y la muerte celular inducida
de las CGLOH inducidas por toxicidad experimental con Peroxinitrito
(Estrés Oxidativo), en comparacién con la observada en cultivos de

CGLOH sin adicién de CGPE.

Hipdtesis operativa 3b

El cocultivo con CGPE reduce la apoptosis y la muerte celular inducida
de las CGLOH inducidas por toxicidad experimental con Glioxalato
(Estrés Carbonilico), en comparacion con la observada en cultivos de

CGLOH sin adicién de CGPE.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material

6.1.1 Reclutamiento de donantes de material celular.

Criterios de seleccion

A) Células de la Granulosa

Con anterioridad al inicio de la estimulacién ovarica, se solicité la

donacién de las CGLOH a dos tipos de donantes:

— Pacientes infértiles tratadas con FIV en la Secciéon de Reproduccién
Humana Asistida de Servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital General Universitario Gregorio Marafién (Madrid), que
reuniesen los siguientes criterios:

e Edad comprendida entre los 18 y 40 afios.

e Infertilidad de causa tubarica o masculina.

e Ausencia de diagnéstico de sospecha o confirmacién de
endometriosis.

e Ausencia de criterios de sospecha de baja respuesta a la
estimulacion.

e Serologia negativa frente a VIH, hepatitis B, hepatitis C y

sifilis realizada 15 dias antes de la puncién.

— Donantes de ovocitos reclutadas en el Instituto Europeo de
Fertilidad (Madrid), que cumplian los requisitos legalmente

establecidos y los criterios de seleccion establecidos por el centro.
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B) Células mesenquimales multipotentes de médula 6sea

Se utilizaron MSCMO, expandidas a partir de aspiraciones de médula
6sea donadas a la Unidad de Terapia Celular del Hospital General

Universitario Gregorio Marafion.

Tanto las pacientes como las donantes que proporcionaron el material
celular para el estudio firmaron el consentimiento informado aprobado
por el Comité Etico del Hospital General Universitario Gregorio

Marafion.

6.1.2 Fuentes de informacion clinica

La fuente de informaciéon del estudio fueron los datos clinicos y de
laboratorio generados por la intervencion terapéutica de las pacientes
que accedieron a participar como donantes de material celular, y
registrados en la historia clinica. El estudio se desarroll6 en el &mbito
de la Seccion de Reproduccién Asistida del Hospital General
Universitario Gregorio Marafnon, centro terciario de referencia para
técnicas de fecundacién in vitro de las Areas Sanitarias 1 y 2 de Madrid,
asi como en el Instituto Europeo de Fertilidad, centro especializado en

medicina reproductiva.
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6.2 Métodos

6.2.1 Obtencion y expansion de células de la granulosa

luteinizada

6.2.1.1 Estimulacion ovarica y puncion folicular

Las pacientes que reunian los criterios de inclusiéon y aceptaron la
cesion de muestras celulares expresaron su conformidad por medio de
la firma del documento de consentimiento antes del inicio del
tratamiento de estimulacion ovarica. Todas las pacientes se sometieron
a hiperestimulacién ovarica controlada, mediante el uso de preparados
de FSH bioextractiva o recombinante, y/o preparados hormonales con
actividad FSH (con o sin actividad LH). Las dosis fueron determinadas
para cada paciente con arreglo a criterios basados en reserva ovarica
estimada, peso y en los resultados de las estimulaciones previas si
existian. El control de la funcién hipofisaria se realizé por medio del

uso de analogos agonistas o antagonistas de la GnRH.

Una vez obtenido el desarrollo de al menos tres foliculos con didmetro
medio superior a 17 mm, y en presencia de una concentracion sérica de
estradiol adecuada, se procedié a la administraciéon subcutdnea de 250
ug de hCG recombinante (Ovitrelle®; Merck, Madrid) 36 horas antes de
la puncion folicular en el caso de las pacientes estériles, o de 0,2 mg de
triptorelina (Decapeptyl 0,1 mg diario®; Seid; Barcelona) en caso de las

donantes de ovocitos.

En ambos centros, la aspiracion del contenido folicular se realizé en
ambiente quirdrgico, bajo anestesia y por medio de puncién
transvaginal ecoguiada. Se utilizaron diferentes modelos y marcas de

agujas homologadas de luz unica con calibre 18G (Cook Medical,

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
118



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Material y Métodos

Bloomington, Estados Unidos; Gallini Medical Devices; Mirandola, Italia;
Labotect; Gottingen, Alemania) conectadas por medio de tubos estancos
de polivinilo a sistemas de aspiracion controlada, con los que se
aplicaron presiones negativas maximas de -120 mmHg. Los liquidos
foliculares obtenidos se transportaron al laboratorio de FIV en tubos
Falcon® (Corning, Nueva York, Estados Unidos) de polietileno
embriotestado de 14 mL de capacidad y con tap6n de doble posicién de
ajuste que se mantuvieron a 372C durante todo el proceso de aspiraciéon

y transporte.

Los productos de la aspiraciéon del antro folicular fueron vertidos en
placas Petri de busqueda Falcon® d¢ 90 mm diadmetro (Corning)
precalentadas a 37°C, para su observacién a través de un
estereomicroscopio con amplificacion de 5-480x, con base diascépica
encastrada en la superficie termo calefactada de una cabina de flujo
laminar vertical clase II dotada con filtro HEPA H-14 (K-System® IVF
Worksation, Serie 200), en cuyo interior se desarrollaron todos los
procesos de manipulacién celular. Tras la identificacién del complejo
cumulo-ovocito en la placa de busqueda, se procediéo a recortar el

cimulo ooforo con el borde afilado de agujas de jeringas de insulina.
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Pacientes de FIV

Donantes de ovocitos

(n=97) (n=25)

Media (DE) % Media (DE) %
Edad (afios) 34,5 (4,4) 27 (5,1)
IMC (kg/m?) 26 (3,8) 21,9(2,6)
Fumadora (%) 29 28
Recuento basal de foliculos antrales 14,6 (5,7) 14,5 (5,0)
FSH basal (UI/L) 6,2 (1,3) --
Uso de AHO previo (%) 9,1 68
Protocolo de anadlogo GnRH
Agonista largo 10,9 8
Antagonista 89,1 92
Fuente de actividad FSH
FSHr 98,2 100
FSHu 1,8 0
HMG 20,1 0
Uso de actividad LH 26,3 4
Dosis inicial FSH (Ul) 198,9 (57,5) 178,4 (37,9)
Consumo total de FSH (Ul) 1777,1 (548,8) 1561,2 (479,2)
Dias estimulacién 9,2(1,5) 9(1,3)
Estradiol final (pg/mL) 1943,2 (906,8) -
Foliculos > 10 mm 10,0 (2,6) 14,8 (4,6)
Foliculos > 15 mm 6,4 (2,5) 11,6 (4,2)
Foliculos > 17 mm 4,2 (1,5) 8,7(3,4)
Ovocitos totales 10,7 (6,8) 11,5 (4,5)
Ovocitos en metafase Il 7,9 (5,1) 9,4 (3,7)

Tabla 1: Caracteristicas basales de las pacientes fuente de las células de la granulosa y de

la estimulacidn ovarica.
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6.2.1.2 Aislamiento de la Células de la Granulosa Luteinizadas

Una vez trasladado al laboratorio de cultivos celulares, el liquido
folicular y todas las células en suspensién fueron aspiradas y
depositadas en un tubo graduado Falcon® de 15 mL de fondo cénico

para medir el volumen.

A continuacién, fue centrifugado durante 5 minutos a 111g y a una
temperatura de 22°2C para realizar una primera depuracion de
contenido hematico y otras impurezas. El pellet obtenido se
resuspendioé en 6 mL de medio DMEM completo (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium with Glutamax® Gibco®, Thermo Fisher Scientific®;
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), con 4,5 g/L de D-glucosa y
piruvato (Gibco®, Thermo Fisher Scientific® 11885084) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Gibco®, Thermo Fisher Scientific®) y 1%
de solucién comercial antibi6tica-antifiingica, que contenia 10.000
unidades de Penicilina-G/mL; 10.000 pg de Estreptomicina/mLy 25ug
de Amfotericina B/mL (Omega Scientific AA-40; Tarzana, California,
Estados Unidos), y se deposit6 sobre una fase de solucién Ficoll (Ficoll®-
Paque Premium GE Healthcare; Sigma-Aldrich GE17-5442-02; San Luis,
Misuri, Estados Unidos) en proporcion 30:20 para la separacion de la
fraccion celular por gradiente continuo de densidad. Tras su
centrifugacion a 400g y 22°C durante 30 minutos, se recuperaron las
células de la interfase mediante aspiracion. Todas las fases del
procesamiento, al igual que las siguientes que se desarrollaron fuera del
ambiente de incubacidn, fueron ejecutadas dentro de cabinas de flujo

laminar clase I

Los cumulos celulares obtenidos fueron disgregados mediante

aspiracioén reiterada con pipeta Pasteur, y lavados con 14mL de DMEM
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completo. La solucidn se centrifugd durante 10 minutos, a 290 gy 22°C.
Tras la repeticion del proceso de disgregacion y lavado, se indujo un
choque osmético afadiendo al pellet 1mL de agua destilada y
pipeteando enérgicamente durante 1 minuto. La exposicidn
hipoosmatica se bloqueé con adicién 10mL de DMEM completo, tras la
que se centrifugd durante 10 minutos a 290 g y 229C. El pellet se
resuspendié en 2 mL de DMEM completo con LIF (Leukemia Inhibiting
Factor; Sigma-Aldrich L5283) para proceder al contaje celular.

Para el recuento y la evaluacién de la viabilidad celular, se realiz6 una
tincion de 10pL de muestra con solucion de Tripan Blue al 0,4% (Sigma-
Aldrich T8154) en una proporcién 1:1. El recuento celular se realizé con
una cdmara Neubauer modificada (Neubauer Improved®, Marienfield

Laboratory Glassware, Alemania).

6.2.1.3 Criopreservacion y almacenamiento

Una vez determinado el recuento celular, se concentré nuevamente la
muestra mediante centrifugacion durante 10 minutos a 290g y 222°C,
tras lo cual se afiadieron al pellet 4,5 mL de soluciéon de suero fetal
bovino (Sigma-Aldrich F6178) y la muestra se reparti6é en 5 criotubos
Nunc® (Sigma-Aldrich V7634). A cada uno de los criotubos se le
afiadieron 100 pL de crioprotector (Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich
D2650), de forma progresiva y en agitacion. Los criotubos se
introdujeron en un criocontenedor (Nalgene® Mr. Frosty; Sigma-Aldrich
C1562) para obtener un descenso térmico gradual desde temperatura
ambiente hasta -802C. Los contenedores fueron depositados en un

ultracongelador (Thermo Scientific, Serie TSX) a -86 °C. Tras 3-4 dias, los
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criotubos fueron trasladados a recipientes criogénicos de inmersién en

nitrégeno liquido, donde fueron almacenados hasta su utilizacion.

6.2.1.4 Descongelacion

La elecciéon de las muestras para su descongelacion se aleatorizé por
medio de una secuencia generada mediante ordenador, y referida a la
muestra y la alicuota. Las alicuotas seleccionadas se extrajeron del
tanque de almacenamiento y se pasaron a un recipiente con hielo seco.
Seguidamente, se introdujeron en un bafio a 372C y se mantuvieron en
agitacion hasta la licuefaccion de los cristales. El contenido de los
criotubos se traspasé a un tubo con 30 mL de DMEM completo
previamente calentado a 372C y se realiz6 un lavado (10 minutos, 290 g,
222C). El sedimento se resuspendi6 en 2 mL de DMEM completo para
proceder al recuento y a la evaluacion de la viabilidad celular. Se extrajo
una muestra de 10 pL de la solucién, que fue tefiida con Tripan Blue

segun la técnica ya descrita.

6.2.1.5 Deplecion de células CD3+

La utilizacion de muestras de granulosa procedente de varias pacientes
para su cultivo conjunto obligd a la deplecion de las muestras para la
eliminacién de células T capaces de reconocer aloantigenos, e inducir
respuesta inmune. El procedimiento se detalla en el apartado

correspondiente (5.2.4.2. Métodos de cuantificacion y medida).
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6.2.1.6 Cultivo y expansion de las Células de la Granulosa

Luteinizadas

La suspension celular en DMEM completo con LIF se deposité en un
frasco de cultivo (Falcon®, Corning) con el volumen adecuado para
obtener una ratio de 160.000 células/cm2. Los recipientes de cultivo
fueron incubados en condiciones convencionales (37°C; 5% de COz y
90% de humedad relativa) en equipos de cultivo celular homologados

(Thermo Scientific® Forma® Steri-Cycle®, Modelo 3308).

La renovacion del medio de cultivo se realizé cada tres dias, mediante
vaciamiento del medio por inclinacion del frasco, y rellenado con un
volumen de DMEM completo igual al extraido. Los cultivos fueron
examinados al microscopio invertido semanalmente, con el fin de
evaluar la morfologia celular, y determinar el grado de cobertura de la
superficie de cultivo por células adherentes, asi como la presencia de

células no adheridas en suspensién no eliminadas al sustituir del medio.

Cuando se observé una confluencia de las dreas cubiertas por células
adheridas superior al 80% de la superficie, el cultivo fue dividido y
replantado en nuevos frascos de cultivo, con el fin de evitar el
detenimiento de la proliferacion celular a causa de una inhibicién por
contacto, al déficit de nutrientes o a un exceso de catabolitos. Este
proceso, que se ha denominado pase del cultivo, se inici6 con el
levantamiento de las células adheridas mediante tripsinizacion, con el
fin de obtener su resuspension. Tras la eliminacidon del medio de cultivo
por vaciamiento, se prosiguié con un lavado en agitacion con PBS
(Phosphate Buffered Saline, Gibco® Life Technologies) destinado a
eliminar los restos del medio de cultivo y las células que no

presentaban adherencia. A continuacién, se afiadié solucién TrypLE

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
124



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Material y Métodos

Select® (Gibco®, Thermo Fisher Scientific®) en un volumen adecuado a
la superficie del frasco de cultivo (2 mL para frascos de 25 cm2, 5 mL
para los de 75cm2 y 10 mL para los de 175 cm?2), manteniendo los
recipientes a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. La accién de
la solucion enzimatica fue bloqueada con la adicién en cada frasco de un

volumen similar de DMEM completo.

Finalizado este proceso, el contenido de los frascos fue traspasado a
tubos de fondo cénico para su centrifugaciéon a 1200 rpm durante 10
minutos. El sedimento obtenido fue resuspendido en un volumen
conocido de medio para determinar la concentracién celular aplicando
el procedimiento ya descrito. Tras un nuevo lavado con PBS, la muestra
fue dividida y traspasada en volimenes adecuados a frascos de cultivo
con la superficie necesaria para obtener una celularidad de 5.000
células/cm2, en los que se deposité ademas el volumen necesario de

DMEM completo.

El proceso de expansiéon quedo limitado a un maximo de cuatro pases o
seis semanas de cultivo. En caso de no observarse expansion clara del
cultivo entre dos observaciones, por abundancia de células senescentes,

ausencia de adherencia o baja viabilidad, los frascos fueron desechados.

6.2.2 Obtencion de las Células Mesenquimales Multipotentes

de Medula Osea

6.2.2.1 Aspiracion de médula 6sea

Las MSCMO fueron cedidas por el Laboratorio de la Unidad de
Produccién Celular del Laboratorio de Organos Bioartificiales y

Matrices Celulares del Instituto de Investigacién Sanitaria Gregorio
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Marafién. Las muestras procedian de la cesion con fines de
investigacion de pacientes del Servicio de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia del Hospital General Universitario Gregorio Marafon.
Dicha cesién habia sido formalizada mediante un consentimiento para

el uso del material celular con fines de investigacion.

Las aspiraciones medulares se llevaron a cabo antes del inicio de las
intervenciones ortopédicas en cadera o rodilla indicadas en los
pacientes, en ambito estéril y bajo anestesia locorregional. Una vez
aseptizada la piel con soluciéon de povidona yodada (Betadine®, Meda
Pharma S.A, Madrid), se procedié al aislamiento de la zona de puncién
por medio de colocaciéon de campos estériles. Para la aspiracion se
utiliz6 un trécar canulado homologado (Bone Marrow Aspiration
System; BMAS®, Synthes, Alemania) de 11 cm de longitud y con un
calibre de 11 G, dotado de mango apto para la percusion, de aguja
central para evitar la obturacion del canal durante la puncién, y de
orificios laterales en la vaina de aspiracion, que se realiz6 con jeringa de

20 mL con conexion Luer-Lock.

Segun los protocolos de muestras aplicados en la Unidad de Produccion
Celular de la que procedian las muestras, las punciones se realizaron en
la cresta iliaca, en la metéafisis distal del fémur o en la tuberosidad
anterior de la tibia. Se efectuaron aspiraciones intermitentes, girando
tras cada una de ellas el trécar tras obtener unos 2 mL de aspirado, con
el fin de modificar la orientacién de los orificios laterales del trécar. El
procedimiento se dio por finalizado una vez obtenido un volumen total
de aspiracion de alrededor de 5 mL. El producto de la aspiracién fue
depositado en una bolsa estéril de hemoderivados por medio de una

conexion estanca, y que contenia 1mL soluciéon comercial de heparina
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sédica al 5% (Heparina 5% Mayne®, Laboratorios Rovi, Madrid) por

cada 10 mL de aspirado de médula 6sea.

6.2.2.2 Aislamiento de las Células Mesenquimales

Multipotentes de Medula Osea

En ambiente de esterilidad (unidad de produccién celular), el producto
de la aspiracién medular fue extraido de la bolsa de hemoderivados por
medio de aspiracion con jeringa estéril realizada a través de un filtro
hematolégico estandar con microporos de 200 um didmetro (Transmed
79.8200.500; Sarstedt; Alemania) con el fin de eliminar coagulos
sanguineos, esquirlas de hueso y floculos de grasa. De cada muestra se
separd en fresco una alicuota de 100 pL, que fue destinada a analisis
hematocitométrico y a citometria de flujo basal, para determinar el
numero de células blancas y el grado de contaminacién con sangre

periférica.

Una vez filtrado, el producto de la aspiracién de médula 6sea fue
sometido a fraccionamiento celular mediante centrifugacion en
gradientes de densidad de Ficoll (Ficoll®-Paque Premium GE Healthcare;
Sigma-Aldrich GE17-5442-02), con el objeto concentrar las células
mononucleares para su procesamiento posterior. Se depositaron 20 mL
de solucién de Ficoll en el fondo de tubos de fondo cénico, en el nimero
necesario para distribuir por completo la solucién de aspirado medular
diluida con PBS. Se depositaron cuidadosamente 30 mL de ésta sobre la
fase basal de 20 mL de Ficoll vertida previamente en cada tubo,
evitando la mezcla de las soluciones en la interfase. Los tubos fueron

centrifugados a 400 g durante 20 min, y a 229C, por medio de una
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centrifuga dotada de programa de centrifugacion sin aceleracién ni

freno (Eppendorf 5810R®; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).

Dentro de los diez minutos siguientes a la centrifugacion, se procedi6 a
la aspiracion cuidadosa con micropipeta de la capa intermedia
comprendida entre el sobrenadante plasmatico y la fase de solucién de
Ficoll. Las interfases aspiradas se depositaron en tubos de fondo cénico
para su lavado con solucién de PBS (50 mL por tubo). Los tubos fueron

centrifugados a 300 gy a 22°C durante 10 minutos.

Una vez concluida esta fase, se someti6 a la muestra a choque osmético
con el fin de lisar los eritrocitos remanentes. A tal efecto, al sedimento
obtenido del procesamiento anterior se le afladi6 1 mL de agua
bidestilada estéril, realizando agitaciéon suave de la muestra durante 1
minuto, tras el cual el choque fue neutralizado afiadiendo solucion de
DMEM completo con suplemento del 10% de suero fetal bovino, hasta
completar el volumen del tubo. Seguidamente, se repitié la
centrifugacion a 300g y a 22°C durante 10 minutos. El sobrenadante fue
decantado, y el sedimento resuspendido en 10mL de DMEM completo

suplementado con suero fetal bovino al 10%.

6.2.2.3 Determinacion de concentracion y viabilidad de las

Células Mesenquimales Multipotentes de Medula Osea

Una alicuota de 10 puL de esta solucién celular fue tefiida con un
volumen similar de soluciéon de Azul Tripan, con objeto de medir la
concentracion de células viables por medio del uso de una camara de

Neubauer mejorada.
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6.2.2.4 Cultivo y expansion de las Células Mesenquimales

Multipotentes de Medula Osea

Determinada la concentracién de células viables presentes en la
muestra, se realizaron los ajustes de concentracion y se calcularon las
superficies de cultivo necesarias para realizar la siembra inicial del
cultivo a una concentracion de 160.000 células/cm2. Como medio de
cultivo se utiliz6 DMEM completo (suplementado con glutamato, suero
bovino fetal al 10%, y penicilina-estreptomicina al 1%). Los recipientes
de cultivo fueron incubados en condiciones convencionales (37°C; 5%
de COz2 y 90% de humedad relativa) en equipos de cultivo celular

homologados (Thermo Scientific™ Forma™ Steri-Cycle™, Modelo 3308).

La renovacion del medio de cultivo se realizd cada tres dias, mediante
vaciamiento del medio por inclinacién del frasco, y rellenado con un
volumen de DMEM completo igual al extraido. Los cultivos fueron
examinados al microscopio invertido semanalmente, con el fin de
evaluar la morfologia celular, y determinar la confluencia o grado de
cobertura de la superficie de cultivo por células adherentes, asi como la
presencia de células no adheridas en suspensiéon no eliminadas en la

sustitucion del medio.

Cuando se observo una confluencia de las areas cubiertas por células
adheridas superior al 80% de la superficie, el cultivo fue dividido y
replantado en nuevos frascos de cultivo, con el fin de evitar la detencién
de la proliferacién celular por inhibiciéon por contacto, por déficit de
nutrientes o exceso de catabolitos. El pase del cultivo se inici6é con el
levantamiento de las células adheridas mediante tripsinizacion, con el

fin de obtener su resuspension.
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Tras la eliminacién del medio de cultivo por vaciamiento, se inici6 la
tripsinizacién con un lavado en agitacién con PBS (Phosphate Buffered
Saline, Gibco® Life Technologies) destinado a eliminar los restos del
medio de cultivo y las células no adherentes. A continuacion, se afiadié
solucion de enzimas de disociaciéon TrypLE Select® (Gibco® Life
Technologies), en un volumen adecuado a la superficie del frasco de
cultivo (2mL para frascos de 25cm?, 5mL para los de 75cm? y 10mL
para los de 175cm?2), manteniendo los frascos de cultivo a temperatura
ambiente durante 5-10 minutos. Una vez transcurrido el tiempo
necesario para que tuviese efecto la accién enzimatica se anadié en cada

frasco un volumen similar de DMEM completo.

Finalizado este proceso, el contenido de los frascos fue traspasado a
tubos de fondo coénico para su centrifugaciéon a 1200 rpm durante 10
minutos. El sedimento obtenido fue resuspendido en un volumen
conocido de medio para determinar la concentracion celular aplicando
el procedimiento ya descrito. Tras un nuevo lavado con PBS, la muestra
fue dividida y traspasada a frascos de cultivo con la superficie necesaria
para albergar volimenes adecuados a una concentraciéon de 5.000
células/cm?, en los que se deposité ademds el volumen necesario de

DMEM completo.

Para salvaguardar la bioseguridad el cultivo, y con el fin de no generar
ninguna alteracion, el proceso de expansién qued6 limitado a un
maximo de cuatro pases o seis semanas de cultivo. En caso de no
observarse expansion clara del cultivo entre dos observaciones, por
abundancia de células senescentes, ausencia de adherencia o baja

viabilidad, los frascos fueron desechados.
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6.2.2.5 Criopreservacion y almacenamiento de las Células

Mesenquimales Multipotentes de Medula Osea

Una vez determinado el recuento celular, se concentré la muestra
mediante centrifugacién durante 10 minutos a 290 gy 222C, tras lo cual
se afiadieron al pellet 4,5 mL de solucién de suero fetal bovino (Sigma-
Aldrich F6178) y la muestra se reparti6é en 5 criotubos Nunc® (Sigma-
Aldrich V7634). A cada uno de los criotubos se le afiadieron 100 pL de
crioprotector (Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich D2650), de forma
progresiva y en agitacion. Los criotubos se introdujeron en un
criocontenedor (Nalgene® Mr. Frosty; Sigma-Aldrich C1562) para
obtener un descenso térmico gradual desde temperatura ambiente
hasta -802C. Los contenedores fueron depositados en un
ultracongelador (Thermo Scientific, Serie TSX) a -862C. Tras 3-4 dias, los
criotubos fueron trasladados a recipientes criogénicos de inmersién en

nitrégeno liquido, donde fueron almacenados hasta su utilizacion.

6.2.3 Diseiio experimental y metodologia general

6.2.3.1 Evaluacion de la adhesividad y la morfologia

La morfologia de las células en expansion se evalué mediante
microscopia invertida de campo claro y contraste de fases, realizandose
un registro de la evolucion de las mismas en cuanto al aspecto del

cultivo, porcentaje de capa celular adherida y morfologia celular.

6.2.3.2 Caracterizacion inmunofenotipica

El perfil inmunofenotipico de las muestras celulares de las CGLOH, de

las CGPE y las MSCMO se estudié mediante identificacion por citometria
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de flujo de los marcadores de referencia para células progenitoras

pluripotentes de origen mesenquimal.

Siguiendo los criterios de la ISCT (Internacional Society Cellular
Therapy) (Dominici M et al. 2006), se han utilizado anticuerpos
especificos para la deteccidn de la expresion de proteinas de membrana
celular consideradas como marcadores positivos (Tabla 2) y negativos
(Tabla 3), cuya presencia y ausencia constituye el criterio actual para la

caracterizacion de las células progenitoras mesenquimales adultas.

MARCADORES POSITIVOS
Nombre Tipo de
Descripcion Aplicaciones Clone Isotipo Conjugar
Alternativo Anticuerpos
Anticuerpo
CD105 ENG Antibody, anti-mouse FC MJ7/18 | RatlgG2ak PE
primario
Anticuerpo Mouse
CD73 NTS5E Antibody, anti-human FC AD2 APC
primario IgGlk
Human
Anticuerpo
CD90 Thy-1 Antibody, anti-human FC DG3 IgG1 FITC
primario

Tabla 2: Anticuerpos especificos para la deteccion de la expresion de proteinas de
membrana celular consideradas como marcadores positivos, cuya presencia constituye

el criterio para la caracterizacion de las células progenitoras mesenquimales adultas.
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MARCADORES NEGATIVOS
Nombre Tipo de
Descripcion Aplicaciones Clone Isotipo Conjugar
Alternativo Anticuerpos
Ptprc Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
CD45 FC 5B1 VioBlue
human primario IgG2a
Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
CD34 gp105-120 FC AC136 VioBlue
human primario IgG2a
Antibody, anti- Anticuerpo . Mouse
CD14 LPSR FC TUK4 PerCP
human primario IgG2ak
Antibody, anti- Anticuerpo
CD19 B4 FC 6D5 Rat IgG2ax PerCP
mouse primario
Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
HLA-DR HLA-DRA FC AC122 PerCP
human primario IgG2a

Tabla 3: Anticuerpos especificos para la deteccién de la expresién de proteinas de

membrana celular consideradas como marcadores negativos, cuya ausencia constituye

el criterio para la caracterizacién de las células progenitoras mesenquimales adultas.

Con el fin de obtener una mejor caracterizacion celular, se han incluido

anticuerpos especificos para identificar la expresién de marcadores

positivos (Tabla 4) y negativos adicionales (Tabla 5) (Zaher Merhi
2013) (Tarnok, Ulrich et al. 2010).
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MARCADORES POSITIVOS
Nombre Tipo de
Descripcion Aplicaciones Clone Isotipo Conjugar
Alternativo Anticuerpos
Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
CD71 TFRC FC AC102 PE
human primario IgG2ak
Antibody, anti- Anticuerpo 429 Rat [gG2ak
CD106 VCAM1 FC APC
mouse primario MVCAM.A
Mouse
Antibody, anti- Anticuerpo
CD184 CXCR4 FC 12G5 IgG2ak APC
human primario
Antibody, anti- Anticuerpo ES8-20E6 Mouse
CD309 VEGF-KDR FC PE
human primario IgGlk
Tabla 4: Anticuerpos adicionales especificos para la deteccién de la expresién de
proteinas de membrana celular consideradas como marcadores positivos, cuya
presencia constituye el criterio para la caracterizaciéon de las células progenitoras
mesenquimales adultas.
MARCADORES NEGATIVOS
Nombre Tipo de
Descripcion Aplicaciones Clone Isotipo Conjugar
Alternativo Anticuerpos
Rat
Antibody, anti- Anticuerpo
CD117 c-kit FC 3C11 IgG2bk FITC
mouse primario
Antibody, anti- Anticuerpo Human
CD31 PECAM-1 FC REA730 PerCP
human primario IgG1
Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
CD271 NGFR FC ME20.4-1.H4 PE
human primario IgGlk
Antibody, anti- Anticuerpo Mouse
CD133 PROM1 FC AC133 APC
human primario IgGlk
Antibody, anti- Anticuerpo BW264/56 Mouse
CD3 CD3e FC FITC
human primario IgG2ak

Tabla 5: Anticuerpos adicionales especificos para la deteccién de la expresién de

proteinas de membrana celular consideradas como marcadores negativos, cuya

ausencia constituye el criterio para la caracterizacion de las células progenitoras

mesenquimales adultas.
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6.2.3.3 Diferenciacion in vitro inducida

6.2.3.3.1 Diferenciacion osteogénica
Se sembraron 40.000 células/cm? en un soporte de cultivo tipo Slide-
Flask (Thermo Scientific 170920), al cual se le anadi6 medio de
diferenciaciéon osteogénica (StemMACS® OsteoDiff Media; Miltenyi Biotec
130-091-678, Madrid). El medio fue sustituido cada 3 dias durante 10
dias de cultivo. A lo largo del mismo, se fue registrando tanto el
porcentaje de capa celular adherida a la superficie del soporte como la

morfologia de dichas células.

Transcurrido este tiempo se procedi6 a la tincion de la muestra. Las
extensiones celulares se fijaron mediante solucion de isopropanol al
90% durante 30 minutos, tras los cuales se tifi6 con Rojo Alizarin
(Sigma-Aldrich A5533) durante 2-4 minutos. Los portaobjetos fueron
lavados a continuacion con agua destilada, y posteriormente, sometidos
a contra tincion con hematoxilina (Merck MHS16) durante 2-3 minutos
para posteriormente lavar con agua corriente y por ultimo con agua

destilada.

Para evaluar la diferenciacién osteogénica, se observd y documento la
presencia de acumulos intracitoplasmaticos de calcio rojo Alizarin
positivos, en el seno de agregados celulares con morfologia
caracteristica, caracterizada por la formacién de espacios

intercelulares.

6.2.3.3.2 Diferenciacion condrogénica
Se sembraron 80.000 células/cm? contenidas en una gota de 5 pL de

medio, en uno de los pocillos de en una placa de 4 pocillos. En el pocillo
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adyacente se depositaron 500 pL de agua destilada para favorecer el
intercambio de gases y aportar la humedad necesaria. Tras incubar
durante 1 hora a 37 ©C, se afiadieron 500 pL de medio de diferenciacion
condrogénica (StemMACS® ChondroDiff Media; MiltenyiBiotec 130-091-
679). El medio se renovd cada 3 dias, hasta un total de 14 dias de
cultivo. A lo largo de este periodo se evalud tanto la confluencia del

cultivo como la morfologia celular.

Tras catorce dias de cultivo, se realizaron extensiones celulares en
portaobjetos que fueron fijadas con formalina al 10% o formaldehido al
4% durante 30 minutos. La tincién se realizé con Azul de Tolouidina
(Sigma-Aldrich 89640) durante 1-5 minutos, lavando posteriormente la

muestra con agua abundante.

Se consider6 positiva la diferenciacion condrogénica cuando se detectd
la presencia de acimulos intracitoplasmaticos de proteoglicanos
visibles mediante tincion con azul de toluidina, y propios de la actividad

de sintesis de los condrocitos.

6.2.3.3.3 Diferenciacion adipogénica
Se sembraron 130.000 células en recipiente tipo Slide Flask con DMEM
completo + LIF, reemplazando el medio cada 3 dias, hasta obtener una
confluencia celular del 100%. A partir de este momento, se inici6 la
diferenciacién por medio de la exposicién al sistema de medios MSC
AdipoDiff Media (Lonza Ibérica Products, Barcelona), que consta de tres
ciclos de 6 dias de duracién cada uno. Cada uno de los ciclos de seis dias

se divide a su vez de dos fases:
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— Durante los 3 primeros dias, las células estuvieron expuestas al
medio de induccién adipogénica (hMSC Adipogenic Induction
Medium; Lonza Ibérica Products, Barcelona) constituido por medio
basal (Lonza Ibérica Products PT-3102B) y por aditivo Singlequots®
((Lonza Ibérica Products PT-4135).

— Durante los tres dias siguientes, las células se expusieron a medio de
mantenimiento hMSC Adipogenic Maintenance Medium, compuesto
de medio basal (Lonza Ibérica Products PT-3102A) y por aditivo
Singlequots® (Lonza Ibérica Products PT-4122).

Una vez completados los 3 ciclos de diferenciacion, el cultivo se
mantuvo en medio de mantenimiento durante 6 dias mas, renovando el
medio cada 3 dias. Durante esta fase se observaron las caracteristicas

morfoldgicas de las células y su evolucion.

Al término del periodo descrito, se realiz6 la fijacion por medio de la
exposicion a formaldehido al 4% (Carlo Erba Reagents, Sabadell,
Espana) durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguida de tincién
con soluciéon comercial de Oil Red (Merck Millipore 102419; Burlington,
Massachusetts, Estados Unidos) durante 20 minutos en agitaciéon y a
temperatura ambiente. Para finalizar se lavé dos veces con agua
destilada durante 5 minutos. Se defini6 como criterio de diferenciacion
adipogénica, la presencia de vacuolas lipidicas intracitoplasmaticas

visibles mediante la tincion con 0il Red.

6.2.3.4 Caracterizacion de la actividad funcional

Se ha analizado la expresion de genes relacionados con la actividad

funcional de las células, y en especial con su receptividad a las
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gonadotropinas y con su actividad esteroidogénica (Tabla 6), asi como

genes relacionados con la multipotencialidad (Tablas 7 a 12). La

expresion del gen GUSB, codificante de la beta-glucuronidasa, fue

utilizado como control.

GEN DESCRIPCION MIM HGNC
FSHR Receptor de FSH *136435 3969
LHCGR Receptor de LH/HCG *152790 6585
CYP19A1 Actividad Aromatasa *107910 2594
AMH Hormona Antimiilleriana *600957 464
INHBB Cadena B de la Inhibina *147390 6067
HSD3B1 Actividad 3-B-OH-Esteroide-Deshidrogenasa Tipo 1 *109715 5217
HSD3B2 Actividad 3-B-OH-Esteroide-Deshidrogenasa Tipo 2 *613890 5218
Tabla 6: Genes relacionados con la Memoria Funcional de Origen
GEN DESCRIPCION MIM HGNC
KIT c-KIT *164920 6342
CD90 Glicoproteina perteneciente al receptor de superficie Thy-1 de Células T *188230 11801
ENG Endoglina *131195 3349
CD34 Glucoproteina transmembrana *142230 1662

Tabla 7: Genes relacionados con la Multipotencialidad de las Células Progenitoras

Adultas Hematopoyéticas.
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GEN DESCRIPCION MIM HGNC
CD44 Glicoproteina Fagocitica Tipo 1 *107269 1681
PTPRC Receptor Tipo C de la Tirosin-Fosfatasa *15146 9666

Tabla 8: Genes relacionados con la Estirpe Celular Hematopoyética

GEN DESCRIPCION MIM HGNC
ALCAM Molécula de Adhesion Celular de Leucocitos Activados *601662 400
NTSE 5’-nucleotidasa *129190 8021
VCAM Proteina de Adhesion Celular Vascular Tipo 1 *192225 12663
LGRS Receptor Acoplado a Proteina G Tipo 5 *606667 4504
ITGB1 Subunidad 1 de la Integrina *135630 6153

Tabla 9: Genes relacionados con Multipotencialidad de Células Progenitoras Adultas

Mesenquimales.
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GEN DESCRIPCION MIM HGNC
Factor de Transcripcion de Homeobox de
DNA implicados en proliferacién de
NANOG Células Embrionarias, y Marcador de *607937 20857
Pluripotencialidad y Capacidad
Regenerativa.
DPPA3 Stella *608408
SRY-box 2. Gen determinante de la
SOX2 *184429 11195
Diferenciacion Sexual
Oct4. Gen tipo Homebox Codificante del
POUS5SF1 Factor de Transcripcién Tipo 1 asociado *164177 9221
al Dominio POU Clase 5
TERT Telomerasa Transcriptasa Inversa *187270 11730
Gen codificante de Lamin A, Proteina
LMNA *150330 6636
Estructural de la Lamina Nuclear
Tabla 10: Genes relacionados con Pluripotencialidad Embrionaria.
GEN DESCRIPCION MIM HGNC
Gen homologo al deleccionado en
DAZL *601486 2685
Azoospermia
DDX4 DEAD-box Helicasa Tipo 4. VASA *605281 18700

Tabla 11: Genes relacionados con Pluripotencialidad Germinal.
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GEN DESCRIPCION MIM HGNC
FGF2 Factor de Crecimiento Fibroblastico *134920 3676
HGF Factor de Crecimiento Hepatocitario *142409 4893
EGF Factor de Crecimiento Epidérmico *131550 3229
BCL2 Gen asociado al Linfoma de Células B *51430 990

ESR2 Receptor Estrogénico Tipo *601663 3468
CAT Actividad Catalasa *115500 1516
SOD1 Actividad Superéxido-Dismutasa 1 *147450 11179
SOD2 Actividad Superoéxido-Dismutasa 2 *147460 11180
GLO1 Actividad Glioxalasa 1 *138750 4323
IGF1 Factor de Crecimiento Insulinoide Tipo I *147440 5464

Tabla 12: Genes relacionados con Actividades Citoprotectoras.

GEN DESCRIPCION MIM HGNC
GUSB Actividad Beta-Glucuronidasa *611499 4696

Tabla 13: Gen Control.
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6.2.3.5 Experimentos sobre proteccion frente a citotoxicidad

experimental

6.2.3.5.1 Toxicidad experimental mediada por Peroxinitrito
Con objeto de determinar la dosis toxica mas adecuada para evaluar el
efecto del Peroxinitrito o dosis letal 50 (DL50) y el posible efecto
protector propuesto en la hipétesis, se realiz6 un experimento
preliminar de toxicidad basal (Figura 9). A partir de la muestra celular
obtenida tras el levantamiento de los cultivos, se elaboraron diluciones
para depositar 105 células por tubo de 6mlL, usando como diluyente
500uL. de DMEM completo, que contenia Peroxinitrito (Sigma-Aldrich
20-107) en cuatro concentraciones diferentes (50, 100, 250 y 500 pM).
Como control negativo se utiliz6é un quinto tubo usando como diluyente

DMEM competo sin Peroxinitrito.

50 uM 100 uM 350 uM 500 uM Control

0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM
2,13 ug Peroxin. 4,25 pg Peroxin. 14,87 ug Peroxin. 21,25 pg Peroxin.
1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células

Figura 9: Experimento para el cdlculo de la Dosis Letal 50 del Peroxinitrito.
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Las series de cultivo, que se realizaron por triplicado, se incubaron en
condiciones convencionales (372C, 5% de CO2 y 90% de humedad) a lo
largo de diferentes periodos de tiempo (0, 2, 8 y 24 horas),
transcurridos los cuales se midi6 apoptosis y muerte celular
cuantificando la expresion de Anexina V y loudoro de Propidio
respectivamente mediante citometria de flujo, como se describe mas

adelante.

Una vez determinada la DL50, a partir de las soluciones celulares
obtenidas tras resuspension del sedimento derivado de la
centrifugacion del producto de levantamiento de los cultivos primarios,
se elaboraron diluciones adecuadas para sembrar poblaciones de 105
células por tubo de 6mL usando como diluyente 500uL. de DMEM
completo. Igualmente, tras descongelacion de CGLOH se elabor6 una
suspension de estas células en medio de cultivo y a concentracion
similares. Como agente oxidativo se empleé Peroxinitrito (Sigma-

Aldrich 20-107), a una concentraciéon de 350 uM.

Para determinar el efecto tdxico del agente oxidante a la dosis escogida,

alas 105 CGLOH se afiadieron en diferentes tubos (Figura 10):

— Peroxinitrito 350 pM.
— Peroxinitrito 350 uM, mas 10> CGPE.
— Peroxinitrito 350 uM, mas 10> MSCMO.

— Control negativo, sin adicién de células protectoras ni téxico.
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CGLOH 1x10° CGLOH 1x10° CGLOH 1x10° CGLOH 1x10°
CGPE 1x10° MSCMO 1x10°
0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mLDMEM

14,87 pg Peroxin 14,87 ug Peroxin. 14,87 pg Peroxin.

Figura 10: Experimento para la determinacion del efecto toxico del Peroxinitrito, a la
dosis escogida (350 uM). (Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano
(CGLOH); Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE); Células
Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO)).

Al igual que en los experimentos preliminares para la busqueda de
DL50, los tubos se incubaron en condiciones convencionales a lo largo
de diferentes periodos de tiempo (0, 2, 8 y 24 horas), transcurridos los
cuales se midi6 apoptosis cuantificando la expresion de Anexina V
mediante citometria de flujo, y muerte celular mediante Ioduro de
Propidio, por medio del software de analisis MacsQuantify (Miltenyi
Biotec). Los resultados se cuantificaron en términos relativos,
considerando como referencia el porcentaje de apoptosis/muerte

celular observada en el control negativo.

6.2.3.5.2 Toxicidad experimental mediada por Glioxal
La busqueda del umbral de toxicidad mediada por Glioxal mas
adecuada para el disefio de los experimentos posteriores se abord6 por

medio de un método analogo. A partir de las células obtenidas tras
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levantamiento de los cultivos, se elaboraron diluciones para depositar
105 células por tubo de 6 mL, usando como diluyente 500 uL. de DMEM
completo, que contenia Glioxal (Sigma-Aldrich 128465) en cuatro
concentraciones diferentes (50, 100, 250 y 500 uM). Como control
negativo se utiliz6 un quinto tubo usando como diluyente DMEM

competo sin Glioxal (Figura 11).

50 uM 100 uM 150 uM 200 uM Control

0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM
1,45 pg Glioxal 2,9 pg Glioxal 4,35 pg Glioxal 5,8 ug Glioxal

1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células 1x10° Células

Figura 11: Experimento para el cdlculo de la Dosis Letal 50 del Glioxal.

Las series de cultivo, reiteradas tres veces, se incubaron en
convencionales (372C, 5% de CO2 y 90% de humedad) a lo largo de
diferentes periodos de tiempo (0, 2, 8 y 24 horas), transcurridos los
cuales se midi6 apoptosis y muerte celular cuantificando la expresion
de Anexina V y loduro de Propidio mediante citometria de flujo, como

se describe mas adelante.

Posteriormente, y ya como experimento central, se elaboraron

diluciones adecuadas para sembrar poblaciones de 10> células por tubo
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de 6 mL usando como diluyente 500 uL. de DMEM completo. Tras
descongelacién de CGLOH se elabor6 una suspension de estas células en
medio de cultivo y a concentraciéon similares. Como producto de
glicosilacion avanzada se empled Glioxal (Sigma-Aldrich 128465), a una

concentracion de 100 uM.

Para determinar el efecto toxico del Glioxal a la dosis escogida, a las 10>

CGLOH se afiadieron en diferentes tubos:

— Glioxal 100 pM.
— Glioxal 100 uM, mas 10> CGPE.
— Glioxal 100 uM, mas 105 MSCMO.

— Control negativo, sin adicién de células protectoras ni toxico.

CGLOH 1x10° CGLOH 1x10° CGLOH 1x10° CGLOH 1x10°
CGPE 1x10° MSCMO 1x10°

0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mL DMEM 0,5 mLDMEM
2,9 ug Glioxal 2,9 ug Glioxal 2,9 ug Glioxal

Figura 12: Experimento para la determinacién del efecto toxico del agente oxidante,
Glioxal, a la dosis escogida (100 uM). (Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario
Humano (CGLOH); Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE); Células
Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO)).
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Los tubos se incubaron en condiciones convencionales a lo largo de
diferentes periodos de tiempo (0, 2, 8 y 24 horas), transcurridos los
cuales se midi6 apoptosis cuantificando la expresion de Anexina V
mediante citometria de flujo, y muerte celular mediante Ioduro de
Propidio, por medio del software de analisis MacsQuantify (Miltenyi
Biotec). Los resultados se cuantificaron en términos relativos,
considerando como referencia el porcentaje de apoptosis/muerte

celular observada en el control negativo.

6.2.4 Métodos especificos de caracterizacion y cuantificacion

6.2.4.1 Citometria de flujo

Se determind la expresién de los marcadores de membrana de las
suspensiones celulares de las CGLOH y de las CGPE obtenidas tras el

proceso de tripsinizacién, descrito con anterioridad.

La suspension celular, tras agitacién mecanica, se alicuot6 en seis tubos,
con un volumen maximo de 50 uL por tubo. Los estudios se realizaron
con un recuento minimo de 50.000 células por tubo, aunque se
consideraron muestras ideales las constituidas por 100.000 células por
tubo. La distribucién de anticuerpos especificos (BD-Pharmigen,
MiltenyiBiotec, Inmunostep y R&D Systems) y de los fluorocromos (FITC:
isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina, PERCP: Proteina clorofila
peridinina; APC: Aloficocianina) utilizados para cada uno de los tubos

de suspension celular fue la siguiente:
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Vioblue FITC PE PERCP APC
Tubo 1 Control
Tubo 2 CD45 CD117 VEGF CD14 CD133
Tubo 3 CD34 CD90 CD71 HLADR CD106
Tubo 4 - CD3 CD105 CD31 CD184
Tubo 5 - - CD271 CD19 CD73

Tabla 14: Distribucion de anticuerpos y de los fluorocromos utilizados para determinar

la expresién de los marcadores de membrana de las CGLOH y de las CGPE.

El volumen utilizado fue en todos los casos 7 pL, salvo en el caso del
anticuerpo antiCD90, de cuya soluciéon se afiadieron 2 pL. Una vez
afladidos los anticuerpos, los tubos permanecieron en oscuridad y a
temperatura ambiente durante 15 minutos para evitar la excitacién de

los fluorocromos.

Tras la incubacién se realizé una lisis osmética para la fijacién de las
células y la depuracion de eventuales hematies residuales, por medio
del uso de 100-200 pL de una solucién hiposmotica comercial (Quick
Lisis®, Citognos). Las muestras se mantuvieron en oscuridad durante 10

minutos mas.

La lectura de las muestras se realizé con el citbmetro MACSQuant®
Analyzer 10 (Miltenyi Biotec GmbH, Alemania). El equipo permite
lecturas a partir de muestras con volumen minimo de 25 pL, con un

umbral de deteccién para el tamafio de las particulas de 1um. La
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sensibilidad de la fluorescencia se caracterizdo por indices MESF
(molecules of equivalent soluble fluorochrome) menores de 200 para
FITC, menores de 100 para PE, y menores de 150 para APC, con
coeficientes de variacidn menores del 5% para todos los umbrales.
Respecto al recuento absoluto, el sistema se caracteriza por una
variabilidad del +5%, con un coeficiente de variacion del 5%. El analisis
de los resultados se llevé a cabo con el software MACS Quantify®

(Miltenyi Biotec GmbH).

6.2.4.2 Deplecion de células CD3+

Una vez cuantificada la celularidad de las muestras de las CGLOH
descongeladas, se centrifugaron durante 10 minutos, a 290 g y a 222C.
El sedimento se resuspendié en 80 puL de PBS a temperatura ambiente.
Se retiré una alicuota de 10 pL, a la que se afiadié 190 uL de PBS para

realizar Citometria de Flujo (FACS) de la muestra no marcada.

Se anadieron 20 pL de solucién comercial para deplecién de células CD3
(CD3 MicroBeads, human; Miltenyi Biotec 130-050-101) a los 200 pL
obtenidos del paso anterior, y tras mezclar, se incubaron 15 minutos
entre 4-82C. Seguidamente, se afiadieron 2 mL de PBS y se realizé un
nuevo lavado durante 10 minutos, a 290 g y a 22°C. El pellet se

resuspendi6 en 500 pL de PBS.

La separacién de las fracciones CD3 positiva y CD3 negativa se realizo
en un autoMACS® Pro Separator (Miltenyi Biotec GmbH), separador
celular magnético con velocidad de procesamiento superior a
10¢/segundo a partir de una muestra de mas de 4x10° células. El

sistema realizdé el auto etiquetado de las células, de forma que su
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elucidn aisl6 por separado las fracciones negativa y positiva para CD3.

Del volumen total eluido, se obtuvieron sendas muestras de 200 pL de
las dos fracciones. Estas dos alicuotas, junto con la procedente de la
muestra conservada antes de separacion, se marcaron con 20 pL de
anticuerpo CD3-PE (Miltenyi Biotec) y se incub6 durante 15 minutos en
la oscuridad. Tras esto se procedio a realizar la citometria de flujo como

control de calidad de la deplecién.

6.2.4.3 Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR

cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

6.2.4.3.1 Extraccion del RNA
El RNA total de las CGLOH, de las CGPE y de las MSCMO se aislé a partir
de cada una las suspensiones por medio de tratamiento con reactivo
Trizol Reagent (Ambion®, Life Technologies, ThermoFischer Scientific)

segln el protocolo descrito por el fabricante.

Con el fin de asegurar la obtencion de suficiente cantidad de RNA, las
células fuente de la extraccion se dividieron en alicuotas de 106 células,
que fueron depositadas en tubos Eppendorf de 2 mL junto con 700 pL
de Trizol Reagent. Para hacer mas eficiente el proceso, las muestras se
congelaron a -802C hasta acumular un nimero adecuado, que se estimo

en 7x10°¢ células para cada tipo celular.

Tras acumular el numero minimo de células establecido, se
descongelaron a temperatura ambiente y se mantuvieron en hielo. En
una campana de extraccion de gases se afiadieron 140 pL de cloroformo

al 99% a cada uno de los tubos, que fueron agitados vigorosamente
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durante 15 segundos. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g
durante 15 minutos en una centrifuga previamente enfriada a 4°C; tras
este proceso se recogio el sobrenadante con sumo cuidado, para evitar
la contaminaciéon con restos de la interfase. Una vez retirado el
sobrenadante, se afnadi6 el mismo volumen de isopropano], tras lo cual,
las muestras se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente para
facilitar el precipitado del RNA. Trascurrido este tiempo, fueron
nuevamente centrifugadas durante 15 minutos, a 12.000 g y a 42C, con
el fin de retirar el isopropanol. Eliminado éste, se afiadieron 500 pL de
etanol al 75% a -202C, se mezcl6 con un vortex y se realizé una tercera
centrifugaciéon en condiciones similares. El sobrenadante fue retirado
en su totalidad, y se dejé secar el sedimento en la campana de gases

durante 5-10 minutos.

El sedimento seco de cada tubo fue mezclado con 12 pL de agua libre de
actividad nucleasa (Roche 231-791-2; Penzberg, Alemania). La
cuantificacion del RNA se realiz6 mediante un espectrofotémetro
(NanoPhotometer ® Pearl; Implen GmbH, Alemania), con objeto de
calcular la cantidad de RNA sobre el que realizar la sintesis de cDNA, la

retrotranscripcién (RT).

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 1 pg de RNA total usando la
retrotrasncriptasa High Capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Applied Biosystem) y oligonucleétidos aleatorios. Esta mezcla se
someti6 a 252C durante 10 min, 372C durante 120 min y 852C durante 5
min. Una vez realizada la RT, y obtenido el cDNA problema para ambos

tipos celulares se procedié a su congelacién a -202C.
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6.2.4.3.2 Evaluacion de la eficiencia de los cebadores
Se efectu6 una evaluacién preliminar para determinar la concentracion
de cDNA a la que la amplificacion de los cebadores empleados resulto
mas eficiente. Para ello, se descongel6 a temperatura ambiente el cDNA,
y se realizaron diluciones seriadas a partir de la solucion basal (1/5,

1/25,1/125).

En placas para PCR de 96 pocillos, se destinaron 16 pocillos para cada

diluciéon. En cada uno de ellos se cargaron 12 pL de la siguiente mezcla

de reaccidn:

— 2,5 puL del cDNA

— 9,5 uL de la muestra optimizada que contiene 6 pL PowerUp®
SYBR® Green Master Mix (SYBR® Chemistry; Thermo Fischer Cientific
A25742)

— 0,5 pL de la mezcla del primer (Foward + Reverse + H20 libre de
actividad nucleasa)

— 3 pL H20 libre de actividad nucleasa.

La evaluacion de la eficiencia para cada gen se hizo por duplicado, de
manera que por cada placa de 96 pocillos se ensayaron 8 genes. Los
calculos de eficiencia de los primers se realizaron sobre cDNA
procedente de las CGLOH, de las CGPE y de las MSCMO. Las placas se
trataron en el termociclador (CFX Connect Real-Time PCR Detection
System, Bio-Rad Laboratories; Hercules, California, Estados Unidos),
aplicando el programa de PCR constituido por la sucesiéon de las
siguientes fases:

— Desnaturalizacion inicial de 10 min a 952C.

— Desnaturalizacion intermedia con 40 ciclos de 15 segundos a 95 2Cy

60 segundos a 60 °C.
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— Desnaturalizacion final durante 15 segundos a 95 ©C.

— Renaturalizacion durante 15 segundos a 60 2C.

Los resultados se analizaron con el software CFX Manager® Software
(Bio Rad). Una vez analizados los datos, se determin6 a que
concentracion de cDNA se debian realizar los experimentos de
expresion génica para cada uno de los primers a testar. La
concentracion mas adecuada se determin6 considerando la pendiente

de la curva estandar.

6.2.4.3.3 Amplificacion de secuencias de cDNA
Se evalué la expresion diferencial del panel de genes problema por
medio de RT-qPCR, comparando las CGLOH con las CGPE y con MSCMO.
Con este fin, se prepararon placas de 96 pocillos aptas para PCR, en las
cuales cada gen se estudi6 respecto al cDNA procedente de los tres tipos
celulares. Cada uno de los ensayos por cada gen problema y tipo celular
se replicé en 3 pocillos, por lo que cada placa permitié el analisis de 8
genes. El contenido de los pocillos fue idéntico al descrito en para la
fase de medicién de la eficiencia de la reaccién. Las placas fueron
procesadas en el termociclador por medio del programa mencionado

con anterioridad.

Las eficiencias de los primers estaban comprendidas entre el 85% y

100% y los tamafios de fragmentos amplificados entre 110 y 210 pb.

En la Tabla 15 se muestran todos los cebadores utilizados en las
reacciones de PCR a tiempo real y el tamano del producto que

amplifican.
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Denominacion | HGNC MIM Oligonucledtidos Tme | %

alternativa GC

FSHR FSHRO, LGR1 3969 *136435 | Directo | GGTCCCCAAATCCTGAAAAT 63,7 | 45

Reverso | CTTCTGACCTCCCGAGGAAT 64,4 | 55

LHCGR LCGR, LGR2, 6585 *152790 | Directo TCCTTTCCAGGGAATCAATC 62,7 | 45
LHR Reverso | GGCCGGTCTCACTCGAC 64,9 | 70,5
CYP19A1 Aromatase, 2594 *107910 | Directo | CAAGTGGCTGAGGCAT 58,3 | 56,2
P-450AROM Reverso | GAGAATAGTCGGTGAA 47,6 | 43,7

CYP19A1 Aromatasa 2594 *107910 | Directo | GCCGAATCGAGAGCTGTAAT 63,2 | 50
Reverso | GAGAATTCATGCGAGTCTGGA 64,3 | 47,6
AMH AMH 464 *600957 | Directo | ACAGTGACCTCAGGGCCA 64,7 | 61,1
Reverso | GCCTGGTGGTCCTACACCT 64,1 | 63,1

INHBB INHB B 6067 *147390 | Directo | ACAAACAGGTTCTGGTTGCC 63,9 | 50
Reverso | CGTTTCCGAAATCATCAGC 63,2 | 47,3

HSD3B1 HSD3B-1 5217 *109715 | Directo | CCAGAATGTCTCCTTCCAGC 63,8 | 55

Reverso | GGAGATCAGGGTCTTGGACA 64,2 | 55

HSD3B2 HSD3B-2 5218 *613890 | Directo GGCTCATCCAGAATGTCTCC 63,7 | 55

Reverso | CTTGGACAAGGCCTTCAGAC 63,8 | 55

KIT CD117; c-KIT 6342 *164920 | Directo GTGCTGTCGGAAAAATTCAT 61,5 | 40
Reverso | CCTGTAGTTTAGTCTGACTGTT 54,3 | 40,9
THY1 CD90 11801 | *188230 | Directo | GACTGAGATCCCAGAACCA 60,3 | 52,6
Reverso | TGTCTCACGGGTCAGG 59,2 | 62,5

ENG CD105 3349 *131195 | Directo | CAAGACCAGGAAGTCCATAG 58,7 | 50
Reverso | GGCCTGGGGTACTCAC 58,9 | 68,7

CD34 CD34 1662 *142230 | Directo GTGACATCAAGGCAGAAATC 59,7 | 45

Reverso | TCTCCCCTGTCCTTCTTAAA 60,2 | 45

CD44 - 1681 *107269 | Directo | AGCAACTGAGACAGCAACCA 63,8 | 50
Reverso | AGACGTACCAGCCATTTGTGT 63,3 | 47,6

PTPRC CD45 9666 *151460 | Directo | AAGACAACAGTGGAGAAAGG 58,4 | 45

Reverso | TTGCTGTAGTCAATCCAGTG 58,9 | 45
ALCAM CD166 400 601662 Directo | TCCAGAACACGATGAGGCAGAC 60 54,5
Reverso | GTAGACGACACCAGCAACAAGG 60 54,5

NT5E CD73 8021 *129190 | Directo | GATAATGTTTGCAGCTTCTCA 60,3 | 40

Reverso | TTCCCATTCAGTGGACTATC 59,9 | 40

VCAM CD106 12663 | *192225 | Directo | CACACTGTCATTGCGAGC 59,5 | 38

Reverso | GCAAGACGTAACTCCTCC 59,0 | 45
LGR5 GPR49 4504 *606667 | Directo CGCGCGGAAAAGATGAAT 61,8 | 555
Reverso | TCCACATGATTTGGCATTTG 57,3 | 55,5

ITGB1 CD29 6153 *135630 | Directo | CAGCTGTGTGTACTCAATGATAGATTT | 66,1 | 50

Reverso | CAACTGGCCGAAGAATAGCAATGGTGT | 64,3 | 40

NANOG FLJ12581 20857 | *607937 | Directo | TCAACGTCTCGGAGGAGATT 63,2 | 37
Reverso | CAACCTACATCCCAGGGTCT 73,4 | 48,1
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DPPA3 Stella 19199 | *608408 | Directo | GCAGCAGGGCACCCCTGGC 63,8 | 50
Reverso | TGTGAGAGAGAGGCACTGTACC 62,8 | 55

SO0X2 SRY box 2 11195 | *184429 | Directo | GGTTCTCGATACTGGTTCGC 76,8 | 78,9

Reverso | GTGGAGGAAGCTGACAACAA 63,5 | 54,5
POUF5F1 Oct4 9221 *164177 | Directo CTTAGATCGTGTGCGGCTTCG 63,5 | 55
Reverso | CTCGTAGTTCAGCACAGCAAAC 62,9 | 50

TERT TERT 11730 | *187270 | Directo | GAGTTCAGCAGAGCCTCCAG 689 | 57,1
Reverso | GCAAAGTGCGTGAGGAGTTT 63,8 | 50
LMNA Lamin A 6636 *150330 | Directo | GCTATGTTGTACCTCCGGCTT 64,3 | 60
Reverso | GCCCGACTTCTTCTAAAGTGATG 64,3 | 50

DAZL DAZL 2685 *601486 | Directo TTCTTGACAAAGAAAAGTTGCAATA 64,1 | 52,3

Reverso | CGTTGAAATTCTGCGAAACA 64,9 | 47,8
DDX4 VASA 18700 | *605281 | Directo | CCTCTCTCTTCTGCTTGAAGTTG 62,6 | 28
Reverso | AGCGGCTGTACTGCAAAAAC 63,7 | 40

FGF2 FGFB 3676 *134920 | Directo | TGGTTTTTATCTTCAGTGCTGG 63,4 | 47,8
Reverso | AGCATGTCCTCCTGCATCTC 64,2 | 50

HGF HGFB 4893 *142409 | Directo TGGTTCCTTCTGTGTCAATCC 62,8 | 409
Reverso | GTACTCTCGCAGGAAATGGG 64,5 | 55

EGF B-urogastrona | 3229 *131550 | Directo | GATTTTATTTCGCCGGCTC 639 | 47,6
Reverso | TGATGTGAGTCTGGGCTGAG 63,5 | 55

BCL2 Bcl-2 990 *151430 | Directo | ATCACCCAAACCAAAGCATC 63,3 | 47,3
Reverso | CCATGATCCTGCTCAATTCC 64,3 | 55
ESR2 Erb 3648 *601663 | Directo | ACGGGGCCCTACTGTAATAA 63,6 | 45
Reverso | AGATGCAGCACTGGAAGGAG 64,4 | 50
CAT CAT 1516 *115500 | Directo | TAATGCTTCCCCACACCTTC 62,0 | 50
Reverso | CTAGCGAGTTATGGCGACGA 64,6 | 55
SOD-1 SOD-1 11179 | *147450 | Directo | TGACCACCACCATTGAACTT 63,8 | 50
Reverso | CGTCACCGAGGAGAAGTACC 65,2 | 55
SOD-2 SOD-2 11180 | *147460 | Directo | GCGTCATAAACCAAACAGAG 62,9 | 45
Reverso | CTTATCTCGTCTGCCTCATC 63,7 | 60
CD16 FCGR3A 3619 *146740 | Directo | TCACTCGTAGCATGGTCTGC 59,8 | 45
Reverso | GGTCCCGTCGTCTGTGATAC 59,0 | 50
GLO-1 GLO-1 4323 *138750 | Directo | ACTCATCCACGATGCCTGTC 64,2 | 55
Reverso | GCTGGTGGATGCTCTTCAGT 64,5 | 60
IGF-1 IGF-1 5464 *147440 | Directo | CAACGAGCCTGCGTCCCACC 653 | 55
Reverso | ACGGAGCCCCCTTGTCTGCT 64,5 | 55

GUSB Glucuronidase, | 4696 *611499 | Directo CTGTCACCAAGAGCCAGTTCCT 60 54,5

beta Reverso | GGTTGAAGTCCTTCACCAGCAG 60 54,5

Tabla 15: Cebadores utilizados para la amplificacién de los genes analizados.
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6.2.4.3.4 Cuantificacion de la expresion génica
Las cuantificaciones se llevaron a cabo respecto al valor del ciclo
umbral registrado en el software CFX Manager® Software (Bio Rad), en
base a una cuantificacion relativa normalizada segin el modelo AACt
desarrollado por PE Applied Biosystems, cuya cuantificacién no depende
de la eficiencia de la reaccion. Se utilizaron dos modelos de

cuantificacion relativa de la expresién génica:

a) Cuantificacién relativa normalizada: Este método se basa en el
modelo Delta-Delta Ct desarrollado por PE Applied Biosystems uno
de los mas utilizados para obtener cuantificaciones rapidas de
muchos genes ya que no tiene en cuenta la eficiencia de la reaccion.
Los valores obtenidos para cada gen (gen diana) son normalizados
con los niveles de Ct obtenidos para un gen calibrador, que en todos
los casos consistié en el mismo gen diana. Para ello se utilizé la

formula 2-AACt.

ACt = Ct (gen diana) - Ct (Control endégeno)
AACt = ACt - ACt (calibrador)
2-8ACt = Incremento de expresion del gen diana

sobre el calibrador

b) Cuantificacién 2-ACt: Es una derivacion del método anterior,
mediante la cual se elimina de la ecuaciéon la expresién de la muestra

calibradora, usando el gen control endégeno para normalizar.
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6.2.4.4 Cuantificacion de apoptosis mediante Anexina V

Las suspensiones celulares previamente incubadas se centrifugaron
300g, 222C, 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado, tras lo cual se
afiadieron 500 pL de Buffer 1X, preparado a partir de la solucién madre
20X y agua destilada, y se centrifugé nuevamente. Se retird el
sobrenadante y afiadieron 5 pL de solucién de Anexina V (Annexin V-
FITC, Miltenyi Biotec 130-097-928) junto con 50 pL de Buffer 1X. Se
incubé de nuevo durante 15 minutos, para afiadir después 500 pL de

Buffer 1Xy centrifugar a continuacion.

Tras quitar el sobrenadante, se afladieron 250 pL de Buffer 1X antes de
introducir las células en el citdbmetro de flujo. Los tubos fueron
colocados en el soporte del citometro, previamente enfriado a 42C, y se
afiadieron 2.5 pL de solucion de Ioduro de Propidio (Propidium Ilodide
Solution; Miltenyi Biotec 130-093-233) al primer tubo. Trascurridos 3
minutos, se afiadié ioduro de Propidio al segundo tubo y se inicié la
lectura. En el momento que el contenido del primer tubo fue aspirado,
se afiadi6 loduro de Propidio al tercer tubo, y se procedi6 de forma

andloga y sucesiva hasta el final del procedimiento.

El andlisis de los datos se llevé a cabo mediante el Software de andlisis

MacsQuantify (Miltenyi Biotec).
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6.2.5 Definicion de términos y variables

6.2.5.1 Términos

Las definiciones adoptadas a los efectos del presente estudio son:

— Infertilidad: Ausencia de gestacion clinica constatada tras 12 meses
de relaciones sexuales con finalidad conceptiva.

— Donantes de ovocitos: Pacientes que, de forma altruista, donan
6vulos sometiéndose a estimulacién ovarica y a puncién-aspiraciéon
folicular.

— Endometriosis: Diagnéstico histopatolégico o ecografico de
presencia de endometrio fuera de la cavidad endometrial.

— Reserva folicular ovdrica: Conjunto de foliculos primordiales
remanentes en ambos ovarios.

— Baja reserva folicular ovdrica: Disminucién de la reserva folicular
ovarica cuya magnitud compromete la fertilidad.

— Pérdida precoz de reserva funcional ovdrica: Disminucién critica de
la reserva funcional ovarica superior a la imputable al
envejecimiento ovarico fisioldgico.

— Fallo ovdrico oculto: Disminucioén critica de la reserva funcional sin
expresion clinica, y constatada por medio de estimadores
bioquimicos o biofisicos.

— Fallo ovdrico clinico: fallo ovarico manifestado por ciclos irregulares,
oligomenorrea o amenorrea secundaria, en presencia de un cuadro
analitico de hipogonadismo hipergonadotropo.

— Serologia negativa para VHB, VHC, VIH, sifilis: negatividad de
marcadores serolégicos de infeccion (ausencia de AgHBs, AcVHC
con RIBA positivos, ausencia de Ac anti VIH con Western Blot

confirmatorio positivo, negatividad de RPR/VDRL).
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— Hiperestimulacion ovdrica  controlada:  tratamiento  con
gonadotropinas para conseguir un desarrollo folicular multiple que
permita la obtencion de un nudmero adecuado de ovocitos
destinados a tratamiento con fecundacién in vitro.

— Puncidn-aspiracién  folicular: Punciéon folicular transvaginal
ecoguiada seguida de aspiracion del liquido folicular ovarico.

— Baja Respuesta Ovdrica: obtencion de <5 ovocitos tras
hiperestimulacién ovarica controlada para FIV-TE.

— Complejo cumulo-ovocito: conjunto constituido por las células de
granulosa del cimulo ooforo, la zona peltcida y el ovocito.

— CGLOH: Células obtenidas mediante aspiracion folicular tras
hiperestimulaciéon ovarica controlada lavadas y administracion de
HCG, y posteriormente cultivadas en presencia de LIF.

— MSCMO: Células con capacidad de autorregeneraciéon y
diferenciacién a estirpes celulares de origen mesodérmico.
Presentan capacidad de adhesién a superficies de cultivo,
morfologia fibroblastoide, expresiéon positiva (>95% de las células)
de CD105, CD73, CD90, expresion negativa (< 2% de las células) de
CD45, CD34, CD14, CD79, CD19, y HLA-DR, asi como capacidad de
diferenciaciéon inducida a estirpes celulares mesodérmicas.

— CGPE: Células granulosas expandidas que presentan caracteristicas
propias de célula progenitora adulta mesenquimal.

— Toxicidad experimental inducida: Exposicion controlada a
determinados toxicos endégenos o exdgenos.

— Diferenciaciéon  osteogénica: =~ Adquisicion de  caracteristicas
funcionales propias de la osteogénesis, manifestadas por presencia
de aciimulos intracitoplasmaticos de calcio, en el seno de agregados
celulares con morfologia caracteristica constituida por la apariciéon

de espacios intercelulares.
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— Diferenciaciéon condrogénica: Adquisicibn de caracteristicas
funcionales propias de la condrogénesis, manifestadas por presencia
de presencia acumulos intracitoplasmaticos de proteoglicanos,
propios de la actividad de sintesis de los condrocitos.

— Diferenciacién  adipogénica:  Adquisicibn de caracteristicas
funcionales propias de adipogénesis, manifestadas por presencia de
presencia de vacuolas lipidicas intracitoplasmaticas.

— Adhesion celular: aposicién de las células a un sustrato inerte o a una
matriz extracelular sintética.

— Confluencia celular: proliferacion de células cultivadas in vitro hasta
ocupar mas del 80% de la superficie de los soportes de cultivo.

— Estrés Oxidativo: efecto de los radicales libre de oxigeno sobre el
metabolismo celular, inducido experimentalmente con tratamiento
de las suspensiones celulares con solucién de Peroxinitrito.

— Estrés Carbonilico: efecto de los productos de glicosilacién avanzada
de compuestos de carbono sobre el metabolismo celular, inducido
experimentalmente con tratamiento de las suspensiones celulares
con una solucién de Glioxal.

— Viabilidad celular: Ausencia de signos de apoptosis y de muerte
celular no programada.

— Apoptosis celular: Manifestacion del conjunto de mecanismos
moleculares implicados en la muerte celular programada o fenotipo
apoptético, que incluye el incremento de fosfatidilserina en la
lamina externa de la membrana citoplasmatica, estimada por medio
de la deteccién de Anexina V.

— Muerte celular: Manifestacion del conjunto de cambios
morfofuncionales asociados a la pérdida de las funciones vitales de

la célula, que incluye la disrupcién grave de la membrana
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A)

citoplasmatica y de los sistemas de endomembranas, estimada por

medio de la deteccidn de loduro de Propidio en la superficie celular.

6.2.5.2 Variables

Relativas a las caracteristicas basales de las donantes de
granulosa:

Tipo de donante: paciente estéril o donante de ovocitos.

Edad: Tiempo transcurrido desde el nacimiento, medido en afos
completos.

Duracién de la esterilidad: medida en afios completos.

Nivel sérico basal de FSH: concentracion sérica de FSH en dia 22-32
de un ciclo espontaneo (UI/L).

Infertilidad por factor masculino: existencia de patologia seminal
diagnosticada con arreglo a los criterios enunciados en el Manual de
Estudio del Semen Humano de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2010).

Infertilidad por factor tubdrico: antecedentes clinicos concluyentes o
resultados de pruebas de imagen compatibles con la existencia de
factor tubarico determinante.

Duracion de la estimulacién ovdrica: dias de tratamiento con
gonadotropinas.

Consumo de gonadotropinas: unidades de actividad FSH
administradas a lo largo el tratamiento.

Nivel de estradiol sérico en dia de administracion de HCGr:
concentracion sérica de estradiol en el dia de la HCGr (pg/mL).
Numero de foliculos mayores de 15 y 17 mm: recuento de imagenes
sonolucentes intraovaricas con caracteristicas morfologicas

compatibles con foliculos en desarrollo bajo estimulacién
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gonadotrépica y diametro folicular medio superior a 15 y 17 mm
respectivamente.

Numero de ovocitos obtenidos: recuento del total de ovocitos
obtenidos, con independencia de su calidad, grado de madurez e
integridad.

Celularidad basal de muestras en origen: concentracion de células de

la granulosa por mililitro de suspension.

B) Relativas a la caracterizacion morfolégica

Adhesion a superficie de cultivo: capacidad de establecer union
estable a la superficie del soporte de cultivo.

Adquisicion de morfologia fibroblastoide: modificacion de la
morfologia celular inicial propia de células epiteliales esferoideas,
por la aparicién progresiva e irreversible de ahusamiento del

contorno celular.

C) Relativas a la diferenciacion in vitro inducida

Diferenciacion osteogénica: presencia de células que expresan
caracteristicas morfoldgicas propias de diferenciacion osteogénica.

Diferenciacién condrogénica: presencia de células que expresan
caracteristicas morfoldgicas propias de diferenciacién condrogénica.
Diferenciacion adipogénica: presencia de células que expresan

caracteristicas morfologicas propias de diferenciaciéon adipogénica.

D) Relativas a eficiencia de la expansion de las CGPE

Recuento celular basal: nimero absoluto de células granulosas

luteinizadas.
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— Recuento celular en primer pase: numero absoluto de células
granulosas en expansion determinado en el momento del primer
pase del cultivo.

— Recuento celular en segundo pase: numero absoluto de células
granulosas en expansion determinado en el momento de los
segundos pases del cultivo.

— Ratio de expansion en primer pase: Relacion entre el recuento celular
en primer pase y el recuento celular basal.

— Ratio de expansién en segundo pase: Relacion entre el recuento

celular en segundo pase y el recuento celular basal.

E) Relativas a caracterizacion inmunofenotipica:

— Expresion individual de marcadores: porcentaje de células positivas
en citometria de flujo para cada uno de los marcadores (CD105,
CD73, CD90, CD45, CD34, CD14, CD79, CD19, HLA-DR, CD106, VEGF,
CD184,CD117,CD31, CD271,CD133,CD3,CD71).

— Expresion de perfil de célula mesenquimal pluripotente: porcentaje de
células que expresan el inmunofenotipo de célula mesenquimal
pluripotente, caracterizado por:

» Expresion en mas del 95% de las células de CD105, CD73,
CD90.

» Expresion en menos del 2% de las células de CD45, CD34,
CD14,CD79, CD19, y HLA-DR.

» Expresion de marcadores adicionales: CD71, CD106,
CD184, CD309 como marcadores positivos y CD117,
CD31,CD271, CD133, CD3 como marcadores negativos.
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F) Relativas a la actividad funcional:
— Expresion génica estandarizada: nivel de expresion de cada uno de

los genes diana analizados en relacion con el gen calibrador.

G) Relativas a proteccion frente a citotoxicidad experimental:

— Viabilidad celular: porcentaje de células sin marcadores de
apoptosis ni muerte.

— Apoptosis celular: porcentaje de células con deteccidén positiva de
anexina V y negativa de loduro de Propidio.

— Muerte celular: porcentaje de células con detecciéon positiva de

Ioduro de Propidio.

6.2.6 Meétodos estadisticos

6.2.6.1 Estadistica descriptiva

Las variables cuantitativas se han descrito mediante estadisticos de
tendencia central (media y mediana) y de dispersion (desviacion tipica,
e intervalo intercuartil) y las cualitativas por medio de su distribucion
de frecuencias. La precisiéon de las estimaciones se informa por medio
de los intervalos de confianza al 95% o del error estandar de los

estadisticos centrales.

6.2.6.2 Estadistica inferencial

Los contrastes de diferencias de medias se han efectuado por medio de
la prueba t de Student o mediante ANOVA (con contrastes post hoc en
caso necesario), en caso de variables en las que se pudo asumir la
distribucién normal. Para el contraste de la diferencia de distribuciones

de variables no normales se han aplicado pruebas no paramétricas
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como la U de Mann-Whitney, la prueba de la mediana o la de Kruskal-

Wallis.

Las diferencias de proporciones se han analizado por medio de la
prueba Chi?, aplicando la correccion de Yates o el test exacto de Fischer
en caso necesario. Si no podia asumirse la normalidad de las variables,
se han aplicado pruebas de comparacion de proporciones bajo

supuestos no paramétricos.

Para los andlisis de correlacion se han estimado los coeficientes de
correlaciéon de Pearson en caso de variables normales, y de Spearman

para no normales.

6.3 Aspectos éticos y legales

A lo largo de la realizacion del estudio, los investigadores se han
sometido enteramente a lo establecido por las regulaciones nacionales
e internacionales en materia de experimentacién con células humanas,
y en concreto a las recomendaciones y disposiciones de la revisiéon
vigente de la Declaraciéon de Helsinki-Edimburgo, y del Convenio de
Oviedo sobre Derechos Humanos y Biomedicina (Buhring, Treml et al.

2009).

6.3.1 Aprobacion institucional

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital General Universitario Gregorio
Marafién. La autorizacion para la incorporacién al estudio de Instituto
Europeo de Fertilidad se obtuvo del CEIC del Hospital Clinico San Carlos

mediante el correspondiente procedimiento de ampliacién de centros,
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en el que el CEIC de Hospital General Universitario Gregorio Maraion

actud como o6rgano de referencia.

6.3.2 Evaluacion riesgo-beneficio

Este estudio no ha representado riesgo adicional para las pacientes
participantes, que solo estuvieron expuestas a los riesgos generales
propios de la Fecundacién In Vitro, y a los particularmente
dependientes de la condicion de cada paciente. Dichos riesgos se

hicieron constar en el consentimiento especifico para el tratamiento.

6.3.3 Garantias de confidencialidad y ejercicio de derechos

ARCO

Se han mantenido los maximos niveles de confidencialidad y de rigor en
el secreto médico, en estricto cumplimiento de la normativa legal en

materia de proteccion de datos de caracter personal y clinico.

Todo el contenido de las bases de datos del estudio se considerd
confidencial, y fue tratada como como informacién sujeta a garantias de
reserva. La identidad de los pacientes figura solo de forma codificada en
los documentos del estudio, y so6lo los investigadores que han
desempefiado labores directamente relacionadas con el proceso
asistencial tuvieron acceso a los datos personales completos de los

pacientes.

Los investigadores responsables del reclutamiento de las participantes

les proporcionaron informacién expresa, precisa e inequivoca sobre:
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— Lanecesidad de incorporar los datos de interés para el estudio a una
base informatica, cuyo unico destino fue su utilizacion con fines de
investigacion clinica.

— Laausencia en dicha base de datos acerca de su identidad.

— La posibilidad de ejercitar en cualquier momento los derechos de
acceso, rectificacion, oposicién y cancelacion, y el procedimiento

previsto para dicho ejercicio.
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7. RESULTADOS

7.1 Estudios preliminares de factibilidad

Las CGLOH empleadas se obtuvieron como producto residual de los
liquidos foliculares procedentes de la recuperacién ovocitaria de 122
mujeres sometidas a protocolos de estimulacién ovarica controlada
para FIV y a puncioén folicular transvaginal ecoguiada, procedentes de la
Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital Gregorio Marafion y del
Instituto Europeo de Fertilidad. La edad media de las pacientes fue de

34 anos, con un rango comprendido entre 18 y 40 afios.

Para la puesta a punto de los protocolos, las condiciones de cultivo
inicialmente empleadas fueron las descritas por Kossowska-
Tomaszczuk (General Assembly of the World Medical 2014) cultivando
en DMEM completo + LIF + -Mercaptoetanol las células procedentes
de 2 pacientes. No se observéd morfologia mesenquimal en ninguno de
los 2 cultivos, y trascurridos 7 dias hubo una pérdida de la adherencia

al sustrato y de la viabilidad celular.

Tras comprobar que el [(-Mercaptoetanol tiene la habilidad de
desnaturalizar algunas proteinas por su capacidad para separar
puentes disulfuro, se eliminé del medio, tras lo cual se cultivaron
células de 15 pacientes con DMEM completo + LIF, obteniéndose
morfologia mesenquimal en dia 1 de cultivo en 13 de las 15 pacientes.
La confluencia de la superficie del Flask ocurrié a los 13,4 dias de

cultivo como promedio (DS: 3,8).

Durante el cultivo prolongado, las CGLOH en presencia de LIF pasan a

CGPE. De este modo las CGLOH tienden a perder sus caracteristicas de
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CG y adquieren otras similares a las presentes en MSC. Tras la primera
confluencia completa, se realizd citometria de flujo, observandose una
gran heterogeneidad celular al comparar la muestra por tamafio (SSC) y
complejidad (FSC). También se observé que estas células expresan
marcadores propios de MSC no tan definidos como cuando disponemos
de células con mas dias de cultivo; por esta razén, se evalud la
expresion de marcadores cuando las células alcanzaron la segunda
confluencia completa (37 dias de cultivo de media). En esta fase de la
expansién, se observé la aparicion de marcadores similares
caracteristicos de MSC de médula ésea y de grasa establecidos por la
ISCT (Internacional Society Cellular Therapy), lo que sugiere la

conveniencia de caracterizar estas células en pases mas tardios.

Tras tener estandarizadas las condiciones de cultivo, se consider6
conveniente acumular material celular mediante criopreservacion a -80
2C, wusando como crioprotector DMSO, para su posterior

almacenamiento en Nz liquido a -196°C.

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
171



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Resultados

7.2 Descripcion de variables basales
7.2.1 Muestras celulares iniciales

7.2.1.1 Células de la granulosa ovarica

La Tabla 16 resume la distribucién de recuentos de CGLOH procedentes
de pacientes de FIV y de donantes. Los recuentos celulares medios

fueron de 6,87x103 (DE: 5,4x103) y de 7,0x103 (DE:7,8x103)

respectivamente.
Pacientes de FIV Donantes de ovocitos

(n=97) (n=25)
Media 687.541,60 709.727,03
Desviaci6én estandar 544.754,27 785.086,64
Minimo 160.000 200.000
Maximo 2.800.000 2.920.000
Percentil 25 400.000 320.000
Percentil 50 720.000 720.000
Percentil 75 1.160.000 1.490.000

Tabla 16: Distribucién del recuento basal de las muestras de células de la granulosa

segun su procedencia.
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Las caracteristicas

cuantitativas

muestras de células

multipotentes de médula 6sea (MSCMO) cedidas por la Unidad de

Produccion del Laboratorio de Organos Bioartificiales se resumen en la

Tabla 17.

N.¢ células
Media 1.356.904,06
Desviacion estandar 2.344.029.65
Minimo 325.000
Méximo 5.580.000
Percentil 25 835.000
Percentil 50 1.432.500
Percentil 75 2.790.000

Tabla 17: Distribucion del recuento basal de las muestras de células de médula 6sea

segun su procedencia.

7.2.2 Evaluacion de la eficiencia de la expansion de las Células

de la Granulosa Progenitoras Expandidas

7.2.2.1 Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario

Humano frescas

Los recuentos basales y en primer y segundo pase de 5 muestras
individuales de CGLOH seleccionadas al azar se muestran en la Figura
13. La evolucion de la celularidad mostr6 una marcada heterogeneidad,

ya que se observaron distintas dinamicas de evolucion:
e Reduccién del recuento celular desde la fase basal al primer
pase, con incremento posterior hasta recuentos inferiores al

basal (muestra A) o superiores al mismo (muestras Cy E).
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e Incremento sucesivo de celularidad basal en segundo y tercer

pases, con tendencia la progresion lineal del recuento (muestra

D) o no lineal (muestra B).

Recuento celular (x103 células)

m Basal Primer pase m Segundo pase

Figura 13: Recuento celular en funcién del nimero de pase en 5 muestras distintas de

CGLOH frescas.

La Figura 14 muestra los recuentos celulares basales, y en primer y
segundo pase, expresados como media y error estandar. El recuento
basal promedio observado fue de 1.150 x 103 (DE: 122.5 x 103), y los
correspondientes al primer y segundo pases de 420 x 103 (DE: 160 x
103) y 2.232 x 103 (DE: 1038 x 103). El contraste de la diferencia de
medias entre recuento basal y al primer pase no resulto significativo,
mientras que si alcanzd significaciéon la comparacion entre los

recuentos promedio en el primer y segundo pase.
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Figura 14: Evolucion de la celularidad en funcién del nimero de pase de cultivo en

CGLOH frescas.

La evolucion de celularidad inicial de los cultivos de CGLOH frescas se
describe también en términos de ratio de expansiéon de las muestras
ilustradas en la Figura 15. La mayor parte de las muestras presentaron
ratios de expansion superiores a 1, con una variabilidad comprendida

entre < 0,5x y > 40x
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Ratios de expansion

41,5

11,4

0,2 0,5 _ 0,6 2,4 - 0,2 1,9

Recuento celular / Recuento celular basal

A B C D E

® Primer pase/basal Segundo pase/basal

Figura 15: Ratios de expansion en 5 muestras de Células de la Granulosa frescas.

7.2.2.2 Células de la Granulosa criopreservadas

Las células CGLOH criogenizadas presentaron supervivencias tras
descongelacién comprendidas entre el 52,9% y el 32,4%, con una media

del 42,8% (desviacion estandar: 23,1%).

Se describe seguidamente la evolucion del recuento celular de las
CGLOH criopreservadas a lo largo del cultivo en las seis muestras sobre
las que se realiz6 esta estimacion tras su descongelacién. Cuatro de las
seis muestras presentaron recuentos celulares superiores al basal en el
primer y el segundo pase, mientras que en las dos restantes se observo
descenso de la celularidad en el dia del primer pase (muestra A), e

incluso en ambos pases (muestra B).
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Recuento celular (x103células)
11680
8880
5650 4640
1120 160 480 375 480 1640
—“ 290 - 400 = 1160 1000 - 960 m
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m Basal ler pase 22 pase

Figura 16: Evolucién del recuento celular a lo largo del cultivo para expansion

selectiva en seis muestras de Células de la Granulosa descongeladas (A-F).

No se hallé correlacion significativa entre el recuento celular inicial y el
realizado en el primer pase del cultivo (Rho de Spearman: -5,5; p=0,25)
ni tampoco entre el recuento basal y el correspondiente al segundo

pase celular (Rho de Spearman: -0,7; p=0,12).

El dia del cultivo en el que se efectu6 el primer pase vari6 entre el 202 y
el 279 (mediana: 24 dias; IIC: 20-27 dias)). El periodo de tiempo
comprendido entre primer y segundo pase tuvo una mediana de 11 dias
de duracion (IIC: 9-14 dias). La comparacion de las distribuciones de
muestras apareadas reveld una diferencia significativa en la duracion

de ambos periodos (p<0,02) (Figura 17).
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Dias ce cultivo
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Figura 17: Distribucién de la duracién de los periodos inicio de cultivo-primer pase y
primer pase-segundo pase de cultivo de expansién de Células de la Granulosa
descongeladas. Los diagramas de cajas representan mediana, intervalo intercuartil y

valores extremos.

La evolucion del recuento celular absoluto de los cultivos de CGLOH
descongeladas se muestra en la Figura 18. Puede observarse una clara
al incremento de la celularidad a medida que se prolonga el cultivo, a
pesar de que las medidas del recuento celular no difieren
significativamente al comparar el recuento basal con el del dia de

primer pase (p=0.37) ni con el del segundo pase (p=0,43).
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Figura 18: Evolucién de la celularidad en funcion de pase de cultivo de Células de la

Granulosa descongeladas.

En el momento del primer pase, que se realiz6 entre los dias 212 y 282
de cultivo, todas las muestras presentaron incrementos de la
celularidad superiores a 2x, y en el segundo pase, efectuado entre el 342
y el 419, 1a celularidad se habia incrementado entre 9,5x y 31,1x (Figura

19).
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Ratios de expansidon
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Figura 19: Ratios de expansion en 6 muestras de Células de la Granulosa

descongeladas (A-F).

7.2.2.3 Comparacion de la eficiencia de los cultivos de CGLOH

frescas y criopreservadas

La dindmica de la expansién celular de las CGLOH frescas y

descongeladas se compara en la Figuras 20y 21.

La media de dias hasta el primer pase fue de 14,4 en frescas frente a
24,1 en congeladas (Diferencia de medias: -9,7 dias; IC 95%: -15,6; -3,9;
p de la comparacion mediante la prueba t de Student: 0,004;
comparaciéon no paramétrica de distribuciones: valor p de la prueba de
Mann-Whitney: 0,017) (Figura 20). La media de dias hasta el segundo
pase fue de 37,6 en frescas frente a 35,8 en congeladas (Diferencia de
medias: 1,7 dias; IC 95%: -9,0; 12,6; p de la comparaciéon mediante la
prueba t de Student: 0,72; comparacién no paramétrica de
distribuciones: valor p de la prueba de Mann-Whitney: 0,79) (Figura
20).
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Figura 20: Expansién de Células de la Granulosa frescas vs Células de la Granulosa

descongeladas. Las barras representan el error estandar.
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Las ratios de expansion en primer y segundo pase de cultivo
correspondientes a las CGLOH frescas y criopreservadas se resumen en
la Figura 21. No se observaron diferencias significativas en las ratios
medias de expansion en primer y segundo pase al comparar los cultivos

de CGLOH frescas y CGLOH criopreservadas.
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Figura 21: Ratios de expansién en primer y segundo pase en cultivos de CGLOH frescas y

criopreservadas. Las barras representan el error estdndar.

7.3 Caracterizacion de las CGPE

El cultivo prolongado de CGLOH en presencia de LIF permitio la
expansion de la poblacion inicial de CGP basalmente existentes, y la
reduccidn progresiva por apoptosis de la poblacion de CGLOH, como se
describira posteriormente. Las CGPE mostraron caracteristicas propias
de MSC, es decir, adherencia al plastico, presencia de marcadores de
confirmacién, ausencia de marcadores de exclusién y diferenciacion
selectiva a lineas mesenquimales especificas, adipogénica,

condrogénica y osteogénica, por medio de promotores adecuados.

7.3.1 Adhesion a superficie de cultivo

Las Figuras 22 a 26 ilustran la secuencia de cambios morfoldgicos

detectados en los cultivos celulares de CGLOH.
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La Figura 22 muestra la fase inicial del cultivo (dia 0), constituida por
una suspension de agregados celulares y células aisladas, resultantes de
la disgregaciéon de las placas de células granulosas previamente
descrita. La morfologia de las células es marcadamente homogénea, y se
caracteriza por su forma redondeada o levemente elipsoide, su baja
relacion nucleo/citoplasma y su baja anisocitosis. No se aprecian

fendmenos de adhesion celular al sustrato.

Figura 22: Poblacién de Células de la Granulosa en dia 0 de cultivo. Se observan las

células en suspension (Microscopia de contraste de fases, 100x).

La Figura 23 corresponde a un cultivo en tercer dia, en el que se aprecia
la persistencia de elementos celulares en suspension y la aparicién de
agregados celulares con clara adherencia al sustrato, que resulta atin

incipiente.
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Figura 23: Poblacion de Células de la Granulosa en dia 3 en cultivo. Se observan las
células adheridas al sustrato junto con células en suspensiéon (Microscopia de

contraste de fases, 100x).

En el 62 dia de cultivo, las células adheridas al sustrato comienzan a
mostrar prolongaciones fusiformes, que generan un incipiente

ahusamiento (Figura 24).

Figura 24: Poblacién de Células de la Granulosa en dia 6 de cultivo. Se observa
aproximadamente un 40% de adhesién celular (Microscopia de contraste de fases,
200x).
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Tras 9 dias de cultivo, la adhesion celular alcanza en 70% de la
superficie, y la morfologia fusiforme se hace mas evidente, asi como la

reduccion de la relacidn nucleo/citoplasma (Figura 25).

Figura 25: Poblacién de CGLOH en dia 9 de cultivo. Se observa aproximadamente un 70% de

adhesidn celular (Microscopia de contraste de fases, 200x).

La Figura 26 muestra un cultivo en dia 152, en el que se aprecia
confluencia celular practicamente completa y predominio de la

morfologia fusiforme de los contornos celulares.

Figura 26: Poblacién de CGLOH en dia 15 de cultivo. Se observa una confluencia completa

(Microscopia de contraste de fases, 200x).
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7.3.2 Diferenciacion inducida

La diferenciacién inducida a estirpes osteogénica, condrogénica y
adipogénica, que constituy6 una prueba adicional de Ia

plutipotencialidad de las CGLOH se describe seguidamente.

7.3.2.1 Diferenciacion osteogénica

En relacién con la diferenciaciéon osteogénica, se ha observado cémo las
células CGPE, en presencia de LIF y tratadas con medio inductor de la
diferenciacién osteogénica adquieren la morfologia asteriforme propia
de los osteoblastos, y presentan depdsitos de calcio claramente
identificables mediante tinciones especificas en las zonas de

confluencia celular en el cultivo en monocapa (Figura 27).

Figura 27: Diferenciacién Osteogénica: Tras la tincién con Rojo Alizarin se observan en marrén

mas oscuro los depdsitos de calcio (Microscopia de contraste de fases; 200x).
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7.3.2.2 Diferenciacion condrogénica

Se observé diferenciacién condrogénica de CGPE tras cultivo en
presencia de LIF y medio inductor especifico, que fue puesta de
manifiesto por medio de la tincién con Azul de Tolouidina, con avidez
especifica por los proteoglicanos sintetizados por las células

condrociticas (Figura 28).

Figura 28: Diferenciaciéon Condrogénica identificada con tincién de Azul de Tolouidina. La
coloracién azul de las células se debe a la presencia de proteoglicanos sintetizados por las

células condrociticas (Microscopia de contraste de fases, 100x).
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7.3.2.3 Diferenciacion adipogénica

Las CGPE son capaces de diferenciarse a adipocitos tras cultivo
prolongado en presencia de LIF y medio inductor de la diferenciacion
adipogénica. Como expresion de esta diferenciaciéon se observaron
abundantes vacuolas de grasa tefiidas de rojo por medio de tinciones

lipofilicas especificas.

Figura 29: Diferenciacién Adipogénica visible mediante tincién con Oil Red. Se observan
abundantes vacuolas de grasa teiiidas de rojo por la naturaleza lipofilica del colorante

(Microscopia de contraste de fases, 200x).
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7.3.3 Inmunofenotipo

La expresion de marcadores inmunofenotipicos de las CGLOH se
cuantific6 mediante citometria de flujo con el fin de compararla con la
detectada tras cultivo prolongado, es decir, con la exhibida por las

CGPE.

La Tabla 18 muestra las frecuencias de expresion de los marcadores
caracteristicos de las MSCMO positivos y negativos analizados en las
CGLOH. La Figura 30 contiene los diagramas de tamafio-complejidad y
tamafio-complejidad-fluorescencia frente a marcadores especificos
obtenidos tras el procesamiento mediante citometria de flujo de estas
células. En cuanto a los marcadores positivos, y considerando las cuatro
muestras de origen en conjunto, el rango de expresién varié entre el
56,16% de CD184 (pool 3) hasta el 94,92% de CD171 (pool 2).
Comparando la expresion entre lotes, se aprecia que dos de ellos (1 y 4)
presentan menor diferencia entre los marcadores con maxima y
minima expresidn, que sin embargo resulta mayor en los lotes 2 y 3. El
rango de las diferencias de la expresion entre lotes para cada marcador
qued6 comprendido entre 3,95% para CD71y 34,61% para VEGF. Con
respecto a los marcadores negativos, la expresion de 8 de los 12

marcadores estaba por debajo del 6,66%.
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Marcadores Diferencia absoluta de
o Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4
positivos expresion
CD73 85.59 75.24 68.33 86.78 18.45
CD71 90.97 94.92 93.99 94.52 3.95
CD106 83.87 75.72 73.47 90.02 16.55
VEGF 80.83 68.49 57.75 92.36 34.61
CD184 83.34 65.22 56.16 88.8 32.64
Marcadores Diferencia absoluta de
] Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 y
negativos expresion
CD45 15.66 1.8 5.95 19.02 17.22
CD34 7.49 1.39 0.83 591 6.66
CDh14 9.67 6.36 5.79 10.29 4.5
CD19 2.32 0.38 0.35 1.07 1.97
HLA 17.74 0.3 0.34 15.53 17.44
CD117 0.12 0.1 0.07 0.23 0.16
CD31 4.51 1.25 0.89 5.72 4.83
CD271 1.89 1.68 3.54 0.17 3.37
CD133 2.15 1.95 1.87 3.2 1.33
CD3 1.29 0.14 0.11 0.98 1.18
CD90 5.38 15.05 12.63 3.37 11.68
CD105 11.09 5.96 7.02 17.7 11.74

Tabla 18: Caracterizacion inmunofenotipica de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario

Humano (CGLOH) (% expresion).
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Figura 30: Caracterizacién inmunofenotipica de las Células de la Granulosa Luteinizadas de

Ovario Humano (CGLOH) obtenido con el Software MACSQuantify. Diagramas de tamario-

complejidad y tamario-complejidad-fluorescencia frente a marcadores especificos.
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La Tabla 19 muestra las frecuencias de expresion de los marcadores
caracteristicos de las MSCMO positivos y negativos analizados en las
CGPE. La Figura 31 contiene los diagramas de tamafio-complejidad y
tamafio-complejidad-fluorescencia frente a marcadores especificos
obtenidos tras el procesamiento mediante citometria de flujo de estas
células. En cuanto a los marcadores positivos, y considerando las cuatro
muestras de origen en conjunto, el rango de expresion varié entre el
53,68% de CD106 (pool 4) hasta el 99,99% de CD73 (pool 1).
Comparando la expresion entre lotes, se aprecia que dos de ellos (1 y 3)
presentan menor diferencia entre los marcadores con maxima y
minima expresion, que sin embargo resulta mayor en los lotes 2 y 4. El
rango de las diferencias de la expresiéon entre lotes para cada marcador
qued6 comprendido entre 0,46% para CD73 y 34,82% para CD184. Con
respecto a los marcadores negativos, la expresion de 9 de los 10

marcadores estaba por debajo del 3,29%.
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Marcadores Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Diferencia absoluta de
positivos expresion
CD73 99.99 99.53 99.91 99.97 0.46
CD105 99.67 98.95 98.96 99.85 0.9
CD90 90.45 88.16 61.61 82.95 28.84
CD71 97.6 97.85 97.71 95.29 2.56
CD106 83.05 80.19 69.13 53.68 29.37
VEGF 92.22 76.16 74.91 62.05 30.17
CD184 89.69 54.87 70.94 81.11 34.82
Marcadores Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Diferencia absoluta de
negativos expresion
CD45 4.76 1.47 1.52 1.79 3.29
CD34 2.16 1.31 1.93 0.34 1.82
CD14 3.12 241 2.23 0.5 2.62
CD19 2.39 2.44 3.01 0.93 2.08
HLA 1.44 0.54 0.2 0.04 1.4
CD117 1.11 1.95 0.14 0.15 1.81
CD31 3.46 1.84 0.47 0.54 2.99
CD271 26.42 26.7 23.62 8.66 18.04
CD133 1.54 0.43 1.04 0.72 1.11
CD3 3.07 391 3.79 1.4 2.51

Tabla 19: Caracterizaciéon inmunofenotipica de las Células de la Granulosa Progenitoras

Expandidas (CGPE) (% expresion).
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Ademas de los marcadores recomendados por la ISCT (Internacional
Society Cellular Therapy), se afiadieron, como marcadores positivos
CD71,CD106, VEGF, CD184 y como marcadores negativos CD117, CD31,
CD271, CD133, CD3. La Tabla 18 muestra los porcentajes de expresion
de ambos grupos de marcadores detectados en cuatro lotes de cultivo
de CGPE. En todos los lotes analizados se detectaron expresiones de
marcadores positivos en mas del 50% de las células. La expresion de los
marcadores positivos CD73, CD105 y CD71 fue, de forma consistente, la
mas elevada en los cuatro lotes analizados, y superior al 95% en todos
ellos. El resto de marcadores positivos (CD90, CD106, VEGF, CD184)
presenté perfiles de expresion ligeramente mas bajos y heterogéneos.
Con respecto a los marcadores negativos basicos y adicionales
analizados, todos presentaron niveles de expresion inferiores al 5% (en
incluso al 3%), con la excepcién de CD71, del que se detectaron
expresiones comprendidas entre el 8,6% y el 23,4% en los distintos

lotes analizados.
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Figura 31: Caracterizacion inmunofenotipica de las Células de la Granulosa Progenitoras
Expandidas (CGPE) obtenido con el Software MACSQuantify. Diagramas de tamafio-complejidad

y tamafio-complejidad-fluorescencia frente a marcadores especificos.
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Si comparamos ambas poblaciones celulares observamos como las
CGPE presentan positividad para CD90 o Thy 1, marcador caracteristico
de MSC y CD105 o Endoglina, glucoproteina de membrana tipo I,
marcadores con expresion muy baja en las CGLOH. La Expresion de
HLA-DR (Antigeno de histocompatibilidad), que alcanzo el 17% en uno
de los lotes de CGLOH, desaparecié6 en las CGPE.

Células de la Granulosa Células de la Granulosa
Luteinizadas Progenitoras Expandidas
Marcadores Pool 1 Pool 2 Pool 1 Pool 2
CD73 85.59 75.24 99.99 99.53
CD71 90.97 94.92 97.6 97.85
CD106 83.87 75.72 83.05 80.19
VEGF 80.83 68.49 92.22 76.16
CD184 83.34 65.22 89.69 54.87
CD45 15.66 1.8 4.76 1.47
CD34 7.49 1.39 2.16 1.31
CD14 9.67 6.36 3.12 241
CD19 2.32 0.38 2.39 2.44
HLA-DR
17.74 0.3 1.44 0.54
CD117 0.12 0.1 1.11 1.95
CD31 4.51 1.25 3.46 1.84
CD271 1.89 1.68 26.42 26.7
CD133 2.15 1.95 1.54 0.43
CD3 1.29 0.14 3.07 391
CD90 5.38 15.05 90.45 88.16
CD105 11.09 5.96 99.67 98.95

Tabla 20: Caracterizacion de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano

(CGLOH) vs Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (% expresion)

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
198



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Resultados

7.3.3.1 Expresion génica

La pluripotencialidad de las CGLOH ha sido evaluada también aplicando
metodologias de andlisis de expresion génica diferencial. Se comparé el
perfil de expresién génica de las CGLOH frente al de las CGPE y las
MSCMO. Este estudio comparo la expresién de un conjunto de 36 genes,
que incluian genes relacionados con la memoria funcional de origen
(FSHR, LHGCR, Cyp19al, AMH, INHB, HSDZB2 y HSD3B1), con
multipotencialidad de células progenitoras adultas hematopoyéticas
(CD117, €D90, CD105 y CD34), con estirpe celular hematopoyética
(CD44 y CD45), con multipotencialidad de células progenitoras adultas
mesenquimales (CD166, (D73, (D106, LRG5 'y (CDZ29), con
pluripotencialidad embrionaria (NANOG, DPPA3, SOX2, POUF5, TERT y
LAMINA) y germinal (DAZL y DDX4) y genes relacionados con
actividades citoprotectoras (FGF2, HGF, EGF, IGF1, BCL2, CAT, SOD 1,
SOD 2, GLO1y ESR 2).

Si estudiamos los genes relacionados con la memoria funcional de
origen, las CGPE, en comparacién con las CGLOH, presentan una
expresion significativamente menor de LHR, FSHR, actividad
Aromatasa, actividad HSD3B2 y AMH, comportandose de forma similar
a como lo hacen las MSCMO, excepto con la AMH, que al contrario de lo
que podia pensarse, este ultimo tipo celular presenta una expresion

mayor que la que presentan las CGLOH.
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A FSHR B LHGCR

FOLD

CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 32: Expresion génica relativa de FSHR (A) y LHGCR (B) segtin tipo celular.

Figura 33: Expresion génica relativa de Cyp19al segun tipo celular.

Cyp19al
*

FOLD

0,54

CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular
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A HSD3B1

CGLOH CGPE
Tipo celular

MSCMO

HSD2B2

*k

e 5%
CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular

Figura 34: Expresidn génica relativa de HSD3B1 (A) y HSD2B2 (B) segtn tipo celular.

A INH B

CGLOH CGPE
Tipo celular

MSCMO

AMH

MSCMO

CGLOH CGPE
Tipo celular

Figura 35: Expresion génica relativa de INH B (A) y AMH (B) segtin tipo celular.

En referencia a los genes relacionados con multipotencialidad de

células progenitoras adultas hematopoyéticas, las CGPE se comportan

de un modo similar a como lo hacen las MSCMO, presentando mayor

expresion de c-kit, Thy-1 y ENG que las CGLOH.
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A c-kit (CD117) B Thy-1 (CD90)
[ |
r*—\
3
. 0,01
CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 36: Expresion génica relativa de KIT (CD117) (A) y THY1 (CD90) (B) segtin tipo celular.

ENG (CD105)

*

FOLD

CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular

Figura 37: Expresién génica relativa de ENG (CD105) segun tipo celular.

Los genes relacionados con la estirpe celular hematopoyéticas, las CGPE

se comportan de un modo similar a como lo hacen las MSCMO,

presentando menor expresion de CD45 que las CGLOH. En cambio, la

expresion de CD44 es similar en las CGLOH y en las CGPE, pero mas

elevada en las MSCMO.
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A CD44

CGLOH CGPE
Tipo celular

PTPRC (CD45)

0,11

onbilew

CGLOH CGPE
Tipo celular

MSCMO

Figura 38: Expresion génica relativa de CD44 (A) y PTPRC (CD45) (B) segtin tipo celular.

La expresion de los genes relacionados con multipotencialidad de

células progenitoras adultas mesenquimales, en todos los casos fue

mayor en las CGPE y en las MSCMO que en las CGLOH.

A ALCAM (CD166 )

FOLD

CGLOH CGPE
Tipo celular

FOLD

NTSE (CD73)

J *

0,02

CGLOH CGPE
Tipo celular

Figura 39: Expresion génica relativa de ALCAM (CD166) (A) y NT5E (CD73) (B) segtin tipo celular.
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A VCAM (CD106) B ITGB1 (CD29)
| I
CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 40: Expresion génica relativa de VCAM (CD166) (A) y ITGB1 (CD29) (B) segun tipo celular.

En cuanto a los genes relacionados con pluripotencialidad embrionaria,

DPPA3, POUF5 y LMNA, presentan mayor expresion en las CGPE y las
MSCMO que en las CGLOH. En cambio, la expresion de SOX2 y TERT es
mas baja en las CGLOH y en las CGPE que en las MSCMO.

A POUFS5 (Oct4)

*

CGLOH CGPE
Tipo celular

MSCMO

CGLOH CGPE
Tipo celular

MSCMO

Figura 41: Expresion génica relativa de POUF5 (Oct4) (A) y DPPA3 (A)) segtin tipo celular.
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A SOX2 B TERT

CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 42: Expresion génica relativa de SOX2 (A) y TERT (B) segtn tipo celular.

LMNA

FOLD

CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular

Figura 43: Expresion génica relativa de LMNA segun tipo celular.

Los genes relacionados con pluripotencialidad germinal no se

expresaron en ninguno de los tres tipos celulares.
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En cuanto a los genes relacionados con actividades citoprotectoras, las
CGPE presentan una mayor expresion de FGF2, EGF, IGF-1, SOD1, CAT y
GLO 1 que las CGLOH, pero en contra de lo que se preveia, presentan

menor expresion de HGF, ESR2 y BCL2.

FGF2

CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular

Figura 44: Expresion génica relativa de FGF2 segtn tipo celular.

A EGF B IGF1
*k
9
2
*
o’“ .
CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 45: Expresion génica relativa de EGF (A) y IGF1 (B) segtn tipo celular
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A ESR 2

FOLD

Tipo celular

CGLOH CGPE MSCMO

B BCL2

ok

MSCMO

Figura 46: Expresion génica relativa de ESR 2 (A) y BCL2 (B) segtin tipo celular.

A SoD 1

CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular
Figura 47: Expresion génica relativa de SOD 1 (A) y SOD 2 (B) segtin tipo celular.
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A CAT B GLO1
*
[ 1
*

e

9

2

CGLOH CGPE MSCMO CGLOH CGPE MSCMO
Tipo celular Tipo celular

Figura 48: Expresion génica relativa de CAT (A) y GLO 1 (B) segun tipo celular

En resumen, las CGPE presentan caracteristicas funcionales
diferenciadoras respecto de las CGLOH, que incluyen menor expresion
de marcadores funcionales propios de CG y mayor de actividades
relacionadas con la promociéon de la proliferacion celular, de la

angiogénesis y de la proteccion frente a la apoptosis.

Analisis de agrupamiento (PermutMatrix).

Se realiz6 un andlisis grafico de agrupamiento (clustering) con el
objetivo de establecer un perfil de expresion génico global para las
CGLOH, para las CGPE y para las MSCMO usando el programa
PermutMatrix (Caraux et al, 2005). Este programa representa los
valores numéricos de expresion en una escala de gradacién de colores.
Los datos fueron agrupados por tipo celular usando el andlisis de
similitud de McQuitty (1966). El andlisis muestra una mayor similitud
entre los perfiles de expresion de CGLOH y de CGPE (ajuste, R=0.978),

como cabria esperar dado el origen de las células.
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Este analisis grafico permite identificar a simple vista las similitudes y

diferencias a nivel de expresion génica entre los tres tipos celulares, y

permite identificar potenciales marcadores especificos de tipo celular.

Rows : - Objective function : R=0.589
- Sum of all pairwise distances of neighboring rows (path length): S=11.711
- Seriation rule: Multiple-fragment heuristic (MF)
Columns: - Objective function : R=0.978
- Sum of all pairwise distances of neighboring columns (path length): $S=2.235
- Linkage rule: McQuitty's criteria
The colors scale:

T ————
Min = -4.00 0.00 Max = 4.00
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Figura 49: Andlisis de agrupamiento (clustering).

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano

2022
209



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Resultados

7.3.4 Evaluacion de la capacidad protectora frente a

citotoxicidad experimental

Las CGPE tienen efecto protector frente a la toxicidad celular ejercida
sobre la CGLOH, y ejercen dicho efecto por medio de la sintesis de
factores protectores frente a la apoptosis, inductores de la angiogénesis

y promotores de la proliferacién celular.

El cocultivo con CGPE reduce significativamente los niveles de
apoptosis, medida mediante Anexina V, en un modelo de toxicidad

experimental sobre las CGLOH sometidas a OS y a CS.

El cocultivo con CGPE reduce la apoptosis/muerte celular inducida por

peroxidacion experimental de las CGLOH.

El cocultivo con CGPE reduce la apoptosis/muerte celular inducida por

toxicidad experimental con especies reactivas de carbono de las CGLOH.

7.3.4.1 Estrés oxidativo

Al estudiar como evoluciona la viabilidad de las CGLOH con el paso del
tiempo en las diferentes condiciones de cultivo, se observa que hay una
disminucién de la misma en todos los casos entre los dos primeros
tiempos de estudio para luego mantenerse constante a lo largo de los
diferentes tiempos. En el caso en el que las CGLOH estan en presencia
del téxico por si solas, la viabilidad se presenta practicamente nula a

partir del segundo tiempo de estudio.
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La viabilidad inicial de las CGLOH en presencia del toxico y de las CGPE
es superior a la que presentan las CGLOH solas en presencia del téxico,
pero 15 veces inferior a la que presentan las CGLOH en presencia de

toxico y de las MSCMO.

Viabilidad CGLOH

Viabilidad (%)

Tiempo (horas)

Figura 50: Viabilidad de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH)
sin adiccién de toéxico (AZUL OSCURO); con adicciéon del téxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO) y estudiado a
diferentes tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Viabilidad se define

como él % de células viables con respecto al nimero total de células iniciales).

En el caso de la apoptosis, hay una disminuciéon de la misma entre los
dos primeros tiempos de exposicion al téxico en todas las condiciones
de cultivo, para luego mantenerse, excepto en las CGLOH en presencia
del téxico y de las MSCMO donde se observa un ligero incremento.

La apoptosis inicial es mayor en las CGLOH solas con el téxico que el
resto, pardmetro que se iguala entre las diferentes condiciones de

cultivo en el segundo tiempo de exposiciéon, para incrementarse
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ligeramente con el paso del tiempo en las CGLOH en presencia del

toxico y de MSCMO.

Apoptosis CGLOH

Apoptosis (%)

Tiempo (horas)

Figura 51: Apoptosis de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH)
sin adiccién de toxico (AZUL OSCURO); con adiccién del téxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO) y estudiado a
diferentes tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Apoptosis se define

como él % de células apoptoticas con respecto al nimero total de células iniciales).

La muerte de las CGLOH, aumenta de forma significativa en todos los
casos desde el primer tiempo de exposicién. Esta muerte permanece
constante a lo largo del tiempo, excepto en el caso de las CGLOH en
presencia del téxico y MSCMO donde disminuye ligeramente del

segundo tiempo de exposicidon al tercero y al cuarto.
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Figura 52: Muerte de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) sin
adiccion de téxico (AZUL OSCURO); con adiccion del téxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO) y estudiado a diferentes
tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Muerte se define como él % de

células muertas con respecto al niimero total de células iniciales).

Segun el tipo celular

Cuando cultivas las CGLOH solas, la viabilidad de las mismas disminuye
del primer al segundo tiempo de cultivo, para luego permanecer estable
a medida que éste avanza. La apoptosis disminuye también del primer
al segundo tiempo para sufrir un ligero incremento del tercer al cuarto
tiempo de cultivo celular, es decir, a las 24 horas. La muerte aparece en
el segundo tiempo de cultivo, a las 2 horas, y sufre un incremento a las

24 horas.
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Figura 53: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las Células
de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) sin téxico a diferentes tiempos de

cultivo (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas).

Al cultivar las CGLOH en presencia del tdxico (Peroxinitrito), la
viabilidad de las mismas disminuye drasticamente del primer al
segundo tiempo de cultivo, para luego permanecer estable a medida
que éste avanza. La apoptosis disminuye también del primer al segundo
tiempo de cultivo para mantenerse estable. En cambio, la muerte
aparece muy incrementada en el segundo tiempo de cultivo, a las 2
horas, y continlia ascendiendo ligeramente a medida que avanza el

mismo.
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CGLOH-TOXICO
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Figura 54: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las Células
de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia del tdxico
(Peroxinitrito) a diferentes tiempos de cultivo (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24

horas).

Al cultivar las CGLOH en presencia del toxico (Peroxinitrito) y de las
CGPE, la viabilidad de las mismas disminuye del primer al segundo
tiempo de cultivo, para luego permanecer estable a medida que éste
avanza. La apoptosis disminuye también del primer al segundo tiempo
de cultivo para incrementarse ligeramente a las 24 horas. En cambio, la
muerte aparece a las 2 horas, permanece estable en el segundo y tercer

tiempo y sufre un incremento significativo a las 24 horas de cultivo.
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Figura 55: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las Células
de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia de las Células (de la
Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) y del téxico (Peroxinitrito) a diferentes tiempos de

cultivo (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas).

Cuando cultivamos las CGLOH en presencia del toxico (Peroxinitrito) y
de las MSCMO, la viabilidad de las mismas disminuye ligeramente del
primer al segundo tiempo de cultivo, para luego permanecer estable a
medida que éste avanza. La apoptosis sufre un incremento a las 8 y a las
24 horas de cultivo. La muerte aparece a las 2 horas, disminuye
ligeramente a las 8 horas de cultivo y vuelve a sufrir un incremento a

las 24 horas.
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Figura 56: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las Células
de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia de las Células
Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) y del téxico (Peroxinitrito) a diferentes tiempos de

cultivo (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas).

7.3.4.2 Estrés carbonilico

Al estudiar como evoluciona la viabilidad de las CGLOH con el paso del
tiempo en las diferentes condiciones de cultivo, se observa que hay una
disminucién de la misma desde el inicio del cultivo a las 2 horas, se
mantiene constate a las 8 horas, pero se observa nuevamente una
disminucién a las 24 horas. Cuando las CGLOH estan en presencia del
toxico por si solas, la viabilidad se presenta practicamente nula a partir

del segundo tiempo de estudio.

La viabilidad inicial de las CGLOH en presencia del toxico y de las CGPE
es superior a la que presentan las CGLOH solas en presencia del toxico,
pero inferior a la que presentan las CGLOH en presencia de toxico y de

las MSCMO.
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Figura 57: Viabilidad de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) sin
adiccion de téxico (AZUL OSCURQ); con adiccion del toxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO)) y estudiado a diferentes
tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Viabilidad se define como él % de

células viables con respecto al niimero total de células iniciales).

En el caso de la apoptosis, a tiempo 0 es muy elevada en las CGLOH en
presencia del téxico. Hay una disminucién de la misma entre los dos
primeros tiempos en todas las condiciones de cultivo, sufriendo un
pequeiio incremento a las 8 horas en todos los casos, excepto en las
CGLOH en presencia de Glioxal, donde el aumento es mucho mayor,
pasando del 20% a las 2 horas de cultivo a casi el 70% a las 8 horas. En

el ultimo tiempo la apoptosis en todas las condiciones es similar.
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Figura 58: Apoptosis de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH)
sin adiccion de toxico (AZUL OSCURO); con adicciéon del toxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO) y estudiado a
diferentes tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Apoptosis se define

como él % de células apoptoéticas con respecto al nimero total de células iniciales).

La muerte de las CGLOH, aumenta de forma significativa en todos los
casos desde el inicio del cultivo a las 2 horas. Esta muerte permanece
constante a lo largo del tiempo, excepto en el caso de las CGLOH en
presencia del téxico y de MSCMO donde disminuye ligeramente del a las

8 horas.
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Figura 59: M Muerte de las Células de la Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) sin
adiccion de téxico (AZUL OSCURO); con adiccion del toxico (Peroxinitrito) (CELESTE), en
presencia de las Células Mesenquimales de Médula Osea (MSCMO) (GRIS), en presencia de las
Células de la Granulosa Progenitoras Expandidas (CGPE) (AZUL CLARO) y estudiado a diferentes
tiempos (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas). (Muerte se define como él % de

células muertas con respecto al niimero total de células iniciales).

Segun el tipo celular

Cuando cultivas las CGLOH solas, la viabilidad de las mismas disminuye
del primer al segundo tiempo de cultivo, permanece estable a las 2
horas y a las 8 horas, para volver a disminuir ligeramente a las 24
horas. La apoptosis disminuye también del primer al segundo tiempo
para sufrir un ligero incremento del tercer al cuarto tiempo de cultivo
celular, es decir, a las 24 horas. La muerte aparece a las 2 horas, y

permanece estable durante todo el cultivo.
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Figura 60: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las
Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) sin tdxico a diferentes tiempos de cultivo

(Tiempo 0, alas 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas).

Al cultivar las CGLOH en presencia del téxico (Glioxal) la viabilidad de
las mismas disminuye drasticamente del primer al segundo tiempo de
cultivo, para luego permanecer estable a medida que éste avanza. La
apoptosis disminuye también del primer al segundo tiempo de cultivo,
sufre un incremento considerable a las 8 horas y vuelve a disminuir a
las 24. En cambio, la muerte aparece muy incrementada en el segundo
tiempo de cultivo, a las 2 horas, y permanece estable a medida que

avanza el mismo.
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Figura 61: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las

Tiempo (horas)

Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia del téxico (Glioxal) a

diferentes tiempos de cultivo (Tiempo 0, a las 2 horas, a las 8 horas y a las 24 horas).

Al cultivar las CGLOH en presencia del téxico (Glioxal) y de las Células
de la CGPE, la viabilidad de las mismas disminuye del primer al segundo
tiempo de cultivo, permanece estable a las 2 y a las 8 horas y vuelve a
disminuir a las 24 horas de cultivo. La apoptosis disminuye ligeramente
a las 2 horas, para volver a aumentar ligeramente a las 8 horas. En
cambio, la muerte aparece a las 2 horas, permanece estable en el
segundo y tercer tiempo y sufre un incremento significativo a las 24

horas de cultivo.
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Figura 62: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las
Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia de las Células de la Granulosa
Progenitoras Expandidas (CGPE) y del toxico (Glioxal) a diferentes tiempos de cultivo (Tiempo

0,alas 2 horas, alas 8 horas y a las 24 horas).

Cuando cultivamos las Células de la Granulosa Luteinizadas (CGLOH) en
presencia del téxico (Glioxal) y de las Células Mesenquimales de Médula
Osea (MSCMO), la viabilidad de las mismas disminuye ligeramente del
primer al segundo tiempo de cultivo, permanece estable a las 2 y alas 8
horas y vuelve a disminuir a las 24 horas de cultivo. La apoptosis sufre
un incremento a las 8 y a las 24 horas de cultivo. La muerte aparece a
las 2 horas, disminuye ligeramente a las 8 horas de cultivo y vuelve a

sufrir un incremento a las 24 horas.
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Figura 63: Viabilidad (AZUL OSCURO), apoptosis (GRIS) y muerte (AZUL CLARO) de las
Granulosa Luteinizadas de Ovario Humano (CGLOH) en presencia de las Células Mesenquimales
de Médula Osea (MSCMO) y del téxico (Glioxal) a diferentes tiempos de cultivo (Tiempo 0, a las

2 horas, alas 8 horas y a las 24 horas).
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8. DISCUSION

Las células de la granulosa luteinizada utilizadas en el presente estudio
derivan de los restos de celulares presentes en el liquido folicular y del
corte de complejos ciimulo-corona-ovocito obtenidos por medio de
estimulacién ovarica tanto de pacientes tratadas por infertilidad en el
contexto de un programa clinico de Fecundacién In Vitro (FIV) como de
donantes de ovocitos con destino a uso reproductivo. La seleccién de
pacientes infértiles tratadas con FIV y englobadas en un rango amplio
de edad (entre 18 y 40 afios) estuvo orientada por la intencién de
trabajar con lotes celulares similares a los que proporcionarian las
pacientes de un entorno clinico habitual, con el fin de dotar al presente
estudio, cercano a una evaluacion de prueba de concepto, de cierta
proyeccién clinica. Los estudios previos que han partido de lotes
iniciales de células granulosas del mismo origen han aplicado criterios

similares (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009).

El estudio de factibilidad destinado a la evaluacidon preliminar de los
procedimientos de expansion y caracterizacion y a su modificacion en
caso necesario, se realizd con una fraccidén de las muestras disponibles,
que en concreto procedian a 17 pacientes. Las muestras celulares
utilizadas en esta fase constituian una parte de las cedidas por dichas
pacientes, por lo que la fraccidn restante de las células cedidas fue

empleada en la fase experimental propiamente dicha.

Los recuentos celulares de las muestras procedentes de pacientes de
FIV y de donantes de ovocitos utilizados en la fase de evaluacidén de

factibilidad y en la fase experimental fueron marcadamente
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heterogéneos, como ponen de manifiesto la magnitud las desviaciones
estandar y de los rangos intercuartilicos en relacién con la media y de la
mediana de las distribuciones. Este amplio rango de celularidades,
determinado por las caracteristicas de las pacientes y de los resultados
de la estimulacion, contribuyen a aproximar las condiciones en las que
se han desarrollado los procedimientos experimentales a la variabilidad
que caracteriza los escenarios clinicos. Ademas, ha permitido analizar la
eficiencia de la expansion celular por medio de las ratios de expansion y
del intervalo entre pases de cultivo partiendo de condiciones basales no

homogéneas.

Esta heterogenidad celular, junto con consideraciones sobre las
condiciones basales previas a la expansion de estudios previos
(Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009) (Kossowska-
Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009) vy la necesidad de aplicar los
procedimientos de expansion de forma homogénea, determinaron la
decision de criopreservar los lotes celulares, y de expandir
conjuntamente las poblaciones celulares basales procedentes de
distintas pacientes y/o donantes, de forma similar a la previamente
publicada por los grupos precitados. La finalidad de este procedimiento
fue asegurar una reserva celular suficiente para atender las necesidades
impuestas por los diseiios experimentales, asi como para disminuir el
posible efecto de la variabilidad bioldgica. Este sistema, de indudables
ventajas conceptuales y logisticas, incrementé ligeramente la
complejidad del proceso de acumulaciéon celular, pues oblig6 a la
deplecion selectiva de células CD3+, con el objeto de evitar la reaccion

de inmunidad celular.
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La eleccion aleatorizada de los alicuotas celulares frescas vy
descriogenizadas para cada ensayo de expansion tuvo por objeto no
determinar el rendimiento de los cultivos a través de la utilizacion de
las muestras con mayor celularidad, con el propdsito ultimo de analizar
pragmaticamente la dindmica de la expansion celular. Esta medida, de
la que no hemos hallado precedentes en la metodologia de los estudios
previos, podria haber tenido como alternativa la eleccién de conjuntos
de alicuotas para su descongelacién y expansién conjunta en funcion de
su recuento celular basal, configurando asi poblaciones basales para
expansion dotadas de mayor uniformidad. Se prefiri6 la eleccion
aleatoria para primar la compensacion de la variabilidad biolégica, a la
que se afiadié el interés por conocer si la celularidad basal se asociaba

al rendimiento de la expansion de los cultivos.

La expansion de células que presenta primariamente o adquieren
caracteristicas propias de células mesenquimales pluripotentes es un
paso clave para su aplicacion en modelos experimentales de proteccion
y regeneracion tisular que aspiren a resultar clinicamente versatiles.
Como senala una reciente revision (McKee, 2017), la posible utilidad
clinica de estas células requiere expandirlas hasta alcanzar los niveles
de calidad y cantidad requeridos. Los métodos tradicionales de
expansion, que son los aplicados en la metodologia de este estudio,
incluyen el cultivo en soportes fisicos bidimensionales usando como
soporte nutricional y metabédlico soluciones de xenocompuestos
bioextractivos o sintéticos. Las ventajas de estos sistemas incluyen su
simplicidad y bajo coste, asi como la facilidad para su estandarizacion.
Como principales inconvenientes se han sefialado la tendencia a la

pérdida progresiva de clonalidad y de capacidad de diferenciacién, y la
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reduccidn la capacidad de proliferaciéon a medida que se incrementa el

numero de pases.

Los experimentos destinados al analisis de la dindmica de expansion de
las muestras CGLOH frescas mostraron una tendencia general a la
expansidon progresiva de moderada magnitud, con primer pase por
confluencia total a los 10-25 dias de cultivo. También se observé cierta
heterogeneidad en la evolucién de la celularidad evaluada en el primer
pase, que se vio reducida en dos de las tres muestras. Este hallazgo se
ha puesto en relaciéon con la probable regresion de la poblacién de
células diferenciadas a las que los factores tréficos afiadidos al medio de
expansion celular no logran rescatar de la apoptosis (Varras, Griva et al.
2012). El rendimiento relativo de la capacidad de expansién de las
CGLOH frescas estuvo comprendido entre 0,5 y 40 multiplos de la
celularidad basal, con una media de 11,6 maultiplos. La magnitud de la
diferencia entre la muestra con menor expansiéon, Unica que
experimenta regresion de la celularidad, y la de mayor capacidad
proliferativa podria estar en relacion con la celularidad basal o con la
regresion transitoria de la expansion en primer pase, aunque la
limitaciéon del niimero de muestras analizado con este propoésito no
permite concluir al respecto. La capacidad de expansién de la poblacién
inicial de CGLOH, cuya composicion relativa se ird modificando segtn
indican las variaciones en los perfiles inmunofenotipicos que se
detallan mas adelante, puede considerarse limitada en comparacién con
otras poblaciones de células que expresan marcadores propios de

células mesenquimales pluripotentes .

Con respecto al rendimiento de la expansion de las CGLOH previamente

criogenizadas, el comportamiento de las siete muestras estudiadas fue
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similar: no se aprecié asociacidn entre los recuentos celulares basales y
los obtenidos en los dias de primer y segundo pase. Considerando que
los procesos de descongelacion, siembra y cultivo fueron uniforme y
paralelamente, la influencia de los mismos no parece determinar de
forma relevante la dinamica de expansion de las células
criopreservadas, que estaria mas relacionada con las capacidades
tréficas de cada muestra. No obstante, el disefio de nuestro estudio no
permite concluir al respecto. En seis de las siete muestras se observé
expansion de la poblacién celular inicial en el recuento realizado en el
segundo pase de cultivo, con ratios comprendidos entre 6 y 16

multiplos de los valores basales.

El analisis de la proliferacién celular en cultivo por medio de recuento
celular y de las ratios de expansion de células frescas y criopreservadas
identifica, segin nuestros resultados, un comportamiento similar. No
obstante, considerando la reducciéon de la celularidad absoluta, que
reduce en mas del 50% las células viables y susceptibles de expansion,
el rendimiento de expansidon absoluto de las de las CGLOH resulta

reducida por la criopreservacion previa.

La rentabilidad cuantitativa de los procesos de expansiéon de
poblaciones celulares con caracteristicas de células multipotentes
aplicables en estrategias de proteccion y/o regeneraciéon tisular
constituye un punto clave en el andlisis de factibilidad de estos
procesos. La utilizacién de métodos de cultivo bidimensional clasicos
para la expansion celular, y en concreto para la de células con
caracteristicas de MSC se considera poco eficiente para la produccion
masiva. Los sistemas de cultivo en soportes bidimensionales tienden a

favorecer la aparicion de alteraciones morfolégicas celulares, y su uso
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se asocia a patrones de diferenciacion heterogénea y parcial de las
poblaciones celulares cultivadas. En comparacién con estos, los
sistemas de cultivo tridimensional proporcionan una mayor eficiencia
de expansidn, por lo que resultan de eleccion en la produccion celular
de alta escala. Nuestro estudio ha aplicado métodos de expansion
celular basica, destinados a identificar la subpoblacién inicial de CGLOH
con caracteristicas de MSC y a verificar de forma exploratoria su
dinamica de expansion, que no ha sido objeto de anadlisis previos. Por
otro lado, el andlisis de los fendmenos de diferenciacién espontanea y
del establecimiento de relaciones funcionales intercelulares y con la
matriz extracelular no forman parte de los objetivos del estudio. La
eficiencia de la expansién de las poblaciones de las CGLOH con
caracteristicas de MSC por medio de cultivo en estructuras
tridimensionales o a través del uso de biorreactores representa una

linea e investigacion futura de indudable interés .

Las primeras descripciones de células ovaricas de mamiferos con
rasgos propios de célula progenitora son relativamente recientes:
fueron identificadas a finales de la década de los 2000 en epitelio
superficial ovarico humano y de varias especies de mamiferos , en
células de la teca ovarica humana y en estroma ovarico murino (Gong

2010).

Las CGLOH, de facil acceso a través de los programas clinicos de
fecundacién in vitro, constituyen un modelo muy utilizado en el estudio
de los mecanismos de maduracién del foliculo ovarico y de las vias de
sefializacion implicadas en la misma (Dzafic 2013). Se ha sugerido que
esta poblacion celular es probablemente un conjunto heterogéneo de

células con diferentes grados de maduracién y distintas propiedades
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funcionales (Jozkowiak 2020), que incluye una fraccién minoritaria de
células con caracteristicas propias de célula progenitora mesenquimal
(Dominici 2006), y susceptible de expansidon en condiciones de cultivo
convencionales para células progenitoras. Este hallazgo, constatado en
el presente estudio, esta en consonancia con observaciones anteriores
realizados tanto sobre células granulosas humanas (Takagi 2005)
como sobre células granulosas de ovario porcino , murino (Takagi

2005) y bovino .

El grupo de Kossowska-Tomaszczuk describié por primera vez el
aislamiento, tras cultivo in vitro prolongado, de una subpoblacién de las
CGLOH obtenidas a partir de aspiracién ovocitaria en el contexto de
programas clinicos de fecundacién in vitro, y cultivadas en DMEM
completo al que se afiadi6 LIF y B-Mercaptoetanol. Este estudio inicial,
al igual que los publicados posteriormente por el mismo grupo
(Kossowska-Tomaszczuk 2013) y por otros autores , aplicé un método
de caracterizacidn de la poblacion de CGLOH basado la comprobacion
de los estandares definidos por la International Society for Cellular
Therapy (Dominici 2006), al que se anade la evaluacién de la reduccion
progresiva de la expresion de marcadores funcionales propios de
CGLOH en la poblacién celular expandida mediante cultivo apropiado

para células progenitoras.

La metodologia de cultivo y expansion celular empleada por el presente
estudio replicd inicialmente la propuesta por la publicacién inicial de
Kossowska-Tomaszczuk (Kossowska 2009). Este procedimiento
consistia en el cultivo la fraccion celular procedente del aspirado
folicular en presencia de LIF y de [-mercaptoetanol como agente
antioxidante estandar. Los referidos autores justifican la necesidad de

incorporar el LIF al medio de cultivo por medio de un estudio previo de
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viabilidad de los cultivos, que observé una escasa supervivencia de las
GCLOH en cultivo carente de LIF. Por el contrario, la adicion de LIF a los
cultivos (tras la constatacion de la existencia de receptores especificos)
se asoci0 a una supervivencia celular muy prolongada, a aparicién de
adherencia celular al sustrato de cultivo, y una expresion de FSHR mas
persistente en el tiempo . Sin embargo, el uso del 3R-mercaptoetanol
(10 mM) y de otros aditivos al medio basico de cultivo (DMEM) se

adopta como medida rutinaria.

Los ensayos preliminares destinados a definir la metodologia definitiva
del presente estudio hallaron una relacién clara entre la adicién de 3-
mercaptoetanol al medio de cultivo a las concentraciones indicadas y la
reduccion drastica de la supervivencia celular, asi como a la ausencia de
adquisicion de morfologia mesenquimal, que no se aprecié en ninguno
de los cultivos. El uso de B-mercaptoetanol determiné ademas pérdida
de la adherencia al sustrato y de la viabilidad celular. Una vez realizados
los cultivos de la fase de analisis de factibilidad, y suponiendo que la
exposicion a [B-mercaptoetanol podria generar un incremento de
desnaturalizacion proteica en las células tratadas por su capacidad para
separar puestes disulfuro, se decidi6o eliminar del medio y a asumir la
perdida de efecto antioxidante. Los cultivos carentes de este aditivo
permitieron observar la morfologia celular mesenquimal esperada, la

adhesion al sustrato y la confluencia de los cultivos.

En consonancia con nuestras observaciones, los resultados de estudios
previos indican que el cultivo durante mas de 7 dias de CGLOH en
presencia de LIF determinan la progresiva desapariciéon de la
morfologia esferoidea caracteristica, que se ve progresivamente
sustituida por una morfologia fusiforme, con conservacion de la

formacién de uniones intercelulares y de adherencia al sustrato .
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Al igual que en el estudio de Kossowska-Tomaszczuk, realizado sobre
CGLOH nuestros experimentos obtuvieron la diferenciacion selectiva a
lineas mesenquimales especificas (adipogénica, condrogénica vy
osteogénica) mediante medios condicionados adecuados. El estudio de
Mattioli aplica un modelo de diferenciacion inducida en células
granulosas animales obtenidos en fase folicular y lutea. Estas células
fueron cultivadas en matrices tridimensionales poliméricas durante
tres semanas en presencia de medios especificos de diferenciacién
osteogénica (DMEM suplementado con acido ascérbico 50uM, -glicerol
fosfato 10 mM, dexametasona 0,2 uM y suero fetal bovino reducido al
10%), e inyectadas posteriormente en la regiéon dorsal de ratones
inmunotolerantes. Estos autores confirmaron la expresion de
marcadores de diferenciacién osteogénica en los cultivos in vitro, por
medio de la deteccion de actividad Fosfatasa Alcalina y expresion de
genes de Osteocalcina y RUNX2, propios de actividad osteogénica.
Ademas, mediante tincion argéntica de Von Kossa evidenciaron la
existencia de mineralizacidn de la matriz extracelular de los cultivos de
células obtenidas a partir de la expansion de células granulosas. Estas
células presentaban una clara expresion de marcadores de actividad
osteogénica, que en contraposicion resulté menos intensa y mas tardia
en los cultivos procedentes de la expansion de células granulosas no
expuestas a la accién luteinizante. El examen de las areas de in6culo en
la region dorsal de los ratones inmunotolerantes de las poblaciones
celulares porcinas expandidas revelé la presencia de depdsitos de
hidroxiapatita, confirmando la viabilidad in vivo de estas células y su
actividad osteogénica persistente. En nuestro estudio se detectaron de
forma masiva depositos intra y extracelulares de minerales de calcio

con técnicas histolégicas convencionales aceptadas para la
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caracterizacion de la diferenciaciéon osteogénica inducida, y sin recurrir

al modelo de in6culo murino.

La observacion de Mattioli respecto al distinto potencial de
diferenciacion inducida entre las células granulosas luteinizadas y las
obtenidas en fase folicular tras estimulo gonadotrépico abre una via de
analisis especifico. Estos autores sugieren que la acciéon de LH podria
favorecer la expansion mas eficiente de células con potencial
pluripotente, aunque el perfil de expresiéon positiva (Sox2, Nanog y
TERT) y negativa (OCT4) de marcadores de pluripotencialidad fue
comparable en ambas poblaciones. Nuestro estudio no ha incluido
experimentos especificos para evaluar la posible asociaciéon entre la
acciéon diferenciadora de la actividad LH y la susceptibilidad de las
CGLOH expandidas para la diferenciaciéon osteogénica inducida. La
limitacion béasica que ha impedido incorporar estos disefios
experimentales ha sido la inaccesibilidad a células granulosas humanas

no luteinizadas.

Con el fin de identificar la subpoblacién de CGLOH con capacidades de
pluripotencialidad se detectaron, mediante citometria de flujo, los
marcadores especificos propios de células pluripotentes de origen
mesenquimal, asi como los propios de la diferenciaciéon celular
especifica de origen. Entre los escasos estudios previos al respecto, cabe
destacar por su interés los realizados por Kossowska-Tomaszczuk,
Varras y Mattioli. Estos tres andlisis se basan en la evaluacién evolutiva
del perfil de expresion de marcadores de pluripotencialidad en cultivos

in vitro de CG.
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Segun los resultados del estudio de Kossowska-Tomaszczuk el cultivo
prolongado de CGLOH en presencia de LIF (Leukemia Inhibiting Factor)
permite observar una desaparicion progresiva de marcadores
funcionales propios de CG diferenciadas (FSH-R y aromatasa p-450) y la
positividad, mantenida durante todo el proceso de cultivo, de OCT4,
marcador caracteristico de pluripotencialidad de células epiteliales.
Varras detect6 expresion de OCT4 en el 48% de las pacientes
estudiadas, mientras que la expresion de DAZL, otro marcador de
estirpe germinal, fue negativa (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al.
2009). Estos resultados divergen los obtenidos por Mattioli, cuyas
observaciones no detectaron expresiéon de OCT4 ni basalmente ni a lo

largo del cultivo.

En el estudio de Kossowska-Tomaszczuk, las CGLOH con capacidad para
expresar OCT4 resultaron también positivas para varios marcadores
especificos de MSC CD29, CD44, CD90, CD105, CD117 y CD166 y
negativas para CD73. Otra prueba adicional de su pluripotencialidad fue
la diferenciacion inducida a estirpes osteogénica, condrogénica y

neurogénica.

Los marcadores especificos de pluripotencialidad en células de estirpe
germinal estudiados por Kossowska-Tomaszczuk (Nanog, Vasa y
Stellar) resultaron negativos en las células obtenidas por expansion de
los cultivos iniciales de CGLOH. La expresion de Nanog, fue también
estudiada por Mattioli, que detecté positividad desde la fase basal de
los cultivos. Este autor identificé la positividad de otros dos marcadores
de pluripotencialidad mesenquimal (SOX2 y TERT), que fue detectada

igualmente en fase basal de cultivo.
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Nuestros resultados confirman que las CGLOH presentan, tras cultivo
prolongado, caracteristicas propias de células mesenquimales de
médula 6sea y de tejido adiposo establecidos por la ISCT. Las células
expandidas mediante cultivo mostraron consistentemente positividad
para CD73, CD105 y CD90 y deteccién negativa de CD45, CD34, CD14,
CD19, HLA-DR. Nuestro protocolo de estudio afadi6 marcadores
adicionales a los basicos recomendados por la ISCT, con la intencién de
mejorar la caracterizacion celular. Con este propoésito se incorpor6 el
andlisis de marcadores positivos CD71, CD106, VEGF, CD184 y
negativos CD117,CD31, CD271, CD133, CD3.

La pluripotencialidad de las CGLOH ha sido evaluada también aplicando
metodologias de andlisis de expresion génica diferencial. El grupo de
Dzafic compara el perfil de expresion génica de las CG procedentes de
aspiraciones foliculares de pacientes tratadas con FIV, con un control
positivo constituido por MSCMO, y otro negativo, para el que se usaron
fibroblastos de dermis humana. La sobreexpresién mas intensa se
detectd para IL10 y CD45, pero también en CD49f, que es una conocida
molécula de adhesion considerada también marcador de diferenciaciéon
de las CGLOH. Dentro del grupo de genes sobre expresados se
identificaron genes especificos de pluripotencialidad mesenquimal,
asociados a pluripotencialidad, o implicados en lineas de diferenciacién

especifica.

En consecuencia, la posibilidad de expansiéon selectiva de
subpoblaciones celulares basales capaces de expresar marcadores
propios de células pluripotentes de estirpe mesenquimal, establecida
con anterioridad y replicada en nuestro estudio a través de métodos

simplificados, es hallazgo previo y complementario a la demostracion
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de la aptitud de las CGLOH como material basal para la generacion de
iPSC. El grupo de Chuang (Chuang 2013) demostr6 la posibilidad de
inducir iPSC a partir de CGLOHOH procedentes de programas clinicos
de FIV-TE que fueron expandidas conjuntamente en condiciones de
cultivo convencional similares a las aplicadas por nuestro estudio, y
transfectadas sucesivamente con plasmidos retrovirales que contenian
secuencias como OCT3/4, SOX2, KLF4 y MYC. Las células pluripotentes
inducidas resultantes mostraron caracteristicas morfoldgicas,
dinamicas de crecimiento, necesidades tréficas y expresion de
marcadores muy similares a las de las células pluripotentes

embrionarias (ESC).

Nuestro trabajo ha comparado la expresion de genes relacionados con
la memoria funcional de origen en CGPE, frente a la observada en
CGLOH. Las primeras han mostrado una expresidn significativamente
menor de LHR, FSHR, CYP19A1, HSD3B2, HSD2B2 y AMH,
comportandose de forma similar a como lo hacen las MSCMO, excepto
con respecto a la expresion de AMH. A diferencia de lo observado
respecto a otras expresiones génicas propias de la ‘memoria funcional
de origen’, las CGPE mostraron una mayor expresion de AMH. El papel
regulador de AMH en los procesos de diferenciacién, proliferacion y
regulacion tisular es bien conocido en el ambito de la organogénesis
embrionaria. La AMH, como el resto de los componentes de la familia de
mediadores del TGF-f3, ejerce su sefializacién a través de receptores del
tipo serin-treonin-quinasa de clases 1 y II, asi como por medio de
proteinas SMAD, receptores regulados por las mismas. Se ha sefialado
que el receptor de AMH tipo I podria corresponderse con receptores I a
componentes de la familia de BMP (di Clemente, 2003), lo que podria

representar una via de conexion entre la expresion de AMH y el
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incremento de expresion de actividades enzimaticas propias de células

mesenquimales.

La expresion de genes relacionados con multipotencialidad de células
progenitoras adultas hematopoyéticas observada en las CGPE ha sido
analoga a la propia de las MSCMO. Las células expandidas a partir de
CGLOH han mostrado incremento de la expresion de c-kit, Thy-1 y ENG
en comparacién con la poblacién basal de origen. La expresion de genes
relacionados con multipotencialidad de células progenitoras adultas
mesenquimales, resulté ademas mayor en las CGPE y las MSCMO que en
las CGLOH en todos los casos. En cambio, los genes relacionados con
pluripotencialidad germinal no se expresaron en ninguno de los tres
tipos celulares, hallazgo que resulta de nuevo coherente con los perfiles

de expresion propios de células pluripotentes mesenquimales.

En relacién a los genes con actividad citoprotectora, las CGPE presentan
una mayor expresion de FGF2, EGF, IGF-1, SOD1, CAT y GLO 1; pero en
cambio, y en contra de lo que se preveia, presentan menor expresion de

HGF, ESR2 y BCL2.

En resumen, las CGPE presentan caracteristicas funcionales
diferenciadoras respecto de las CGLOH, que incluyen menor expresion
de marcadores funcionales propios de CG y mayor de actividades
relacionadas con la promociéon de la proliferacion celular, de la

angiogénesis y de la proteccidén frente a la apoptosis.

Al realizar un analisis grafico de agrupamiento (PermutMatrix) para
establecer un perfil de expresion génico global para los 3 tipos celulares

con los que estamos trabajando, para las CGLOH, para las CGPE y para
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las MSCMO, se encontr6 una mayor similitud entre los perfiles de
expresion de CGLOH y de CGPE, como cabria esperar dado el origen de

las células.

La evaluacion de la capacidad protectora de nuestra poblacion celular
frente a citotoxicidad experimental, medida mediante viabilidad,
apoptosis y muerte celular, nos permitié observar que las CGPE tienen
efecto protector frente a la toxicidad celular ejercida sobre las CGLOH, y
ejercen dicho efecto por medio de la sintesis de factores protectores
frente a la apoptosis, inductores de la angiogénesis y promotores de la

proliferacién celular.

Tras someter a las CGLOH a una citotoxicidad experimental inducida
tanto por peroxidacion, usando Peroxinitrito como toéxico, y por
especies reactivas de carbono, usando Glioxal, vemos que la viabilidad
de estas células disminuye con el paso del tiempo en las diferentes
condiciones de cultivo, pero es mayor cuando las CGLOH estan en
presencia de las CGPE o de las MSCMO, siendo ademas mayor cuando
estan en presencia de las MSCMO que cuando estan en cocultivo con las

CGPE.

Al medir apoptosis y muerte celular, cuantificando la expresiéon de
Anexina V y loudoro de Propidio respectivamente mediante citometria
de flujo, observamos que esta es mayor en las CGLOH solas que cuando
estan en presencia de las CGPE y de las MSCMO.

En cuanto a muerte celular se refiere, esta es menor cuando las CGLOH
estdn en presencia de MSCMO unicamente cuando hablamos de

peroxidacién, mientras que, si se trata de estrés carbonilico, la muerte,
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aunque aumenta en todos los supuestos, es menor cuando las CGLOH

estan en presencia de CGPE y de MSCMO que cuando estan solas.

Segun los resultados obtenidos y tras realizar los experimentos
pertinentes, vemos que en nuestro estudio se cumplen las hipoétesis
planteadas:

1) El cultivo prolongado de CGLOH en presencia de LIF permite la
expansién de la poblacién inicial de CGP basalmente existentes, y
la reduccién progresiva por apoptosis de la poblaciéon de CGLOH.
Las CGP asi expandidas, expresan marcadores de propios de
célula mesenquimal pluripotente y ausencia de marcadores de
pluripotencialidad embrionaria, y son susceptibles de
diferenciacion selectiva a lineas mesenquimales especificas,
adipogénica, condrogénica, osteogénica, por medio de
promotores adecuados.

2) Las Células de la CGPE presentan caracteristicas funcionales
diferenciadoras respecto de las CGLOH, que incluyen menor
expresion de marcadores funcionales propios de CG (LHr,
actividad aromatasa, actividad HSD3B2), y mayor de actividades
relacionadas con la promociéon de la proliferacion celular, de la
angiogénesis y de la proteccion frente a la apoptosis (HGF, VEGF,
IGF-1, FGF-b, bax y bcl-2).

3) El cocultivo con CGPE reduce la apoptosis y la muerte celular
inducida de las CGLOH inducidas por toxicidad experimental con
Peroxinitrito, en comparacién con la observada en cultivos de
CGLOH sin adicion de CGPE. Esta hipétesis no se cumple
totalmente, ya que este parametro aumenta ligeramente con el
paso del tiempo en las CGLOH cuando estan en presencia de las

MSCMO. En el caso de la toxicidad experimental inducida por

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
241



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Discusion

especies reactiva de carbono tanto la apoptosis como la muerte
celular es mayor en las CGLOH por si solas que cuando estan en

presencia de las CGPE y de MSCMO.

Durante la realizacion de este estudio, se presentaron una serie de
limitaciones, como fueron la baja celularidad obtenida de las pacientes
incluidas en el estudio y el tener que criopreservar todas las muestras,
con la consiguiente muerte celular post descongelacién que este

proceso conlleva.

PLANTEAR PROYECCIONES FUTURAS

Proteccion frente a citotoxicidad farmacoldgica

La toxicidad germinal mediada por citotoxicos, representa un modelo
clasico de pérdida de capacidad reproductiva como terapia sistémica
cuya implicacién es imperativa para el control de gran nimero de
enfermedades oncolégicas y de enfermedades autoinmunes. La
progresiva mejora de la supervivencia y de la calidad de vida de los
pacientes quimio expuestos ha generado una reciente sensibilidad hacia
las posibilidades de prevencién y tratamiento del fallo germinal quimio
inducido. La pérdida de reserva funcional ovarica causada por la
quimioterapia esta en relacion con el tipo y dosis del agente
administrado, asi como la edad de la paciente en el momento de la
exposiciéon. Desgraciadamente los agentes quimioterdpicos mas
comunmente aplicados suelen ser también los de mayor toxicidad
germinal, como ocurre con los agentes alquilantes. Diferentes estudios
sefialan que la pérdida folicular inducida por Ciclofosfamida tiene su

origen en la capacidad de este farmaco para activar la apoptosis celular
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de CG y ovocitos, con la consiguiente pérdida de unidades foliculares

(Oki, Ono et al. 2012) .

La respuesta de las CG y de las células germinales a los efectos
citotéxicos de los agentes quimioterapicos estd mediada por un gran
nimero de vias metabdlicas, sobre las que podrian ensayarse

estrategias de prevencion de la toxicidad germinal quimio inducida.

Mecanismos de proteccion celular

En los dltimos afios ha habido un interés creciente en el posible uso de
la medicina regenerativa y las células madre adultas, particularmente
las derivadas de médula 6sea (MSCMO), en combinaciéon con el
deterioro de drganos y tejidos relacionado con la edad. Gran parte del
conocimiento actual sobre la biologia de las células madre adultas
deriva de estudios en los cuales las células madre o progenitoras fueron
evaluadas por su habilidad para mejorar la funcién de 6rganos en
enfermedades o lesiones (Bagheripour, Zavareh et al. 2017) (Hoang, Ho
et al. 2019), o bien, en estudios in vitro en los cuales las MSCMO son
capaces de diferenciarse en diferentes lineas celulares si se exponen a
medios condicionados especificas de cada linea (Kossowska-

Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009) .

El eje reproductor femenino proporciona un modelo excelente para
entender la degeneracion que se produce en los 6rganos con la edad, ya
que los ovarios experimentan una disminucién funcional y fallan a una
edad relativamente temprana (Varras, Griva et al. 2012). En un estudio
realizado en raton, se us6 el sistema reproductor femenino como
modelo para investigar si la disminucidn fisiolégica en la funcién del

organo con la edad podia posponerse mediante el uso de MSCMO. Los
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resultados mostraron que una infusiéon mensual de MSCMO, sostenia la
funcidn del eje reproductor durante una edad cronolégica avanzada. La
infusion de las MSCMO procedentes de donantes jovenes fue efectiva y
permitia el mantenimiento de la funcion reproductiva del 6rgano sélo si

se administraban a una edad en la que el 6rgano adn era funcional .

Plantearse estrategias de este tipo es lo que nos ha llevado a pensar en
el uso de las CGPE, por su semejanza con las MSC obtenidas de otros
tejidos, en pacientes infértiles y asi lograr una mejora del desarrollo

folicular y con ello una mejora de la fertilidad de estas pacientes.

Regeneracion tisular

La regeneracion tisular u organica, representada en su maxima
expresion por creacidn de drganos bioartificiales ha sido abordada
experimentalmente a partir del desarrollo de las técnicas de ingenieria
tisular in vivo e in vitro, y ha adquirido especial interés a partir del

conocimiento de las propiedades de biointegracion de las MSC.

Los modelos mas evaluados son los de regeneracion de tejido cardiaco
afectado por lesion o necrosis isquémica mediante el uso de MSCMO, o
inducidas desde MSC (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009).
Para estudiar las posibilidades de regeneracién tisular y funcional del
miocardio infartado se han desarrollado modelos experimentales de
parches de células progenitoras soportadas en matrices sintéticas
acelulares, asi como ensayos de recelularizaciéon de 6rgano completo a
partir de matrices conjuntivas acelulares obtenidas mediante
descelularizacion de corazones integros (Kossowska-Tomaszczuk, De

Geyter et al. 2009).

Tesis Doctoral
Sara Garcia Cano 2022
244



Pluripotencialidad de las células de la granulosa luteinizada del ovario humano. Aplicaciones regenerativas en medicina reproductiva

Discusion

En modelos de lesidn tisular miocardica in vivo, se ha sugerido que los
mecanismos inflamatorios desencadenados por la isquemia
constituirian la sefalizacion que determina la integracion preferente de
las células progenitoras exogenas en el lecho lesional (Kossowska-
Tomaszczuk, De Geyter et al. 2009). En los modelos de 6rgano completo
descelularizado, el control de la distribucion espacial de las células
pluripotentes exdégenas en la matriz conjuntiva acelular podria ser
ejercido por ciertas proteinas estructurales como coldgeno V y
laminina, asi como por moléculas de adhesién como la fibronectina,
especialmente abundantes en elementos estructurales como las
membranas basales de los epitelios . Estos componentes tisulares son a
la vez soporte arquitectural de los tejidos e interfases de relacion entre
componentes conjuntivos y epiteliales de los mismos, como ocurre en el

foliculo de la cortical ovarica.

La aplicacion de la terapia celular por medio de células progenitoras a la
regeneracion del foliculo ovarico, asi como su protecciéon frente a la
atresia inducida por apoptosis fisiolégica o por efecto de noxas, parece
un enfoque notablemente analogo al anterior, aunque presenta notables
diferencias. En primer lugar, los elementos celulares del foliculo ovarico
son somaticos, Células de la Teca (Kossowska-Tomaszczuk, De Geyter et
al. 2009) y CG, y germinales, ovocito. Las células de los compartimentos
tecal y granuloso del foliculo son de estirpe conjuntiva en el primer
caso, y epitelial en el segundo. Por otro lado, su disposicién espacial en
el foliculo desde las fases iniciales de su crecimiento y diferenciacion
constituye un patrén de organizacion morfofuncional relativamente
sencilla, aunque necesaria para la compleja serie de interrelaciones
metabodlicas y de sefializacién celular que se establecen entre las

mismas por medio de mecanismos endocrinos, paracrinos y autocrinos.
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La matriz extracelular ovarica esta constituida por diferentes
componentes entre de los que destacan varios tipos de colageno, junto
con otras moléculas también capaces de modular procesos funcionales
ovaricos tales como la foliculogénesis y la luteinizacién (Varras, Griva et
al. 2012) . Diferentes estudios han mostrado que tanto el colageno tipo |
como el tipo IV, presentes en la lamina basal y en la granulosa folicular
respectivamente, asi como otras proteinas tales como la laminina son
capaces de interactuar con las CG circundantes por medio de las
integrinas que estas ultimas expresan en su membrana . Estos datos
permitirian formular hip6tesis sobre la capacidad de la matriz
extracelular ovdarica para sefializar procesos de orientacion,
proliferaciéon e incorporacién tisular de CG incorporadas a la estructura
folicular . En el mencionado estudio de Takehara, la inmunolocalizacién
de las MSCMO murinas utilizadas como terapia celular protectora frente
a la quimio toxicidad inducida por fosforamida demostré que se
hallaban presentes tan solo en la teca de los foliculos de los ovarios

trasplantados y no en su capa granulosa .

La biointegracion de elementos celulares pluripotentes con un posible
efecto regenerativo o protector deberian por tanto reconocer sefiales
especificas de tropismo, como de estimulo de la diferenciacion
funcional especifica. Algunas evidencias sugieren que las MSC
trasplantadas en el ovario murino se disponen fundamentalmente en el
estroma conjuntivo, y no son detectables en el componente granuloso
de los foliculos al término de 8 semanas de cultivo, lo cual no impide un
claro efecto protector del trasplante contra la toxicidad experimental
inducida con Ciclofosfamida. En caso de existir, este tropismo podria
estar mediado por sefiales moleculares expresadas por células

conjuntivas diferenciadas, como las tecales, o presentes en la matriz
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extracelular. En todo caso, la informacion sobre los mecanismos
reguladores de la biointegracion de las células pluripotentes en el tejido
ovarico humano reviste un indudable interés y no ha sido aln

analizada.
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1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

El cultivo de CGLOH descriogenizadas constituye un modelo
valido para el estudio de la expansién y diferenciacion de células

progenitoras presentes en la granulosa folicular humana.

El cultivo prolongado de CGLOH permite identificar, como parte
del conjunto celular heterogéneo resultante, una subpoblacién

de células con morfologia mesenquimal.

Las CGPE asi expandidas, expresan marcadores de propios de
célula mesenquimal pluripotente y ausencia de marcadores de
pluripotencialidad embrionaria, y son susceptibles de

diferenciacién selectiva a lineas mesenquimales especificas.

Las CGPE presentan menor expresion de marcadores funcionales
propios de CGLOH y mayor de actividades relacionadas con la
promocion de la proliferacidn celular, de la angiogénesis y de la

proteccion frente a la apoptosis.

El cocultivo de CGLOH junto con CGPE reduce la apoptosis y la
muerte celular inducida por toxicidad experimental tanto con

Peroxinitrito como con especies reactiva de carbono (Glioxal).
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