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ABREVIATURAS

AE: anticoncepcion de emergencia

AMH: hormona anti-Mulleriana

AR: receptor a andrégenos

ARU: afinidad relativa de union

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BMP: proteina morfogenética 6sea

CEsow: concentracion efectiva al 50%

CPGR: cultivo primario de células de la granulosa de rata
DES: dietilestilbestrol
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DS: desviacion estandar
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EEM: error estandar de la media

ER: receptor a estrégenos; tipo alfa y tipo beta (ERa y ERp, respectivamente)
FDA: Food and Drug Administration

FDR: tasa de descubrimientos falsos

FIN: finasterida

FSHh: hormona foliculo estimulante humana

GDE: genes diferencialmente expresados

GDF: factor de crecimiento y diferenciacion

GO: ontologia génica



GSEA: Gene Set Enrichment Analysis; andlisis de enriquecimiento de conjunto de
genes

IPA: Ingenuity Pathway Analysis; andlisis de ingenuidad de vias

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LH: hormona luteinizante

LNG: levonorgestrel

MAP: Molecule Activity Predictor; prediccion de actividad molecular

MIX: 1-metil-3-isobutil-xantina

MR: receptor a mineralocorticoides

NES: Normalized Enrichment Score; valor de enriquecimiento normalizado

P4: progesterona

PGR: receptor a progesterona; isoformas Ay B (PGRA y PGRB, respectivamente)
PKA: cinasa A de proteinas

REVIGO: reduce + visualize Gene Ontology

RMA: Robust Multiarray Average

RT-gPCR: PCR en tiempo real cuantitativo

RUA486: mifepristona

SHBG: sexual hormone binding globulin; globulina transportadora de hormonas
sexuales

TC: toxina del colera

TEsoe: tiempo medio efectivo

VC: veces de cambio

8-Br-AMPc: 8 bromo monofosfato ciclico de adenosina



RESUMEN

En la actualidad el método mas utilizado en anticoncepcion hormonal de
emergencia es la administracion de la progestina sintética levonorgestrel (LNG).
El principal mecanismo de accion del LNG es el retraso o la inhibicién de la
ovulacion a nivel de la unidad hipotalamo hipofisaria. En este trabajo de tesis se
investigaron los efectos del LNG sobre la esteroidogénesis ovérica con base a
observaciones clinicas previas de nuestro grupo que sugieren a la aromatasa
como un potencial blanco de accion del LNG. La hipétesis de trabajo establece
gue el LNG inhibe la expresiéon del gen que codifica a la aromatasa (Cypl9al) y
en consecuencia limita la biosintesis de estrégenos a nivel ovarico, condicionando
el efecto anovulatorio a nivel neuroendocrino. Como modelo experimental, para
evaluar el efecto del LNG sobre la biosintesis de estrogenos, se utilizé el cultivo
primario de células de la granulosa de rata (CPGR) suplementado con andrégenos
y estimulado con la hormona foliculo estimulante humana (FSHh). Los resultados
demostraron el efecto inhibitorio, concentracion dependiente, del LNG sobre la
biosintesis de estradiol en CPGR. Este efecto se observo posterior a la generacién
de AMPc y a nivel de la expresion génica de Cypl9al. De manera
complementaria y para evaluar los posibles efectos del LNG sobre la fisiologia
ovarica, se realizo el analisis gendmico funcional en 9 CPGR independientes: 3 en
condiciones basales, 3 estimulados con FSHh y 3 coincubados con FSHh y LNG,
utilizando micromatrices de expresion de genoma completo. El tratamiento de los
CPGR con FSHh versus basal resulté en 372 genes diferencialmente expresados
(GDE), al considerar como puntos de corte un valor [>1.3 veces de cambio| con

una p < 0.1. El numero de genes sobreexpresados fue de 174 y de subexpresados
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198. Los dos genes mas sobreexpresados por FSHh fueron Lhcgr y Cyp19al. El
analisis funcional de los GDE utilizando plataformas bioinformaticas
complementarias permitio validar nuestro modelo experimental para evaluar los
efectos gendmicos del LNG a nivel de la fisiologia ovérica. Al respecto, el
tratamiento con LNG result6 en 329 GDE, 161 sobreexpresados y 168
subexpresados. El andlisis de ontologia génica de todos los 329 GDE identifico a
la ovogénesis y a la generacion del gameto femenino como los principales
procesos bioldgicos sobrerrepresentados, siendo este ultimo identificado también
mediante analisis de enriguecimiento de conjunto de genes junto con la biosintesis
de esteroides. De manera similar, el LNG modificd la expresion de genes que
participan en vias canonicas como la maduracién del ovocito mediada por
progesterona y la meiosis ovocitaria. El analisis in silico predijo que el LNG inhibe
bio-funciones asociadas a la fisiologia ovérica tales como la cantidad de foliculos
ovaricos, la foliculogénesis y el metabolismo de esteroides. La inhibicion de estas
bio-funciones fue secundaria a dos de los genes mas subexpresados por el
tratamiento con LNG: Cyp19al y Lhcgr. Los cambios, asi como la direccionalidad
de la expresion de algunos genes involucrados en los mecanismos de accion de la
FSH para regular la esteroidogénesis ovarica, fueron validados por RT-gPCR de
los ARNm de CPGR en presencia o ausencia de LNG. En conclusion, el presente
estudio sugiere al ovario como uno de los sitios de accion de los efectos del LNG,
en particular sobre la funcion hormonal de las células de la granulosa. Nuestros
resultados destacan la importancia de la intercomunicacion entre el ovocito y las
células de la granulosa para la funcion reproductiva y hormonal del ovario, ademas

de proporcionar las bases para el desarrollo de nueva tecnologia anticonceptiva.
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1. INTRODUCCION

1.1 Anticoncepcién de emergencia: definicién e indicaciones.

La anticoncepcién de emergencia (AE) se define como todos los métodos
gue se pueden utilizar como medidas urgentes para prevenir el embarazo después
de un acto sexual sin proteccién, siempre y cuando sean empleados posteriores al
coito, pero antes de la implantacién del embrién. Por lo tanto, se considera un
método de apoyo de uso ocasional mas que de uso regular (Van Look and von
Hertzen, 1993). ElI Consorcio de Anticoncepcion de Emergencia plantea una
definicibn semejante: “son métodos utilizados por las mujeres dentro de pocas
horas o dias posteriores a un acto sexual sin proteccion para prevenir un
embarazo”. Las dos definiciones destacan que en esencia la AE, también
conocida como anticoncepcién poscoital o pildora del dia siguiente, se emplea en
un periodo determinado posterior a un acto sexual sin proteccion o con proteccién
inadecuada (p.ej., ruptura del preservativo, olvido de la toma de anticonceptivos
orales), asi como en casos de abuso sexual, para prevenir un embarazo; este
método difiere de la mayoria de los utilizados para la regulacion de la fertilidad en
gue es de uso ocasional y no regular (Croxatto et al., 2001, 2015). En general en
México, las usuarias de la AE son con frecuencia adolescentes que inician su vida
sexual y que se vieron beneficiadas con la inclusién en 2004 de la AE en la Norma
Oficial Mexicana de los Servicios de Planificacion Familiar (NOM-005-SSA2-1993)
(Lara et al., 2007). Desde hace mas de una década en México se comercializan al
menos cinco formulaciones comerciales de AE, entre ellas se incluyen los

métodos de progestina sola (Schiavon, 2006, Schiavon and Westley, 2008).



1.2 Desarrollo de la AE de progestina sola: esquemas

deadministracion y efectividad del levonorgestrel en la AE

El desarrollo de la AE a base de hormonas esteroides se inicio en la década
de 1960, a través del uso de dosis altas de estrogenos sintéticos. Estas
formulaciones tenian baja eficacia y varios efectos colaterales como nausea y
vomito. Posteriormente, en la década de 1970, se planteé el método de Yuzpe
gue consiste en la administracién de dos dosis de 100 pug de etinil estradiol con 1.0
mg de DL-norgestrel administradas en un intervalo de 12 horas en los primeros
tres dias posteriores al acto sexual (Yuzpe et al., 1974). En esta misma década se
inici6 el desarrollo de regimenes de progestinas solas para uso poscoital en
mujeres con relaciones sexuales irregulares (Kesseru et al., 1974), incluyendo el
empleo de dispositivos intrauterinos solo de cobre (2015).

En 1999, la FDA (Food and Drug Administration) aprob6 el plan B (AE a
base de levonorgestrel [LNG]) como el primer régimen de progestina sola para AE.
El uso de LNG tiene varias ventajas con respecto al método de Yuzpe, que incluye
su mayor eficacia y la ausencia de efectos colaterales relacionados con el
componente estrogénico (1998). Desde el afio 2013, el LNG se puede comprar
sin receta médica y sin restriccion de edad. Por lo anterior, la AE a base de esta
progestina ha ganado mayor atencion debido a que es el producto mas utilizado a
nivel mundial para tales fines (Kahlenborn et al., 2015). Sin embargo, se ha
introducido al mercado un método de AE hormonal con un modulador selectivo de
los receptores de progesterona (acetato de ulipristal) que ha demostrado ser mas

eficaz que el LNG dado que puede emplearse hasta por cinco dias posteriores al



acto sexual (Glasier et al., 2010), por lo que podria convertirse en el método mas
utilizado a nivel mundial.

En el uso del método de progestina sola, el LNG se puede administrar en
dos dosis de 0.75 mg con un intervalo entre ellas de 12 horas o en una sola dosis
de 1.5 mg (Arowojolu et al., 2002, von Hertzen et al., 2002). Esta progestina se ha
etiguetado para su uso por hasta 72 horas, e incluso se ha sugerido que se puede
utilizar hasta 96 horas, después de un acto sexual sin proteccion y se recomienda
su administracién lo mas pronto posible después del acto sexual (Glasier et al.,
2010, Cameron et al., 2017) . Los efectos secundarios mas frecuentes observados
con el tratamiento son las irregularidades menstruales sin la ocurrencia de otros

eventos adversos asociados (Shohel et al., 2014).

1.3 Caracteristicas farmacologicas del levonorgestrel

El LNG es una progestina sintética de segunda generacion derivada de la
19-nortestosterona con actividad agonista sobre el receptor de progesterona (Pa4)
(Figura 1). El andlisis de los parametros farmacocinéticos del LNG mostré que la
dosis oral de 1.5 mg se absorbe rapidamente resultando en una concentraciéon
méxima en plasma de 19.2 ng/mL después de 1.4 horas de su administracion,
area bajo la curva de 152.7 ng x hora/mL, vida media de 25 horas y
biodisponibilidad cercana al 100% (Sarkar, 2011). El 47.5% de esta progestina se
une a la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG, sexual hormone
binding globulin), el 50% a la albumina sérica y el 2.5% se encuentra en forma
libre en suero. De manera adicional, el LNG disminuye las concentraciones en

suero de la SHBG en aproximadamente el 50% (Schindler et al., 2008).
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Figura 1. Estructura quimica del LNG: 13-etil-173-etinil-17p-hidroxi-4-gonen-3-ona

El metabolismo del LNG in vitro e in vivo se realiza a través de la reduccién
del anillo A de su molécula por accion de las enzimas 5a-reductasa y la 3a- 0 3f-
deshidrogenasa, lo que se traduce en la generacibn de sus derivados
tetrahidroreducidos (Figura 2). Estas modificaciones condicionan la perdida de la
actividad progestacional y la adquisicion de la actividad estrogénica de los
metabolitos del LNG, mediante su union al receptor de estrogenos (Garcia-Becerra

et al., 2002, Lemus et al., 1992).

LNG
Sa-reductasa

5a-LNG
3a-deshidrogenasa 3p-deshidrogenasa

30,50-LNG 3B,50-LNG

Figura 2. Estructura quimica del LNG y sus derivados reducidos en el anillo A. 5a-
dihidrolevonorgestrel (5a-LNG); 3a,5a,- y 3pB,5a-tetrahidrolevonorgestrel (3a,5a,-LNG y
3pB,50-LNG, respectivamente). Tomado de (Garcia-Becerra et al., 2002).
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La actividad progestacional de una sustancia se puede determinar por la
dosis requerida para inducir en la mujer el cambio de endometrio proliferativo a
secretor (transformacion endometrial), previa estimulacibn con estrogenos;
ademas, se han utilizado bioanalisis para el estudio de los efectos de las
progestinas sobre el endometrio estimulado por estrégenos, y sobre las
gonadotropinas hipofisarias. Asi se determind que la potencia progestacional del
LNG es mayor a nivel central y endometrial versus P, (Schindler et al., 2008).

Los efectos de las progestinas sobre la expresion génica son mediados por
receptores intracelulares. En el caso del LNG estos efectos se realizan
principalmente a través del receptor a P, (PGR) como se muestra en las Tablas 1

y 2,y en la Figura 3.

Tabla 1. Afinidad relativa de union (ARU) del LNG a varios receptores nucleares.

Receptor Progesterona Levonorgestrel
PGR 100 323
GR 11 / 6° 7.5
AR 3/ 62° 58
MR 1000 17
ER 0.5 <0.02

La ARU es la concentracidn de esteroide necesaria para desplazar el 50% del ligando marcado al
receptor. Todas las ARU se determinaron por la union in vitro a receptores recombinantes de
esteroides humanos, excepto: ARU determinada por la sobreexpresion del hGR® o del hAR® en la
linea celular COS-1. PGR = receptor a progesterona; GR = receptor a glucocorticoides; AR =
receptor a andrégenos; MR = receptor a mineralocorticoides; ER = receptor a estrégenos. Tomado
de (Africander et al., 2011).

Tabla 2. Concentraciones estimuladoras (CEsoy) de la P4, LNG y sus derivados
reducidos en el anillo A sobre la activacion transcripcional de las isoformas del
PGR.

Esteroide PGRA (mol/L) PGRB (mol/L)
P, 3.93 X 10°% 6.42 X 1071°
LNG 5.76 X 10! 6.07 X 10*
50-LNG 8.19 X 10 9.93 X 10%°
30,50 1.07 X 10 3.37 X 10°%
3p,50 6.49 X 10 1.76 X 10

Tomado de (Garcia-Becerra et al., 2002).
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Figura 3. Activacion dosis-dependiente de PGRA y PGRB por el LNG y sus derivados
reducidos del anillo A. Los experimentos de transfeccion se realizaron en células HelLa
utilizando el reportero PRE-Elb-CAT cotransfectado con vectores de expresion para
PGRA (Panel A) o PGRB (Panel B). Las células se cultivaron en presencia o ausencia de
concentraciones crecientes (10" a 10°) de P, (@), LNG (@), 5a-LNG, (), 3¢.,50,-LNG
(V) y 3p,50-LNG ( A ), respectivamente. La actividad de CAT se determin6 en 5 pg de
proteina celular. Cada punto representa la media + DS de tres experimentos

independientes. Tomado de (Garcia-Becerra et al., 2002).
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Las progestinas sintéticas derivadas de la 19-nortestosterona, como
noretisterona, gestodeno y levonorgestrel al ser biotransformadas a sus derivados
tetrahidroreducidos adquieren la capacidad molecular de interactuar de manera
selectiva con el ERa (Larrea et al.,, 2001). El metabolito 38,5a-LNG es el que
presenta mayor afinidad por el receptor a juzgar por la activacion de la
transcripcion génica de manera similar a la observada con el natural (Garcia-
Becerra et al., 2002) y disminucién de su actividad progestacional (Garcia-Becerra
et al.,, 2004) (Tabla 2; Figura 3). Estos resultados han sido importantes para
establecer las bases de los efectos multihormonales que pueden derivarse del

metabolismo de las hormonas esteroides tanto naturales como sintéticas.

1.4 Mecanismo de accion del levonorgestrel como anticonceptivo

de emergencia

Los posibles blancos de accién de la AE hormonal incluyen a la unidad
hipotalamo-hipofisaria, al transporte de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino, asi como la funcionalidad de los mismos, la foliculogénesis
y la ovulacion, el proceso de fertilizacion, el desarrollo y transporte del embrion, la
receptividad endometrial, el fendbmeno de implantacién y la funcién del cuerpo
luteo. En general, los consensos internacionales consideran que el principal
mecanismo de accién de la AE oral a base de LNG es a nivel del eje hipotalamo-
hipéfisis-ovario al inhibir o retrasar la ovulaciéon (Glasier et al., 2014, 2015).

Existen en la literatura evidencias que sugieren al ovario como sitio de
accion hormonal del LNG (Heikinheimo et al., 1996, Ortiz et al.,, 2004). Todos

estos estudios establecen que parte de los efectos del LNG se derivan de su
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facultad de modificar la biosintesis de estrogenos a través de interferir con la
biodisponibilidad de androgenos aromatizables, asi como con la actividad de la
enzima aromatasa. Estos efectos, ademas de los ya conocidos sobre la funcién
gonadotropica a nivel de la unidad hipotalamo-hipofisaria (Heikinheimo et al.,
1996), son observados también a nivel de los procesos de desarrollo y maduracion
folicular como ha sido descrito previamente por nuestro grupo (Durand et al.,
2001). A este respecto, es importante sefalar que el diametro folicular, asi como,
los eventos que se suceden a nivel hipotalamo-hipofisario durante la fase
periovulatoria del ciclo menstrual son determinantes para condicionar los efectos
del LNG sobre el proceso de la ovulacién. Nuestro grupo y otros han descrito que
la administracion de LNG durante el ciclo inhibe la ovulaciéon cuando el desarrollo
folicular determinado por el didmetro de este no es mayor de 18 mm (Croxatto et
al., 2004, Durand et al., 2010).

En relacion con los efectos de LNG durante el ciclo menstrual, nuestro
grupo informé que en mujeres que permanecieron ovulatorias después de la
administracion de LNG, presentaron concentraciones de estradiol (E,) y estrona
en suero significativamente menores a las observadas en mujeres control sin
tratamiento (Durand et al., 2010) (Figura 4). Estas observaciones apoyan un
mecanismo de accion del LNG a nivel ovéarico, mediante el cual la progestina
afecta la biosintesis de E; en el foliculo y de esta manera modifica los eventos que
condicionan la descarga hipofisaria de LH, como fue descrito previamente en el
mono Macaca fascicularis (Heikinheimo et al., 1996). En contraste, la
administracion peri y postovulatoria del LNG no interfirié en la funcién del cuerpo

lateo ni modifico la morfologia endometrial, como se observé en otros modelos
14



como el mono Cebus apella (Ortiz et al., 2004).
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Figura 4. Concentraciones en suero y area bajo la curva de LH (paneles A y B,
respectivamente) y E, (paneles C y D, respectivamente) durante los ciclos control (Ctrl) y
tratados con LNG en mujeres ovulatorias (LNG-ov) y anovulatorias (LNG-anov). Ciclo
control (()), LNG-ov (@), LNG-anov (V), ruptura folicular (RF). Los resultados se
expresan como la media + EEM. *p < 0.05 LNG-ov y LNG-anov versus Ctrl. Tomado de
(Durand et al., 2010).

En la rata el LNG inhibié la ovulacion dependiendo del momento de la
administracion del tratamiento, la dosis utilizada o ambas situaciones, pero no tuvo
efecto sobre la fertilizacién o la implantacion (Muller et al., 2003). En sintesis, los
estudios realizados en primates, ratas y seres humanos descartan los efectos post
fertilizacion del LNG como AE y sugieren que el mecanismo de accién de esta

progestina se ubica fundamentalmente a nivel del eje reproductivo.
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A este respecto, estudios con relacion a los efectos de compuestos con
actividad progestacional (promegestona, P4, 20 alfa-hidroxiP, y 17 alfa-hidroxiP,)
en cultivos primarios de células de la granulosa de rata (CPGR) demostraron la
accioén inhibitoria de la P4 sobre la esteroidogénesis estimulada por FSH, lo que
represento un posible mecanismo por el cual la P4 inhibe de manera directa pero
reversible el desarrollo folicular ovarico debido a que el E; es necesario para la
proliferacion y maduracion de las células de la granulosa (Schreiber et al., 1980).
Posteriormente, se informd6 que en CPGR las progestinas suprimen la actividad de
aromatasa estimulada por FSH y por lo tanto la produccién de E;, al actuar en un
sitio posterior a la generacion de AMPc y no a través de la inhibicibn competitiva
de la aromatasa (Schreiber et al., 1981). La inhibicién in vitro de esta enzima por
accion de la P4 es dependiente de la dosis, de tal manera que es posible que la
elevacion en las concentraciones de P, en ambientes intraovaricos o
intrafoliculares en condiciones in vivo en las etapas periovulatorias (p.ej., en el
caso de la administracién exdgena de P,), pudiera ser considerada nociva para el
adecuado desarrollo folicular. De manera adicional, la disminucion esperada en la
biosintesis de estrégenos secundaria al aumento de P, intrafolicular o a la
administracion de compuestos con similar actividad biolégica, predispondria al
desarrollo de atresia folicular por el inadecuado aporte de estrogenos (Fortune and

Vincent, 1983).

1.5 Regulacion del desarrollo folicular

El desarrollo folicular ovérico (foliculogénesis) inicia con la generacion de

los foliculos primordiales constituidos por un ovocito, en arresto de la profase de la
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primera division meiotica, rodeado de una sola capa de células escamosas de la
pre-granulosa. A partir de la reserva de foliculos primordiales se reclutan
continuamente foliculos para formar una cohorte de foliculos en crecimiento, con
la caracteristica de ser esta una etapa independiente de la accién de las
gonadotropinas, pero regulada por miembros de la superfamilia de TGF-
B (transforming growth factor p) secretado por los ovocitos y/o las células de la
teca/granulosa que rodean al ovocito y que actian en forma paracrina o autocrina.
En este sentido, en las etapas tempranas de la foliculogénesis, la hormona anti-
Mulleriana (AMH, anti-Mllerian hormone), varias proteinas morfogenéticas (BMP,
bone morphogenetic protein) y los factores de crecimiento y diferenciacion (GDF,
growth and differentiation factor) que pertenecen a la superfamilia de TGF-p
desempeiian un papel fundamental. Por ejemplo, gracias a la accion de la proteina
BMP-7 y al incremento concomitante del nimero de receptores de FSH, los
foliculos primordiales se desarrollan en foliculos primarios caracterizados por el
crecimiento del ovocito y una sola capa de células de la granulosa que adopta la
forma cuboide. Posteriormente, estos foliculos se convierten en foliculos
secundarios o preantrales mediante la proliferacion de las células de la granulosa
en dos o tres capas que rodean al ovocito y una capa adicional de células de la
teca que cubre al foliculo. Durante esta transicion es fundamental el GDF9 a la par
de la disminucién en la expresién de AMH, lo que incrementa la sensibilidad del
foliculo a la FSH y favorece su reclutamiento a la cohorte de foliculos que seran
dominantes. Finalmente, mediante la accidén de la FSH se desarrollan los foliculos

terciarios o antrales cuando se forma una cavidad llena de liquido (antro) entre las

17



capas de las células de la granulosa (Gupta et al.,, 2015, Hsueh et al., 2015)

(Figura 5).

Células de la Lamina basal
granulosa

Liquido folicular

Complejo
Ovocito ovocito-cimulo

Células de la

. | teca
Células del cimulo

Figura 5. Representacion de un foliculo antral, tomado de (Hennet and Combelles, 2012).

Los foliculos antrales tienen tres tipos de células somaticas (teca, granulosa
y del cumulo), ldmina basal y liquido folicular; cada uno con funciones reguladoras
en la diferenciacién del ovocito. La estructura interna del foliculo presenta dos
tipos de células de la granulosa, las murales y un tipo especializado llamado del
cumulo que rodean al ovocito formando una estructura denominada complejo
ovocito-camulo, mientras que las células de la granulosa murales forman la capa
interna del foliculo. Cada foliculo esta rodeado por una lamina basal, una placa
especializada de matriz extracelular que separa el foliculo interno del tercer tipo de
célula folicular somética, las células de la teca. Estas células representan una
capa vascularizada que define el limite externo del foliculo antral. Es relevante
sefalar que el foliculo antral en su conjunto constituye un microambiente
especializado (nicho) adaptado a las necesidades del ovocito conforme se acerca
al momento de la ovulacion, durante el cual, el ovocito debe completar su
crecimiento final, capacitacion y maduracion nuclear y citoplasmatica para ser

susceptible de ser fecundado (Hennet and Combelles, 2012).
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1.6 Maduracion ovocitariay accion de la progesterona

El ovocito para lograr su maduracion necesita transitar desde la profase | a
través de la meiosis | hasta detenerse (arresto meiético) en la meiosis Il, momento
en el que se libera el foliculo dominante que ha alcanzado su crecimiento
completo. La maduracion ovocitaria se da en respuesta a la secrecibn maxima de
LH en la etapa preovulatoria, y se acomparfia de un conjunto de cambios nucleares
y citoplasmaticos en el ovocito. Los eventos a nivel del nucleo incluyen la
progresion meidtica (p.ej., la ruptura de la envoltura nuclear y la condensacion de
los cromosomas), mientras que la maduracién citoplasmatica se caracteriza no
solo por cambios en los organelos y su distribucion (p.ej., reticulo endoplasmico
liso y granulos corticales) sino ademas por el control post transcripcional a nivel de
la poliadenilacion que resulta fundamental para su almacenamiento a largo plazo,
acompafiado de la reactivacion de los transcritos de ARNm. A la par de la
maduracién ovocitaria, ocurren cambios en las células del cimulo que se expande
y condiciona modificaciones en la comunicacion entre ambos tipos celulares,
impactando asi en la calidad del ovocito a ser fecundado (Coticchio et al., 2015).

Las células del cumulo ademés de comunicarse con el ovocito tienen
sefalizacion paracrina con las células de la granulosa y de la teca. Estas
intercomunicaciones son fundamentales para regular la progresién de la meiosis
en el ovocito. De manera adicional, las células de la teca y de la granulosa tienen
funciones esteroidogénicas claves en el foliculo al proporcionar los androgenos
gue seran aromatizados a estrogenos, respectivamente (Atwood and Vadakkadath
Meethal, 2016). Las funciones de ambas células son coordinadas por el ovocito,

cuya actividad transcripcional de su genoma es regulada por las células del
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cumulo. Por lo anterior, se ha planteado que la salud y funcionalidad de las
células somaticas en el foliculo son un reflejo de la calidad ovocitaria y viceversa
(Hennet and Combelles, 2012). La investigacion en especies no mamiferas ha
demostrado un papel fundamental de la P, asi como de sus receptores nucleares
y unidos a membrana sobre la maduracion ovocitaria y la ovulaciéon. En forma
complementaria, la secuenciacion del genoma del bovino y el desarrollo de
multiples herramientas para dilucidar el significado de los datos transcriptomicos
ha facilitado el incremento en el nimero de estudios que determinan el perfil global
del transcriptoma en ovocitos maduros e inmaduros, asi como en células de la
granulosa o del cumulo que rodea al ovocito, o incluso en otros tejidos en donde
se ha demostrado que la P4 regula la expresion génica diferencial y vias candnicas
establecidas (Fair and Lonergan, 2012). Por lo anterior, es relevante estudiar la
funcién de un agonista progestacional como el LNG sobre el desarrollo folicular y
la maduracion ovocitaria dado que la P, afecta la calidad ovocitaria mediante sus
efectos sobre el desarrollo del foliculo dominante.

En cultivos primarios de células de la granulosa murinas incubadas en
presencia de P4, se establecié que la mayoria de los efectos de esta hormona son
mediados por el PGRA que induce genes relacionados con procesos estructurales
como el desarrollo vascular y la morfologia celular, mientras que el PGRB indujo
genes asociados con redes de citosinas inflamatorias relevantes para el proceso
ovulatorio (Conneely et al., 2002). En contraste, el receptor de progesterona unido
a membrana PGRMC1 parece estar involucrado en la maduracién meidtica
ovocitaria (Luciano et al., 2010). En sintesis, estos datos demuestran la funcién

de la P, y la sefalizacion a través de su receptor tanto a nivel nuclear como
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citoplasmatico durante la maduracién ovocitaria que podria impactar ademas en la

calidad del ovocito.

1.7 Estudios transcriptomicos de la calidad ovocitaria en

humanos

Estudios iniciales realizados con RT-gPCR plantearon que los niveles de
transcritos de genes candidatos en células de la granulosa y del cumulo se
asociaban a la calidad ovocitaria. Sin embargo, esta metodologia que analiza
Unicamente la expresion de genes individuales no permiti6 generar modelos
predictivos basados en la expresidbn de un patron de mudltiples genes para
determinar el efecto de la calidad ovocitaria sobre variables clinicas de desenlace
como la tasa de fertilizacion o embarazo posterior a procedimientos de fertilizacién
asistida. Por lo anterior, solo con estudios a nivel gendmico realizados con
micromatrices de expresion se identificaron genes diferencialmente expresados
que definen firmas transcriptomicas o biomarcadores que se asocian con la
calidad del ovocito (Uyar et al., 2013). Por ejemplo, un estudio que evalué las
células foliculares de ovocitos que resultaron en un embarazo positivo versus las
gue generaron embriones con fallas en el desarrollo, identific6 115 genes
diferencialmente expresados, destacando el CYP19A1l como uno de los genes
significativamente asociados con el desenlace de embarazo (Hamel et al., 2008).
Esta observacion sugiere el importante papel de la aromatasa no solo en la
esteroidogénesis ovarica sino ademas en la calidad del ovocito, la cual puede ser
evaluada con el analisis funcional de las firmas de expresién durante el desarrollo

folicular a nivel de células de la granulosa.
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1.8 Estudios transcriptémicos en células de la granulosa

El desarrollo folicular comprende cambios en diferentes compartimentos y
modificaciones en sus firmas de expresion génica, en particular en células de la
granulosa. Al respecto, un estudio con metodologia genética genémica identificd
marcadores genéticos asociados con el fenotipo de fertilidad con base a la
expresion de CYP19A1 en el modelo bovino (Guillemin et al., 2015). Este tipo de
estudios ha contribuido ademas a la generacion de metaanalisis de perfiles de
expresion génica en células de la granulosa durante la foliculogénesis, lo que ha
permitido conocer mejor la fisiologia ovarica en una especie monoovulatoria (Khan
et al.,, 2016). De manera adicional, existen bases de datos sobre la expresion
ovarica de genes en la rata (Jo et al., 2004) asi como en el modelo murino y en el
ser humano (Hsueh and Rauch, 2012).

Con base a todos estos antecedentes, en particular las observaciones
clinicas realizadas por nuestro grupo, se decidié estudiar los efectos de LNG sobre
la capacidad esteroidogénica del ovario utilizando a las células de la granulosa
como modelo experimental, incluyendo ademas el analisis bioinformatico de sus
efectos a nivel transcripcional, en particular sobre el desarrollo folicular asi como la
maduracién y calidad del ovocito, lo que enriquecera el conocimiento genémico de

la fisiologia ovérica.
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

2.1 Pregunta de investigacion

¢ Tiene el levonorgestrel efectos sobre la biotransformacion de androstendiona a
17p-estradiol a través de modificar la expresion de Cypl9al en células de la
granulosa mantenidas en cultivo y al mismo tiempo puede condicionar el

desatrrollo folicular por su actividad progestacional?

2.2 Hipotesis

El levonorgestrel por su actividad progestacional inhibe la expresion de Cypl9al a
nivel ovarico ademas de regular la expresion de genes fundamentales en el
desarrollo folicular identificados en procesos bioldgicos, componentes celulares,
funciones moleculares y vias candnicas asociadas con la bio-funcion

foliculogénesis.

2.3 Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo de tesis fue evaluar los efectos del
levonorgestrel sobre la biosintesis de 173-estradiol por el ovario.

Los objetivos secundarios fueron analizar los efectos del levonorgestrel sobre la
expresion global del genoma en células de la granulosa en términos de ontologia
génica (procesos biolégicos, componentes celulares y funciones moleculares),
identificar las vias candnicas asociadas y predecir la actividad molecular de bio-

funciones relacionadas con la esteroidogénesis ovarica y la foliculogénesis.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Reactivos

La FSH hipofisaria (NIDDK-hFSH-I-SIAFP-1) fue generosamente donada
por The National Hormone and Pituitary Program (Rockville, MD, USA). La
preparacion purificada de FSH humana (FSHh) fue libre de actividad inmunolégica
de prolactina, LH, hormona estimulante del tiroides y hormona del crecimiento.
Estudios previos por nuestro grupo han demostrado la capacidad de esta FSHh
para estimular la biosintesis de 17p-estradiol de manera concentracidon
dependiente en CPGR (Larrea et al., 2005). El medio McCoy 5a (modificado sin
suero) se obtuvo de Gibco, Life Technologies Co (Long Island, NY, USA). La
disolucion de penicilina-estreptomicina y el azul tripAn se obtuvieron de Grand
Island Biological Co (Santa Clara, CA, USA). El dietilestilbestrol (DES), la 4-
androstendiona, el 1-metil-3-isobutil-xantina (MIX), el 8 bromo monofosfato ciclico
de adenosina (8-Br-AMPc), toxina del cdlera (TC), P4, LNG, dihidrotestosterona
(DHT), mifepristona (RU486), finasterida (FIN) y el etanol grado analitico se

obtuvieron de Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO).

3.2 Animales y cultivo primario de células de la granulosa

Animales

Se utilizaron ratas hembra inmaduras de la estirpe Wistar, de 19 a 21 dias
de edad, mantenidas bajo un régimen de luz/obscuridad de 12/12 horas con
alimento y agua a libre demanda. Las ratas se obtuvieron de la colonia del Bioterio

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran, previa
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aprobacion del protocolo de investigacion por el Comité de Investigacion en
Animales.
Implante de dietilestilbestrol

Cada rata se implanté de manera subcutanea en la region dorsal con una
capsula de silastic de 10 mm de largo y 1.5 mm de diametro interno conteniendo
aproximadamente 10 mg de dietilestilbestrol. Después de permanecer 4 dias con
el implante, las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y se realizd

ovariectomia bilateral para colectar las células de la granulosa.

Cultivo primario de células de la granulosa

Las células de la granulosa se colectaron y se cultivaron de acuerdo al
método descrito por Jia XC, Hsueh JW (Jia and Hsueh, 1986) con modificaciones
menores (Villanueva et al., 1996). Los ovarios se decapsularon y las células de la
granulosa se obtuvieron por puncién folicular con aguja de calibre de 27 pulgadas.
Las células se centrifugaron a 500 x g y 4°C, durante 10 minutos. Una alicuota fue
diluida con tincién de azul tripan (0.4%) y las células viables se contaron con un
hematocitometro. Las células se cultivaron en placas de 6 pozos de 34 mm de
diametro (Nunc; Roskilde, Denmark) de poliestireno Nuncleon y sin revestimientos
de matriz. En cada pozo se sembraron 1.0 x 10° células viables en un volumen
final de 3.0 mL de medio McCoy 5a, pH de 7.4, suplementado con L-glutamina (2
nM), androstendiona (1 X 10° M) como precursor androgénico para su
aromatizacion, DES (0.125 uM), MIX (15 uM) como inhibidor de fosfodiesterasa
para potenciar la actividad de FSHh y antibiéticos (100 Ul/mL de penicilina y 100

pHg/mL de estreptomicina).
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Las células se cultivaron durante 24 horas en un ambiente himedo a 37°C,
95% de aire y 5% de CO, en medio libre de suero. Al final de este periodo, las
células se incubaron durante 48 horas en presencia de FSHh u otros
estimuladores de la cinasa A de proteinas (PKA) en presencia o ausencia de
diferentes hormonas y compuestos. Al final de la incubacion, se estudiaron los
efectos de las hormonas y reactivos sobre las células de la granulosa mediante la
cuantificacion del 17p-estradiol en el medio de cultivo y la expresion de Cypl9al
en las células. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y por lo menos

tres veces.

3.3 Cuantificacion de 17p-estradiol

El 17p-estradiol en el medio de cultivo de células de la granulosa se
cuantific6 por triplicado mediante radioinmunoandlisis especifico utilizando
estuches comerciales (Coat-A-Count, Estradiol, Siemens Healthcare Diagnostics,
Plainfiel, IL, USA). La sensibilidad del analisis fue de 3 pg/mL y los coeficientes

inter e intra analisis fueron < 10% y < 5%, respectivamente.

3.4 Extraccion del ARN

La extraccion del ARN total de las células de la granulosa se llevo a cabo
por medio de la técnica de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski and Sacchi,
2006) utilizando el reactivo de TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las
células en presencia de 1 mL de TRIzol se cosecharon y colectaron en tubos
eppendorf, a los cuales se les adiciono cloroformo frio. La fase acuosa se precipitd

con isopropanol y etanol. EI ARN se disolvio en 20 uL de agua grado biologia
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molecular. La concentracién de ARN se cuantific6 con el espectrofotometro ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). La calidad de cada
muestra de ARN se valid6 con el BioAnalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies,
Germany) y se utilizaron las muestras con mejor calidad (RIN entre 8.0 y 9.7) para

los experimentos con micromatrices de expresion.

3.5 Diseiio experimental y efectos a nivel transcripcional

Para el andlisis de los efectos del LNG a nivel transcripcional se utilizaron 9
micromatrices Rat Gene 2.0 ST (Affymetrix). Las muestras se clasificaron en 3
grupos conformados con 3 réplicas biolégicas cada uno (cada réplica por triplicado
y una sola micromatriz por réplica) distribuidos de la siguiente manera: (1) Tres
CPGR sin ningun estimulo etiquetados como Basal; (2) Tres CPGR estimulados
con FSHh vy; (3) Tres CPGR coincubados con FSHh y LNG. EI DNA
complementario (DNAc) blanco se preparé de acuerdo con el protocolo Whole-
Transcript PLUS (WT) Sense Target Labeling (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA.,
USA). Para la sintesis de la primera cadena de DNAc se utilizé un conjunto de
200 ng de ARN de tres réplicas biolégicas de cada condicion experimental y la
enzima Superscript Il cebada con un oligbmero poli(T) para la transcripcion
inversa. Posterior a la sintesis de la segunda cadena se realizé transcripcién in
vitro para generar ARNc. Los productos de ARNc se utilizaron como templados en
un segundo ciclo de sintesis de DNAc para incorporar dUTPs a la nueva cadena.
El DNAc se fragmentd con uracil-DNA glicosilasa y endonucleasa apurinica
apirimidinica. Los fragmentos (40-70 mers) se marcaron mediante la adicion de
desoxinucleétidos terminales marcados con biotina. EI DNAc fragmentado y

27



marcado se hibridé a la micromatriz. Las micromatrices se lavaron, se tifieron
para el DNAc biotinilado y se escanearon de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. La micromatriz Rat Gene 2.0 ST representa 28,407 transcritos
RefSeq cubiertos con una mediana de 22 sondas por gen, lo que asegura una
deteccidn precisa para cambios de expresion de transcritos a nivel de genoma

completo (http://affymetrix.com).

3.6 Perfiles de expresidon génica

Todas las comparaciones pareadas posibles entre los tres grupos (Basal,
FSHh y FSHh-LNG) generaron dos contrastes de interés. Estos contrastes se
enfocaron en identificar genes responsivos a los estimulos a través de analizar
FSHh versus Basal (sin FSHh), o genes que respondieron a los efectos del
tratamiento al analizar FSHh-LNG versus FSHh. Los datos sin procesar se
corrigieron del ruido de fondo utilizando el algoritmo Robust Multiarray Average
(RMA) (Irizarry et al., 2003) y se normalizaron por cuantiles (Bolstad et al., 2003).
La expresion diferencial se determind mediante modelos estadisticos lineales con
coeficientes arbitrarios (Smyth, 2004); los contrastes de interés se analizaron con
el paquete para el andlisis de expresién génica Bioconductor Library Limma
(Ritchie et al., 2015). Posteriormente, se aplico la correcciébn para hipotesis
multiples utilizando la tasa de descubrimientos falsos (FDR, False Discovery Rate)
(Colguhoun, 2014). Los genes se seleccionaron con base a los siguientes puntos
de corte: |veces de cambio (VC) > 1.3| (la sensibilidad del gPCR en tiempo real) y

un valor de significancia estadistica de p < 0.1.
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3.7 Analisis funcional de los genes diferencialmente expresados

El analisis funcional se realizd6 con Fatigo de Babelomics 5.0

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es) utilizando términos de ontologia génica

(procesos biologicos, componentes celulares y funciones moleculares) obtenidos
con la lista de genes diferencialmente expresados (GDE), como se describid
previamente (Al-Shahrour et al., 2004, Alonso et al., 2015). La nomenclatura de
los términos de ontologia génica enriquecidos con GDE utiliza términos del Gene
Ontology Consortium (Ashburner et al., 2000). El valor de p ajustado se calculd
con una prueba exacta de Fisher que evalla la sobrerrepresentacion significativa
de términos funcionales en la lista de GDE en relacion con el resto del genoma
humano, después de corregir para multiples pruebas (multiples hipétesis, una por
cada término funcional) utilizando la FDR (Colquhoun, 2014). Para identificar y
evitar la redundancia de los términos de ontologia génica mas representativos, se
realizd6 un analisis de REVIGO (reduce + \Vvisualize Gene Ontology)

(http://revigo.irb.hr) (Supek et al., 2011).

De manera adicional y para complementar los términos de ontologia génica
identificados por FatiGO y resumidos por REVIGO, se realiz6 un analisis de
enriquecimiento con vias canonicas definidas por KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) (Ogata et al.,, 1999) y por Reactome Pathway Database

(Joshi-Tope et al., 2005) mediante analisis de enriquecimiento de conjunto de

genes (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis; http://www.broadinstitute.org/gsea)
utilizando una FDR < 25% vy el valor de enriquecimiento normalizado (NES,

normalized enrichment score) como el estadistico primario (Hung et al., 2012,
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Subramanian et al., 2005). Por otra parte, mediante el analisis de solapamiento de
los “bordes principales” (leading edges) de las graficas de enriquecimiento, se
identificaron vias candnicas que comparten genes en comun, lo que se traduce en
nucleos de genes modificados por FSHh o LNG.

Para estudiar los efectos del LNG sobre bio-funciones asociadas con el
tratamiento de FSHh en células de la granulosa se utilizé el Analisis de Ingenuidad

de Vias (IPA, Ingenuity Pathway Analysis; http://www.ingenuity.com). Una bio-

funcién o via candnica se consideré estadisticamente significativa cuando se
obtuvo un valor de p < 0.05 con la prueba exacta de Fisher a una cola (derecha).
De manera adicional, y basado en un enfoque dirigido por nuestra hipotesis de
trabajo sobre los efectos del LNG en la fisiologia ovarica, se realizaron andlisis de
prediccion de actividad molecular (MPA, Molecule Activity Predictor) (Lira-Albarran

et al., 2017a, Lira-Albarran et al., 2017b).

3.8 RT-PCR cuantitativo

En un microgramo de ARN total de alta calidad de cada muestra se llevo a
cabo retrotranscripcion utilizando el estuche comercial Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche, Manheim, Germany) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. EI DNAc se amplificé en un volumen final de 10 pL, con una mezcla
de reaccién que contiene agua grado biologia molecular, DNAc, los iniciadores y la
DNA polimerasa Tagman. Se utilizaron como controles negativos muestras
incubadas en ausencia de transcriptasa reversa. Para detectar contaminacion de
la mezcla de reaccion se utilizé un tubo con agua grado biologia molecular en
lugar de muestra de ARN. Para el PCR en tiempo real cuantitativo (RT-gPCR) se
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utilizé el estuche comercial TagMan PCR Master Mix (Roche, Manheim,
Germany). La mezcla con el DNACc, la enzima polimerasa y la sonda de hidrolisis
tipo TagMan (Universal Probe Library, ROCHE) se colocO en capilares de vidrio
gue se centrifugaron y se colocaron en el termociclador LightCycler® 2.0 Detection
System (Applied Biosystems, CA, USA).

Los oligonucleétidos para amplificar cada gen se disefiaron con el programa
en linea del fabricante (Universal Probe Library Assay Design Center, ROCHE,

https://www.roche-applied-science.com) y se verificaron las secuencias con

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://www.blast.ncbi.nim.nih.gov).

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se muestran en la Tabla Al
(Apéndice). Para cuantificar la expresion de los genes blanco, normalizados con
la expresién del gen constitutivo Actb (Kozera and Rapacz, 2013), se utilizd el
método comparativo C; (AAC;) (Schefe et al., 2006). Los niveles del ARNm se

determinaron por triplicado para cada tratamiento.

3.9 Evaluacion del desarrollo folicular

Los ovarios se fijaron en paraformaldehido al 4% y se embebieron en
parafina orientados de tal manera que se obtuvieron cortes sagitales. El analisis
histologico se realiz6 por microscopia de luz en 6 cortes seriados de 5 pum de
espesor en cada ovario, tefiidos con técnica convencional de eosina-hematoxilina.
El contenido y desarrollo folicular se evaluaron por visualizacién directa y los
resultados se expresaron como la media normalizada por el nimero de cortes y
grosor, ademas del grado de diferenciacion folicular. EIl desarrollo folicular ovarico

se estableci6 con los criterios morfologicos de (Pedersen and Peters, 1968).
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3.10 Analisis de viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar la viabilidad y funcionalidad celular, se llevaron a
cabo cultivos (1 x 10° células/mL) en presencia o ausencia de FSHh, P, o LNG
durante 72 horas. La viabilidad celular se evalu6 al término de la incubacién
mediante la actividad de deshidrogenasas mitocondriales utilizando el reactivo
colorimétrico XTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). El producto
generado se determind 18 horas después por absorbancia a 492 nm en un

espectrofotometro para placas de ELISA (Multiskan Labsystems).

3.11 Analisis estadistico

El tipo de distribucién de los resultados se estableciéo con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparar medias entre dos grupos se utilizé la prueba
t pareada. La significancia estadistica entre mas de dos grupos se determind por
analisis de varianza seguido de la prueba post hoc de Tukey-Kramer. Las pruebas
no parameétricas se utilizaron cuando estaban indicadas. Todos los resultados se
expresaron como la media + DS. Un valor de p < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Los analisis se realizaron con el paquete estadistico
NCSS 2004 (Number Cruncher Statistical System) (329 North 1000 East,
Kaysuville).

Las concentraciones efectivas al 50% al igual que el tiempo medio efectivo
se estimaron con analisis de regresion no lineal a través del ajuste sigmoideo de
las curvas concentracion respuesta utilizando el programa Origin Pro 8 (OriginLab

Corporation).
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4. RESULTADOS
4.1 Validacion bioquimica del modelo experimental

La respuesta de las células de la granulosa en cultivo en términos de la
produccion de E; a diferentes concentraciones de FSHh se muestra en la Figura 6.
La concentracion efectiva al 50% (CEszoy) fue de 1.37 + 0.08 mUl/pozo, similar a la
observada para la expresion del ARNm de Cypl9al (2.0 + 0.05 mUl/pozo) (Fig.
7).
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Figura 6. Efecto de varias concentraciones de FSHh sobre la biosintesis de 17p-estradiol
(pg/ml) en células de la granulosa en cultivo obtenidas de ratas inmaduras tratadas con
dietilestilbestrol. Un millén de células/pozo se cultivaron en presencia de concentraciones
crecientes de FSHh por 72 horas. La produccion de 17p-estradiol se cuantificé en el
medio de cultivo mediante radioinmunoanalisis especifico. Cada punto representa la
media + DS de tres determinaciones. La CEsq, de FSHh necesaria para biosintetizar 17f-

estradiol fue de 1.37 mUI/pozo + 0.08 determinada por tres experimentos independientes.
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Figura 7. Efecto de varias concentraciones de FSHh sobre los niveles de ARNm de
Cypl9al en células de la granulosa en cultivo obtenidas de ratas inmaduras tratadas con
dietilestilbestrol. Un millon de células/pozo se cultivaron en presencia de concentraciones
crecientes de FSHh por 72 horas. Los niveles de ARNm de Cypl9al se determinaron
mediante RT-gPCR vy los resultados se normalizaron con el uso de Actb. Cada punto
representa la media + DS de tres determinaciones. La CEsqy de FSHh necesaria para
expresar el ARNm de Cypl9al fue de 2.0 mUl/pozo + 0.05 determinada por tres

experimentos independientes.

Al evaluar el efecto de FSHh en la biosintesis de 17p-estradiol y la
expresion del ARNm de Cypl9al durante 96 horas en CPGR, se confirmé la
expresion tardia de este gen porque el tiempo efectivo medio (TEsoy) necesario
para biosintetizar 178-estradiol fue de 45.9 + 1.9 horas (Figura 8) y para expresar
el ARNm de Cypl9al fue de 41.0 + 6 horas (Figura 9). Con estos resultados, se
decidié incubar a las células de la granulosa por un periodo inicial de 24 horas

seguido de otro de 48 horas en presencia de los compuestos a ser estudiados.
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Figura 8. Efecto de 1.5 mUl/pozo de FSHh sobre la biosintesis de 17p-estradiol (pg/ml) en células
de la granulosa en cultivo obtenidas de ratas inmaduras tratadas con dietilestilbestrol. Un millén de
células/pozo se cultivaron en presencia de FSHh por 96 horas. La produccién de 17p-estradiol se
cuantificé en el medio de cultivo a diferentes tiempos de incubacion (0, 24, 48, 60, 72 y 96 horas)
mediante radioinmunoanalisis especifico. Cada punto representa la media + DS de tres
determinaciones. El tiempo efectivo medio (TEsqy,) de FSHh necesario para producir 173-estradiol
fue de 45.9 + 1.9 horas determinado por tres experimentos independientes.

80 -
70
60 -
50 -
40
30

20

ARNm Cypl19al /Actb

10

o7 —
o 10 20 30 40 50 60 70 80

Horas de cultivo

Figura 9. Efecto de 1.5 mUIl/pozo de FSHh sobre los niveles de ARNm de Cyp19al en células de la
granulosa en cultivo obtenidas de ratas inmaduras tratadas con dietilestilbetrol. Un millén de
células/pozo se cultivaron en presencia de FSHh por 72 horas. Los niveles de ARNm de Cyp19al
se determinaron mediante RT-gPCR vy los resultados se normalizaron con el uso de Actb. Cada
punto representa la media + DS de tres determinaciones. El tiempo efectivo medio (TEsqy,) de
FSHh necesario para expresar el ARNm de Cypl9al fue de 41.0 + 6 horas determinado por tres
experimentos independientes.
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Las incubaciones de células de la granulosa en presencia de
concentraciones crecientes de FSHh, de un activador del adenilato ciclasa (toxina
del célera [TC]) o de un analogo no hidrolizable de AMPc (8-Br-AMPCc)
incrementaron significativamente la actividad de la enzima aromatasa y la
expresion del gen que la codifica (Cypl9al) en los CPGR. Las veces de cambio
de la concentracion de 17pg-estradiol en el medio de cultivo de células de la
granulosa incubadas en presencia de FSHh durante 48 horas fueron de 7.66 +
0.87. Este cambio correspondié a un incremento significativo en la concentracion
de 17p-estradiol de 14.48 + 2.08 pg/ml a 110.98 pg/ml + 7.48 pg/ml en ausencia o
presencia de 1.0 mUl FSH/ml, respectivamente. En el caso de la expresion de
Cypl9al, las veces de cambio relativas en presencia de FSHh fue de 9.72 + 0.40.
Las respuestas observadas con las mayores concentraciones de TC (0.1 ng/ml) y
8-Br-AMPc (0.1 mM) en términos de biosintesis de 17p-estradiol fueron de 9y 16
veces de cambio, respectivamente, y con relacion a la expresion de Cypl9al
fueron de 10 y 15 veces de cambio (Figura 10).

Estas observaciones apoyan la presencia en nuestros cultivos primarios de
un receptor funcional a FSH evolutivamente conservado, acoplado a proteinas G,
asi como la participacibon de un mecanismo de transducciébn de sefales
dependiente de AMPc en el control de la esteroidogénesis ovarica (Ulloa-Aguirre
and Zarinan, 2016, Ulloa-Aguirre et al., 2007). De esta manera, nuestro modelo
experimental permitié estudiar los efectos del LNG y la P4 natural en células de la

granulosa de rata estimuladas con FSHh, TC u 8-Br-AMPc.
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Figura 10. Efectos de FSHh, toxina del célera u 8-Br-AMPc sobre la biosintesis de 17p3-estradiol
(E2) (A, C, E, respectivamente) y sobre la expresion de Cypl9al (B, D, F, respectivamente) en
células de la granulosa estimuladas. Un millébn de células/pozo se incubaron con concentraciones
crecientes de los diferentes compuestos durante 48 horas después de un periodo de 24 horas sin
estimulos. La biosintesis de 17p-estradiol se cuantific6 en el medio de cultivo mediante
radioinmunoanalisis especifico y el ARNm de Cypl9al se estimé en las células por RT-qPCR.
Cada barra representa la media + DS de tres experimentos independientes por triplicado. *p <

0.05 para barras con letras diferentes. C = condiciones basales (sin estimulos).
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El LNG es una progestina sintética y por lo tanto se evalud la expresion del
gen que codifica al receptor de progesterona (Pgr a-b) en los CPGR. La expresiéon
temporal del ARNm de Pgr a-b es semejante a la observada para el ARNm de
Cypl9al (TEsey = 49.0 + 5 horas; Figura 11). En relacién con los genes que
codifican para los receptores alfa y beta de estréogenos (Er a y Er pg,
respectivamente) y el receptor de andrégenos (Ar), se observG una mayor
expresion del gen Ar comparado con el resto de genes evaluados (Figura 12).
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Figura 11. Efecto de 1.5 mUl/pozo de FSHh sobre los niveles de ARNm de Pgr a-b en
células de la granulosa en cultivo obtenidas de ratas inmaduras tratadas con
dietilestilbestrol. Un millébn de células/pozo se cultivaron en presencia de FSHh por 72
horas. Los niveles de ARNm de Pgr a-b se determinaron mediante RT-qPCR y los
resultados se normalizaron con el uso de Actb. Cada punto representa la media + DS de
tres determinaciones. El tiempo efectivo medio (TEsqy) de FSHh necesario para expresar
el ARNm de Pgr a-b fue de 49.0 + 5 horas determinado por tres experimentos

independientes.
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Figura 12. Expresién génica de los receptores a progesterona (Pgr a-b), estrégenos (Er
alfa y beta) y andrégenos (Ar) en células de la granulosa en cultivo obtenidas de ratas
inmaduras tratadas con dietilestilbestrol. Un millén de células/pozo se cultivaron sin
estimulos por 72 horas. Los niveles de ARNm de cada receptor se determinaron mediante
RT-qPCR vy los resultados se normalizaron con el uso de Actb. Cada punto representa la

media + DS de tres determinaciones.

Con relacién a los efectos del dietilestilbestrol utilizado para inducir el
desarrollo folicular en ratas inmaduras, se observo el incremento estadisticamente
significativo en el nimero de foliculos antrales en el grupo de animales tratados
con 10 mg de dietilestilbestrol por 4 dias (Figura 13). Al cultivar las células
provenientes de estos foliculos durante 72 horas, se identificé inicialmente una
morfologia redondeada que de manera gradual se convirtié en ahusada sin datos
microscoépicos de muerte celular a lo largo del tiempo de incubacion. Al final del
mismo, las células de la granulosa en presencia de FSHh tendieron a disponerse

en cumulos (Figura Al, Panel A; Apéndice).
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Figura 13. Desarrollo folicular en ratas de la estirpe Wistar implantadas a los 21 dias de
edad con una capsula de silastic sin dietilestilbestrol (DES) (Grupo Control) o con 10 mg
de DES (Grupo Tratado) y sacrificadas a los 25 dias de edad. El nimero de foliculos por
ovario se clasificd con base a los criterios de (Pedersen and Peters, 1968) en foliculos
primarios (P), secundarios (S), preantrales (PA) y antrales (A). Cada barra representa la
media + DS de 6 cortes por cada uno de los 5 ovarios analizados por grupo. *p < 0.05
para barras con letras diferentes.

4.2 Efectos del levonorgestrel sobre la actividad de aromatasa y

la expresion de Cypl19al.

El LNG y la P4 inhibieron, de manera estadisticamente significativa y
dependiente de la concentracion, la biosintesis de 17f-estradiol en CPGR
estimulados con FSHh. Al incubar a las células de la granulosa con las mayores
concentraciones de LNG y P4 evaluadas, la inhibicion de la actividad de aromatasa
fue de 60% y 80%, respectivamente. El efecto inhibitorio se identificd a nivel de la
expresion de Cypl9al y fue también concentracion dependiente. En este sentido,
la mayor inhibicion con LNG y P4 fue de 60% y 75%, respectivamente. Estos
resultados fueron similares a lo observado sobre la biosintesis de 17f-estradiol

(Figura 14).
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Figura 14. Efectos de LNG y P, sobre la biosintesis de 17p-estradiol (E;) (A, B) y sobre la expresion
de Cypl9al (C, D) en células de la granulosa estimuladas con FSHh. Un mill6n de células/pozo se
coincubaron con FSHh (1.5 mUl/pozo) en presencia o ausencia de LNG o P, durante 48 horas
después de un periodo de 24 horas sin estimulos. La biosintesis de 178-estradiol se cuantifico en
el medio de cultivo mediante radioinmunoandlisis especifico y el ARNm de Cypl9al se estimé en
células por RT-gPCR. Cada barra representa la media + DS de tres experimentos independientes

por triplicado. *p < 0.05 para barras con letras diferentes. C = Control (estimulo de FSHh).

La presencia de LNG o de la P4 en los cultivos inhibi6 de manera
estadisticamente significativa los efectos de la TC (0.1 ng/ml) u 8-Br-AMPc (0.1
mM) sobre la biosintesis de 17p-estradiol y la expresion de Cypl9al (Figura 15).
La incubacién en presencia de progestinas no modificd la morfologia de las células
de la granulosa estimuladas por FSHh (Figura Al, Panel B) ni su viabilidad (Figura

A2).
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Figura 15. Efectos de LNG y P, sobre la biosintesis de 17p-estradiol (E,) y sobre la expresion de
Cypl9al en células de la granulosa estimuladas con toxina del cdlera (TC) u 8-Br-AMPc. Un mill6n
de células/pozo se coincubaron con TC (0.1 ng/ml) u 8-Br-AMPc (0.1 mM) en presencia 0 ausencia
de LNG o P,durante 48 horas después de un periodo de 24 horas sin estimulos. La biosintesis de
17p-estradiol se cuantific6 en el medio de cultivo mediante radioinmunoanalisis especifico y el
ARNmM de Cyp19al se estimd en células por RT-qPCR. Cada barra representa la media + DS de
tres experimentos independientes por triplicado. *p < 0.05 para barras con letras diferentes. C =
Control (estimulo con TC u 8-Br-AMPc).
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Los efectos inhibitorios sobre la actividad de aromatasa dependiente de
FSHh también se obtuvieron cuando las incubaciones se realizaron en presencia
de 5a-dihidrotestosterona (DHT), un androgeno no aromatizable (Figura 16).
Mientras este efecto fue estadisticamente significativo, se observd un 50% menos

de eficacia cuando se compar6 con la P4 0 el LNG.

Figura 16. Efectos de LNG, P,y DHT sobre la biosintesis de 178-estradiol (E,) (A) y sobre
la expresiéon de Cypl9al (B) en células de la granulosa estimuladas con FSHh. Un millén
de células/pozo se coincubaron con FSHh (1.5 mUI/pozo) en presencia o ausencia de
hormonas durante 48 horas después de un periodo de 24 horas sin estimulos. La
biosintesis de 17p-estradiol se cuantific6 en el medio de cultivo mediante
radioinmunoandlisis especifico y el ARNm de Cypl9al se estimé en células por RT-
gPCR. Cada barra representa la media + DS de tres experimentos independientes por
triplicado. *p < 0.05 versus C (estimulo con FSHh).

La presencia del antagonista del receptor de P4, mifepristona (RU486) o del
inhibidor de 5a-reductasa finasterida (FIN) en el medio de cultivo, no modificé los
efectos inhibitorios de LNG o P, sobre la actividad de aromatasa dependiente de
FSHh (Figura 17) en CPGR. Estos resultados indican que estas células pueden
estar funcionalmente afectadas por las progestinas mediante un mecanismo no

dependiente del receptor de P,.
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Figura 17. Efectos de RU486 (2.0 X 107 M) y FIN (1.0 X 10° M) sobre los efectos
inhibitorios mediados por LNG o P4 en la biosintesis de 17f-estradiol (E;) (A, C) y la
expresion de Cypl9al (B, D) en células de la granulosa estimuladas con FSHh. Un millon
de células/pozo se coincubaron con FSHh (1.5 mUIl/pozo) en presencia o ausencia de
LNG o P4con o sin RU486 o FIN durante 48 horas después de un periodo de 24 horas sin
estimulos. La biosintesis de 17p-estradiol se cuantifico en el medio de cultivo mediante
radioinmunoandlisis especifico y el ARNm de Cypl9al se estimé en células por RT-
gPCR. Cada barra representa la media + DS de tres experimentos independientes por

triplicado. *p < 0.05 versus C (estimulo con FSHh).
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4.3 Validacion gendémica del modelo experimental.

Para estudiar los efectos del LNG sobre el perfil de expresién global del
genoma en las células de la granulosa en cultivo, se utilizaron 9 micromatrices de
expresion Rat Gene 2.0 ST de Affymetrix para la evaluacion en triplicado de las
siguientes condiciones experimentales: A) cultivos sin tratamiento (Basal), B)
cultivos tratados con FSHh (CEspy) y C) cultivos coincubados con FSHh (CEspy) v
LNG (1 X 10"° M). La identificacién de los GDE bajo los contrastes analizados
(FSHh versus Basal y FSHh-LNG versus FSHh) se determiné como se describid
en la Seccién 3.5. En la figura 18 se presentan los mapas de calor del andlisis

jerarquico no supervisado de ambos contrastes.
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Figura 18. Andlisis jerarquico no supervisado de los datos de las micromatrices Rat Gene
2.0 ST (Affymetrix) de: A) FSHh versus Basal y B) FSHh-LNG versus FSHh. Los mapas
de calor de las figuras corresponden a una muestra por cada columna y a un gen por
cada fila. Los colores indican las intensidades del valor de expresién génica (valor Z); rojo
significa sobreexpresado, verde subexpresado y negro sin cambios.
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Al comparar la condicion FSHh versus Basal se identificaron 372 GDE, de

los cuales 174 estuvieron sobreexpresados y 198 subexpresados (46.77% vy

53.23%, respectivamente). La Tabla 1 muestra la lista de los genes con mayor

magnitud de expresion diferencial en este contraste. El analisis funcional con

FatiGO identifico términos de ontologia génica (GO) sobrerrepresentados con

genes sobreexpresados en CPGR tratados con FSHh. Los principales procesos

biolégicos identificados fueron la via de sefializacion del receptor de activina y la

regulacion de la secrecion de FSH (Tabla A2).

Tabla 1. Genes con mayor magnitud de expresion diferencial en el contraste FSHh

versus Basal en CPGR.

Nombre del gen Simbolo del VC Valor de
gen p

Receptor de hormona Lhcgr 4.11 5.3E-3
luteinizante/coriogonadotropina
Citocromo P450 familia 19 subfamilia A miembro Cypl9al 3.12 2.3E-3
1 (aromatasa)
17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa | Hsd17bl 2.41 1.9E-2
Inhibina, beta B Inhbb 1.92 1.8E-2
Proteina 1 que contiene dominio Dep Depdcl 1.80 2.8E-2
Secretogranina Il Scg2 1.75 9.5E-2
Factor de crecimiento transformante beta- Tgfbi 1.74 7.2E-2
inducido, 68-Kd
Inhibina, beta A Inhba 1.73 6.2E-2
Receptor de prolactina Prlr 1.70 2.3E-2
Matriz de acido gamma-carboxiglutamico Mgp -2.13 1.6E-2
Proteina 1 de choque de calor de 27-Kd Hspbl -1.67 8.7E-2
Transcrito temprano le de acido retinoico Raetle -1.65 3.9E-3
11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa, tipo 1 Hsd11bl -1.56 7.7E-2
Metaloproteinasa de matriz 2 Mmp2 -1.52 6.1E-2

VC: Veces de cambio.
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Un analisis de enriquecimiento de conjunto de genes sobre los efectos de
FSHh utilizando una FDR < 25% identificé categorias funcionales adicionales en
términos de GO (Tabla A3). Los procesos biolégicos mas enriquecidos fueron la
via de sefalizacion de proteinas G acoplada a segundos mensajeros, la
replicacion del DNA, el proceso de biosintesis de esteroides, la segregacién de
cromosomas, el ciclo celular mitético, la secrecibn hormonal, el proceso
reproductivo, la modificacién de histonas y la recombinacion meidtica. De los
componentes celulares destacaron el huso, la regidén pericéntrica del cromosoma,
el cinetocoro, el centro organizador de los microtubulos, el cromosoma y el
centrosoma. De las funciones moleculares, solo se identificé la actividad de
sulfotransferasa. De manera complementaria, utilizando KEGG se identificé a la
replicacion del DNA vy al ciclo celular como vias candnicas enriquecidas por la
accion de FSHh en células de la granulosa. En forma adicional, con Reactome
Pathway Database se identificaron 40 vias canonicas, entre las que destacaron el
ciclo celular mitotico y el metabolismo de hormonas esteroides y vitaminas Ay D
(Figura A3).

El analisis de ingenuidad de vias identifico bio-funciones asociadas con el
efecto de FSHh en CPGR, entre las que destacaron la foliculogénesis, incluyendo
la formacién, cantidad y crecimiento de foliculos ovaricos (en particular primarios y
antrales, junto con la cantidad de células de la granulosa), asi como la sintesis de
estrogenos y la concentracién de beta-estradiol, producto de la sefializacién de
proteinas G acopladas a segundos mensajeros de nucleétido de AMPc,
fendmenos que influyen de manera determinante en la ovulacion (Tabla 2). En

términos de vias candnicas, el IPA identificé a la sefalizacion mediada por Gas,
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TGF- y AMPc, asi como la biosintesis de estrégenos, como las vias mas

asociadas con los efectos de la FSHh en este modelo (Tabla 3).

Tabla 2. Bio-funciones identificadas mediante IPA asociadas con el efecto de

FSHh en CPGR.

Bio-funcién Valor de p Genes

Concentracion de beta- 3.08E-9 Cnrl, Cypl9al, Fshr, Inha, Inhba,

estradiol Lhcgr, Parpbp, Prir

Cantidad de cuerpo lateo 2.50E-7 Cypl9al, Fshr, Inha, Inhba, Inhbb,

Lhcgr

Cantidad de foliculos 5.70E-7 Cypl9al, Fancd2, Fshr, Inha, Inhba,

ovaricos Inhbb, Lhcgr, Prir

Ovulacién 2.14E-6 Cypl9al, Fshr, Inha, Inhba, Inhbb,
Lhcgr, Prir

Desarrollo del ovario 3.42E-6 Cypl9al, Fshr, Ihh, Inha, Inhba, Inhbb,

Let7, Lhcgr, Nppc

Foliculogénesis 5.39E-6 Cypl9al, Fshr, Ihh, Inha, Inhba, Let-7,
Lhcgr, Nppc

Cantidad de foliculos antrales 2.04E-5 Cypl9al, Inha, Inhba, Lhcgr

Cantidad de foliculos 3.96E-5 Cypl9al, Fshr, Prir

ovaricos primarios

Metabolismo de hormonas 1.59E-4 Cnrl, Cypl9al, Fgf9, Fshr, Inha, Inhba,
Lhcgr, Prir

Sintesis de hormonas 1.64E-4 Cnrl, Fgf9, Fshr, Inha, Inhba, Lhcgr,

Prir
Tamano del ovario 2.54E-4 Fshr, Inhba, Lhcgr
Metabolismo de esteroides 2.89E-4 Cypl9al, Fgf9, Fshr, Hsd17b1l, Inha,
Inhba, Kcnmal, Lhcgr, Prir

Cantidad de células 6.88E-4 Cypl9al, Fancd2, Fgf9, Fshr, Inha,

gonadales Inhba, Lhcgr

Crecimiento de foliculos 8.75E-4 Inha, Inhba, Lhcgr

antrales

Cantidad de células de la 9.18E-4 Inhba, Lhcgr

granulosa

48



Sintesis de esteroides 9.33E-4 Cypl9al, Fgf9, Fshr, Hsd17b1l, Inha,
Inhba, Lhcgr, Prir

Sintesis de estrdgenos 1.54E-3 Cypl9al, Hsd17b1, Lhcgr
Formacion de foliculos 1.70E-3 lhh, Inha
antrales

Sefalizacién de proteinas G 3.37E-3 Cnrl, Fshr, Lhegr

acopladas a segundos

mensajeros de nucleétido de

AMPc

Cantidad de células 1.29E-2 Cypl9al, Fancd2, Fshr, Inha, Lhcgr

germinales

Tabla 3. Vias canénicas principales identificadas mediante IPA asociadas con el
tratamiento de FSHh en CPGR.

Via can6nica Valor de p Genes
Sefalizacién por Gas 1.56E-3 Cnrl, Fshr, Gnb5, Lhcgr, Prkar2b
Biosintesis de estrégenos 2.44E-3 Cypl9al, Cyp2s1, Hsd17bl
Sefalizacion por TGF-f 4.48E-3 Acvrlb, Inha, Inhba, Inhbb
Sefalizacién mediada por AMPc 2.52E-2 Aplnr, Cnrl, Fshr, Lhcgr, Prkar2b

En forma complementaria, se realizaron andlisis dirigidos de prediccién de
actividad molecular de las bio-funciones concentracion de beta-estradiol y
foliculogénesis para poder evaluar posteriormente a nivel genémico la hipotesis de
trabajo de que el LNG modifica la biosintesis de 17f-estradiol y el desarrollo
folicular. La FSHh activo ambas bio-funciones, fundamentalmente a expensas de
los niveles de expresion de los genes Lhcgr y Cypl9al, los dos genes mas

sobreexpresados en nuestro estudio (Figura 19).
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A) B)

Figura 19. Analisis de prediccibn de actividad molecular de las bio-funciones: A)
concentracion de beta-estradiol y B) foliculogénesis utilizando la lista de 372 GDE en
CPGR estimulados con FSHh versus condiciones basales. Los colores indican las
relaciones predichas entre los niveles de expresion génica y las bio-funciones. Rojo: =
genes mas sobreexpresados; rosa = genes menos sobreexpresados; verde = genes
subexpresados; naranja = bio-funciones activadas; lineas naranja = conducen a

activacion; lineas amarillas = hallazgos inconsistentes; lineas grises = efecto no predicho.

A través de analisis de ingenuidad de vias se generé un modelo global que
resume los efectos de los GDE por la FSHh en los CPGR. De acuerdo con la
predicciébn de actividad molecular por IPA, la foliculogénesis, la cantidad de
foliculos ovaricos y el metabolismo de esteroides fueron bio-funciones activadas

de manera secundaria a los cambios génicos inducidos por la FSHh (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis de ingenuidad de vias de 372 GDE en CPGR estimulados con FSHh
versus condiciones basales. Los colores indican las relaciones predichas entre los niveles
de expresion génica y las bio-funciones. Rojo: = genes mas sobreexpresados; rosa =
genes menos sobreexpresados; verde = genes subexpresados; naranja = bio-funciones
activadas; lineas naranja = conducen a activacion; lineas amarillas = hallazgos

inconsistentes; lineas grises sélidas = genes asociados con vias canénicas (CP).

Para validar los cambios observados en los analisis de la transcripcién de
genoma completo en CPGR estimulados con FSHh, se evalud la expresién de
genes clave en la fisiologia ovarica como Lhcgr, Cypl19al, Fshr y Nppc mediante
RT-gPCR. Los resultados (Fig. 21) demostraron el paralelismo en la
direccionalidad de los cambios observados en la micromatriz y se fundamentaron
las predicciones generadas por IPA a partir de los niveles de expresion génica

inducidos por FSHh.
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Figura 21. Validacion por RT-gPCR de datos seleccionados de la micromatriz a partir del
contraste FSHh versus Basal en CPGR. La expresién cuantitativa de los genes que
codifican para A) el receptor de hormona luteinizante/coriogonadotropina (Lhcgr), B) la
aromatasa (Cypl9al), C) el receptor de FSH (Fshr) y D) el péptido natriurético C (Nppc)
se normalizaron con el gen constitutivo que codifica para la beta-actina (Actb). Cada
barra representa la media + DS de tres cultivos independientes por triplicado. * p < 0.05

versus Basal.

En sintesis, a través de distintas plataformas bioinformaticas
complementarias se establecié que nuestro modelo experimental mimetiza in vitro
los procesos fisiologicos observados in vivo secundarios a las respuestas
bioldgicas a la FSHh en términos de ontologia génica, vias candnicas establecidas

y bio-funciones.
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4.4 Efectos gendémicos del levonorgestrel sobre la fisiologia

ovarica.

El tratamiento de las células de la granulosa con FSHh en presencia de
LNG resulté en 329 GDE, 161 (48.94%) sobreexpresados y 168 (51.06%)
subexpresados. La Tabla 4 muestra la lista de los genes con mayor magnitud de
expresion diferencial en el contraste FSHh-LNG versus FSHh. El andlisis de
ontologia génica de los 329 GDE identific6 a la ovogénesis y a la generacion del
gameto femenino como los principales procesos bioldgicos sobrerrepresentados
(Tabla 5). Al analizar solamente los 168 genes subexpresados por el LNG se
identificaron ademas otros procesos como fertilizacion, union del espermatozoide
a la zona pellcida y reconocimiento huevo-espermatozoide (Tabla A4). Al resumir
con REVIGO los procesos biolégicos obtenidos con la lista de genes
subexpresados se confirmé a la ovogénesis como el proceso con mayor
significancia estadistica (Figura 22). Con relacion a los componentes celulares
identificados, la regién centromérica, el cinetocoro, el complejo MCM, el
cromosoma nuclear y condensado, asi como la horquilla de replicacion, estuvieron
sobrerrepresentados utilizando la totalidad de los GDE por LNG (Tabla A5).

Tabla 4. Genes con mayor magnitud de expresion diferencial en el contraste
FSHh-LNG versus FSHh en CPGR.

Nombre del gen Simbolo del VC Valor de
gen p
Serpina familia B miembro 3 Serpinb3 1.67 1.1E-2
Receptor purinérgico P2y13 P2ry13 1.41 2.3E-3
Citocromo P450 familia 19 subfamilia A miembro Cypl9al -2.08 1.2E-2

1 (aromatasa)
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Familia NLR que contiene dominio de pirina 9 NIrp9 -2.04 1.2E-2

Cinasa de proteinas TTK Ttk -1.98 2.5E-2
Glicoproteina 3 de la zona pelicida Zp3 -1.76 2.7E-2
Proteina 1 secretada por el ovocito, pseudogen Oospl -1.61 2.5E-2
Glicoproteina 2 de la zona pelicida Zp2 -1.61 4.6E-2
Establecimiento de la cohesién de cromatidas Esco2 - 1.59 4.9E-2

hermanas N-acetiltransferasa 2
Receptor de hormona Lhcgr -1.58 1.6E-2
luteinizante/coriogonadotropina

Factor 9 de crecimiento y diferenciacion Gdf9 -1.57 3.9E-2

VC: Veces de cambio.

Tabla 5. Analisis de ontologia génica de 329 GDE en CPGR tratados con FSHh-
LNG versus FSHh.

Proceso biolégico Nombres de los genes en Valor de p
sobrerrepresentado cada categoria ajustado
Ovogénesis (G0O:0048477) Ihh, Amh, Gdf9, Dazl, Ccnb1, 1.94E-04
Zp3, Wee2, Tdrd5, Inhbb
Generacion del gameto femenino Mcm8, Ihh, Amh, Gdf9, Dazl, 2.54E-04
(G0:0007292) Ccnbl, Zp3, Wee2, Tdrd5,
Inhbb
Desarrollo del ovocito (GO:0048599) Gdf9, Dazl, Ccnbl, Zp3, Wee2, 5.81E-04
Tdrd5, Inhbb
Diferenciacion del ovocito Gdf9, Dazl, Ccnbl, Zp3, Wee2, 7.23E-04
(GO:0009994) Tdrd5, Inhbb
Procesos celulares involucrados en la Ihh, Gdf9, Dazl, Zpbp2, Fancd2, 2.48E-03
reproduccion (G0O:0048610) Ccnb1l, Suv39h2, Zp4, Zp2,

Zp3, Tex15, Wee2, Tdrd5,
Smc2, Smc4, Pdilt, Inhbb, Brdt
Condensacion de los cromosomas Nusapl, Smc2, Smc4, Cdcab 3.90E-03
mitéticos (GO:0007076)

Segregacion de cromosomas Ndc80, Mad2l1, Ccnbl, Nusapl, 3.90E-03
(G0O:0007059) Smc2, Smc4, Ttk, Skal, Cdcab,
Esco2
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Figura 22. Analisis REVIGO de 70 procesos hiolégicos generados por FatiGO con la lista
de 168 genes subexpresados en CPGR estimulados con FSHh-LNG versus FSHh. Los
dispersogramas basados en similitud semantica muestran los ndcleos representativos, en
este caso, la burbuja que corresponde a la ovogénesis fue el proceso con la mayor
significancia estadistica. Los procesos semanticamente similares se localizan cercanos
uno del otro en la grafica. El color de cada burbuja correlaciona con su significancia
estadistica (log10 p-value) y su tamafio con la frecuencia de los procesos en la base de
datos GOA (http://revigo.irb.hr).

A partir de GSEA, se identificaron 52 conjuntos de genes asociados a
procesos bioldgicos (Tabla A6). La mitosis, el ciclo celular y la replicacién del DNA
se encontraron entre los més significativos. La generacion del gameto femenino y
el proceso de biosintesis de esteroides también se identificaron, pero con menor
NES. De manera similar, en términos de las principales vias candnicas definidas
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por KEGG, el ciclo celular, la replicacién del DNA y la maduracion del ovocito
mediada por progesterona se encontraron entre las més significativas (Figura A4).
La meiosis ovocitaria también se identific6, pero con menor NES (Tabla 6). En
forma adicional, con la base de datos Reactome se identificaron 90 vias candnicas
con FDR < 25%, incluyendo a la replicacion del DNA, recombinacién meiotica,
meiosis y el metabolismo de hormonas esteroides como las mas relacionadas con
la hipétesis de trabajo.

Tabla 6. Vias candnicas identificadas por GSEA utilizando la base de datos KEGG
en CPGR tratados con FSHh-LNG versus FSHh.

Via candénica NES FDR
Ciclo celular -2.61 0.00
Replicacion del DNA -2.29 0.00
Maduracion del ovocito mediada por progesterona -2.22 0.00
Reparacién por escisiéon de nucledtidos -2.18 0.00
Reparacion por apareamiento erréneo -2.15 0.00
Via de sefializacion de p53 -2.09 0.00
Reparacion por escisiéon de bases -1.96 0.00
Meiosis ovocitaria -1.81 0.01
Espliceosoma -1.69 0.04
Recombinaciéon homodloga -1.56 0.11
Formacién de eje dorso ventral -1.49 0.18
Biosintesis de glicosaminoglicanos condroitin sulfato -1.44 0.23

GSEA = Andlisis de enriquecimiento de conjunto de genes

KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

NES = Valor normalizado de enriquecimiento.

FDR = Tasa de descubrimiento falso.

Las vias canoénicas resaltadas en negro fueron las mas relacionadas con la hipétesis de

trabajo sobre los efectos del LNG a nivel de la foliculogénesis.

56



El andlisis de ingenuidad de vias identifico bio-funciones asociadas con los
efectos del LNG en CPGR estimulados con FSHh, entre las que destacaron la
cantidad de foliculos ovéricos y ovocitos, la foliculogénesis, la sintesis de
estrégenos (concentracion de beta-estradiol) y la formacién de la zona pellcida

(Tabla A7); evaluadas por prediccion de actividad molecular (Figura 23).

A) B)
C) D) CYI?QM E)
concentratio@eta-estradiol

o
.

Figura 23. Analisis de prediccién de actividad molecular de las bio-funciones: A) cantidad
de foliculos ovaricos, B) cantidad de ovocitos, C) foliculogénesis, D) concentracion de beta-
estradiol y E) formacion de zona pelacida utilizando la lista de 372 GDE en CPGR
coincubados con FSHh-LNG versus FSHh. Los colores indican las relaciones predichas
entre los niveles de expresion génica y las bio-funciones. Rosa = genes sobreexpresados;
verde = genes subexpresados; azul = bio-funciones inhibidas; lineas azules = conducen a
inhibicién; lineas amarillas = hallazgos inconsistentes; lineas grises = efecto no predicho.
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Con el objetivo de evaluar in silico los efectos del LNG en CPGR
estimulados con FSHh e integrar las observaciones realizadas en nuestros analisis
bioquimicos y moleculares, se gener6 un modelo de prediccién de actividad
molecular de las bio-funciones mas relacionadas con la hip6tesis de trabajo,

utilizando la totalidad de los GDE (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis de ingenuidad de vias de 329 GDE en CPGR coincubados con FSHh-
LNG versus FSHh. Los colores indican las relaciones predichas entre los niveles de
expresion génica y las bio-funciones. Rosa = genes sobreexpresados; verde = genes
subexpresados; azul = bio-funciones inhibidas; lineas azules = conducen a inhibicion;
lineas amarillas = hallazgos inconsistentes; lineas grises sélidas = genes asociados con

vias canénicas (CP).
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En el modelo in silico de los efectos gendmicos del LNG a nivel de la
fisiologia ovarica, las tres bio-funciones se predicen inhibidas, fundamentalmente
por los niveles de expresion de los genes Cypl9al y Lhcgr. Estas observaciones
confirman y apoyan la hipétesis de trabajo, asi como los hallazgos del efecto
inhibitorio del LNG sobre la actividad de aromatasa y la expresion de Cypl9al en
CPGR estimulados con FSHh. El subandlisis de los GDE en el contraste FSHh
versus Basal comparado con FSHh-LNG versus FSHh, identific6 29 genes
comunes a ambas condiciones. De estos genes, veintiuno fueron regulados a la
baja, destacando Cypl9al y Lhcgr como los mas subexpresados (Tabla A8).
Como se mencion6 previamente, la direccionalidad de la expresiébn de ambos
genes se asocid con funciones hormonales y gametogénicas a nivel del ovario,
predichas como inhibidas por el LNG.

De manera similar a lo realizado con los CPGR estimulados con FSHh,
algunos de los GDE en la micromatriz a partir del contraste LNG-FSHh versus
FSHh, se validaron mediante RT-gPCR. Como se observa en la figura 25, la
amplificacion de Lhcgr, Cypl9al, Gdf y Amh resultdé en la expresion
significativamente menor en presencia de LNG, confirmando la direccionalidad de
la expresion génica observada en los datos de la micromatriz. Estos resultados
apoyan ademds las predicciones derivadas del IPA cuando se evalud la lista de
GDE por el LNG. En resumen, esta progestina utilizada en anticoncepcion
hormonal de emergencia modifica procesos biolégicos relacionados a la fisiologia

ovarica, tales como la foliculogénesis y la biosintesis de 17f-estradiol.
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Figura 25. Validacion por RT-gPCR de datos seleccionados de la micromatriz a partir del
contraste FSHh-LNG versus FSHh en CPGR. La expresion cuantitativa de los genes que
codifican para el receptor de hormona luteinizante/coriogonadotropina (Lhcgr), la
aromatasa (Cypl9al), el factor 9 de crecimiento y diferenciacion (Gdf9) y la hormona
antimdlleriana (Amh) se normalizaron con el gen constitutivo que codifica para la beta-
actina (Actb). Cada barra representa la media + DS de tres cultivos independientes por

triplicado. * p < 0.05 versus C (FSHh sola).
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo de tesis demuestran la capacidad del LNG
para regular a la baja la expresién génica de Cypl19al y por lo tanto la biosintesis
de estrégenos en cultivos primarios de células de la granulosa de rata. Estos datos
proporcionan mayor evidencia de como la P, puede controlar la foliculogénesis,
asi como la regulacion de la maduracion ovocitaria, enriqgueciendo el conocimiento
gendmico de la fisiologia ovarica. En estudios previos de nuestro y otros grupos de
investigacion, la administracion del LNG en mujeres sanas antes de la secrecion
méxima de LH (LH-2) resultd en la inhibicion significativa de las concentraciones
circulantes de 17p-estradiol y estrona, y de la amplitud de la secrecién méaxima de
LH a la mitad del ciclo (Durand et al., 2010, Marions et al., 2004). Estos resultados
se interpretaron como la posibilidad de un efecto directo del LNG sobre las células
de la granulosa ovaricas. Los datos presentados in vitro en esta tesis estan de
acuerdo con nuestra observacién en mujeres con ciclos ovulatorios normales y
sugieren que el LNG afecta directamente la funcién ovarica modificando la
biosintesis de estrogenos por las células de la granulosa. Al respecto, la evidencia
generada en la década de 1980 sobre los efectos de la P, natural y las
progestinas sintéticas a nivel de la esteroidogénesis en CPGR sugirid
exclusivamente la inhibicion de la aromatasa dependiente de FSH en un sitio
posterior a la generaciéon de AMPc (Schreiber et al., 1980, Schreiber et al., 1981),
de tal manera que mecanismos mas precisos aun no han sido determinados,
particularmente porque el promotor proximal de Cypl9al carece de elementos de

respuesta canoénicos al PGR (Hickey et al., 1990, Stocco, 2008).
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De manera similar a lo observado en seres humanos, estudios realizados
en otras especies como primates no humanos sugirieron al ovario como blanco de
accion del LNG resultando en la disminucion significativa de la biosintesis de
androgenos y su aromatizacion a estrégenos. Por otra parte, los efectos del LNG
sobre la foliculogénesis y la maduracion folicular han sido también planteados
(Heikinheimo et al., 1996). EIl hallazgo en este estudio de la ausencia de efectos
de la finasterida en CPGR sugiri6 que los efectos de LNG sobre la produccién
estrogénica fueran mediados a través del PGR y no por la interaccion de sus
metabolitos tetrahidroreducidos con otros receptores para hormonas esteroides
(Garcia-Becerra et al., 2002, Garcia-Becerra et al., 2004). Sin embargo, la
observacion en este estudio de la ausencia de efectos del RU486, un antagonista
del PGR, en CPGR en presencia de LNG, tanto a nivel de la actividad de
aromatasa inducida por FSH como de su expresion génica, sugirio la presencia de
efectos gendémicos adicionales no dependientes de esta progestina sobre la
regulacion de Cyp19al (Bylander et al., 2015, Peluso, 2007, Peluso et al., 2008).

En la actualidad se considera al ovario y al ovocito como blancos para el
desarrollo de anticonceptivos a través de sus efectos sobre la foliculogénesis, la
maduracién ovocitaria o la ovulacion (Gupta et al., 2015). Estas observaciones
indican que en el caso de que el LNG tenga efectos sobre las células de la teca y
de la granulosa, se ofreceria una explicacion plausible de su accién
anticonceptiva, asi como de otros efectos como los descritos por nuestro
laboratorio sobre la amplitud de la descarga preovulatoria de la LH a mitad del
ciclo menstrual (Durand et al., 2010). A este respecto, se ha planteado que la

disminucién en la amplitud de la liberacion aguda de LH en suero podria afectar
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los procesos de desarrollo folicular y maduracion ovocitaria entendida esta como
el reinicio de la meiosis y su progresion a la metafase de la segunda divisién
meidtica (Assidi et al.,, 2010, Durand et al., 2010, Verpoest et al., 2000). Estas
observaciones pueden ofrecer una explicacién para la efectividad estimada de la
anticoncepcion hormonal de emergencia, particularmente en aquellas mujeres que
permanecen ovulatorias después del tratamiento con LNG.

Las observaciones clinicas realizadas por nuestro grupo que sugieren los
efectos del LNG a nivel de la funcion hormonal del ovario (Durand et al., 2010),
particularmente sobre la aromatasa, se confirmaron con los datos in vitro en la
presente tesis. Sin embargo, decidimos investigar los efectos de esta progestina
sobre la expresién global del genoma en células de la granulosa con el objetivo de
conocer los procesos biolégicos involucrados en el mecanismo de accion del LNG,
particularmente en las vias candnicas asociadas con la biosintesis de esteroides,
la foliculogénesis y la maduracion ovocitaria.

En esta tesis, demostramos que de la lista de los 372 GDE en CPGR
estimulados con FSHh, Lhcgr y Cypl9al se encontraron entre los genes con
mayor magnitud de expresion diferencial, siendo ambos fundamentales para la
biosintesis de estrdgenos que promueven el desarrollo folicular al incrementar la
expresion de receptores de gonadotropinas en las células de la granulosa y
favorecer la proliferacion de las mismas (Billig et al., 1993, Rosenfeld et al., 2001).
El analisis funcional de los GDE sobreexpresados por FSHh identific6 procesos
bioldgicos sobrerrepresentados que participan en la reproducciéon, destacando el
papel de Fshr en estos procesos. El analisis de enriquecimiento de conjunto de

genes que utiliza la totalidad de la micromatriz de expresion identificé procesos
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bioldgicos adicionales, esperados de acuerdo con los efectos de la FSHh sobre la
fisiologia ovarica, tales como la via de sefalizacion de proteinas G acoplada a
segundos mensajeros, la biosintesis de esteroides y varios relacionados con su
accion mitogénica en el desarrollo folicular (Escamilla-Hernandez et al., 2008, Liu
et al., 2009, Loreti et al., 2013, Puri et al., 2016). Con esta plataforma
bioinformética se identificaron también componentes celulares involucrados en la
segregacion de cromosomas, lo que confirma los efectos de la FSHh en la
foliculogénesis al promover la meiosis ovocitaria (Coticchio et al., 2015, van Tol et
al., 1996). Las vias canénicas enriquecidas con genes modificados por FSHh
fueron las relacionadas con la replicacion del DNA, el ciclo celular y el
metabolismo de hormonas esteroides, destacando el Cyp19al como el gen mas
sobreexpresado en el nucleo de enriguecimiento de esta Ultima. De esta manera,
mediante el analisis funcional con ambos enfoques bioinformaticos se
establecieron los efectos de la FSHh sobre las células de la granulosa.

El analisis de ingenuidad de vias identificé a la foliculogénesis y a la sintesis
de estrégenos como las bio-funciones asociadas con las acciones de FSHh en
CPGR e involucradas en los procesos de diferenciacion de las células de la
granulosa, la respuesta ovulatoria y la maduracion folicular (Couse et al., 2005,
Emmen et al., 2005). En relacién con la foliculogénesis, destacaron en particular
la cantidad de los foliculos primarios y el crecimiento de los foliculos antrales,
mientras que a nivel de la sintesis de estrégenos fueron relevantes la
concentracion de beta-estradiol y la cantidad de células de la granulosa, producto
también de la actividad estrogénica previa del implante con DES que estimulé la

proliferacion de las mismas (Jia and Hsueh, 1986). En las bio-funciones sefialadas
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se identificaron los genes Lhcgr, Cypl9al y Fshr, todos significativamente
sobreexpresados por la accién de la FSHh, los que participan ademas en la
mayoria de las vias candnicas identificadas por IPA, como la sefalizacién por
Gas, TGF-p y AMPc, y la biosintesis de estrogenos. Es conocido que a través de
estas vias canonicas se establece el dialogo entre las células somaticas y el
ovocito lo que permite el arresto meiético junto con el desarrollo folicular que
concluye con la maduracion ovocitaria (Conti et al., 2012, Wigglesworth et al.,
2013). De manera adicional y con el objetivo de evaluar posteriormente nuestra
hipo6tesis de trabajo sobre los efectos del LNG a nivel de la fisiologia ovarica, se
realizaron andlisis MAP de las bio-funciones foliculogénesis y concentracion de
beta-estradiol. La sobreexpresiéon de Cypl9al, Fshr, Lhcgr y Nppc predicen
activacion de estas bio-funciones, destacando la importante participacion de Nppc
en el proceso de arresto meiotico del ovocito en mamiferos (Piquette et al., 1991,
Wigglesworth et al., 2015, Emori and Sugiura, 2014).

El LNG modificé significativamente la expresion de 329 genes, de entre los
cuales el Cyp19al resulté en el gen mas subexpresado, asi como Zp2, Zp3, Lhcgr
y Gdf9, pero con menor magnitud de cambio. El analisis funcional de los GDE en
el contraste FSHh-LNG versus FSHh mostr6 que la ovogénesis y la generacion del
gameto femenino fueron los procesos bioldgicos sobrerrepresentados con mayor
significancia estadistica. En relacion con los componentes celulares, el LNG
modificO la expresion de genes que participan en la condensacion del cromosoma,
evento observado durante la progresion meiética (Coticchio et al., 2015). En forma

complementaria, el analisis de enriquecimiento de conjunto de genes identifico
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procesos bioldgicos similares, incluyendo la biosintesis de esteroides y de manera
muy interesante la via candnica denominada maduracion del ovocito mediada por
progesterona. Al respecto, es conocida la participacion de la P4 en el desarrollo
folicular a nivel de la transicion de foliculo primario a secundario, a través de inhibir
al mismo tiempo biomarcadores de calidad ovocitaria como el Cyp19al (Hamel et
al., 2008). De esta manera el LNG podria por su actividad progestacional modificar
los procesos biolégicos que condicionan el adecuado desarrollo y maduracion del
foliculo ovérico. Estas observaciones se confirmaron con el modelamiento in silico
de las bio-funciones cantidad de foliculos ovaricos y ovocitos, foliculogénesis,
concentracion de beta-estradiol y formacién de la zona pellcida. A este respecto,
existe suficiente informacién para establecer con base a la subexpresion de los
genes Cypl9al, Gdf9, Zp2 y Zp3, la inhibiciobn de las bio-funciones arriba
sefaladas (Toda et al., 2001, Yan et al., 2001, Gupta, 2015).

Nuestros datos indican que los efectos del LNG en CPGR modifican etapas
tempranas de la foliculogénesis y la ovogénesis; como fue el caso del factor 9 de
crecimiento y diferenciacion (Gdf9), la hormona antimulleriana (Amh), miembros
de la superfamilia de TGF-3, y el Cypl9al. En el caso del Gdf9, este factor es
necesario para la proliferacion de células de la granulosa, el crecimiento folicular,
la diferenciacion apropiada de las células del cumulo y la inhibicion de la
luteinizacion prematura del foliculo (Emori and Sugiura, 2014, Oktem and Urman,
2010). De manera similar, AMH, que se expresa en células de la granulosa, inhibe
el ensamblado del foliculo primordial durante la foliculogénesis (Weenen et al.,

2004, Nilsson et al., 2011). Recientemente, AMH también se ha considerado como
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un regulador de la esteroidogénesis, particularmente de genes que codifican para
enzimas esteroidogénicas en el ovario (Grossman et al.,, 2008, Sacchi et al.,
2016). El hecho de que LNG afecte la expresion de Cypl9al y Lhcgr en CPGR
estd de acuerdo y apoya sugerencias previas realizadas en estudios en mujeres
ovulatorias en quienes las concentraciones de estradiol en suero fueron
significativamente menores en la fase periovulatoria del ciclo tratado con LNG
(Durand et al., 2010). Finalmente, estos resultados pueden ofrecer también una
explicacion sobre como el LNG, a través de la disrupcién del asa regulatoria
ovocito-célula de la granulosa, pudiera prevenir el embarazo sin afectar la
ovulacibn en mujeres en tratamiento de anticoncepcion de emergencia. Sin
embargo, se requiere de investigacion adicional para comprender el papel
bioldgico de los cambios de expresion en genes individuales y su participacién en
vias canonicas identificadas en este estudio.

En conclusién, en la presente tesis se desarroll6 un modelo experimental,
gue integra los efectos de los GDE por FSHh en CPGR y se establecido que
mimetiza in vitro la fisiologia ovarica in vivo en términos de ontologia génica, vias
canonicas y bio-funciones. Al evaluar los efectos del LNG en nuestro modelo, se
concluye que esta progestina tiene al ovario como un sitio blanco, en particular las
funciones de la célula de la granulosa a nivel tanto de los procesos hormonales
como reproductivos. De manera adicional, de los resultados de la expresion
génica condicionada por el LNG y su analisis funcional destaca la importancia del
asa ovocito-célula de la granulosa como unidad fisioldgica clave para asegurar un
proceso reproductivo normal, abriendo nuevas oportunidades para el desarrollo de

tecnologia anticonceptiva.
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7. APENDICES

Tabla Al. Lista de oligonucledétidos usados para amplificacion génica por RT-gPCR.

Gen Sentido Antisentido TP NUmero de
acceso

Actb TGCCCTAGACTTCGAG GGCAGCTCATAGCTCTT 72 NM_031144.2
CAAG CTCC

Cypl9al GGAAATCCACACTGTT TGAAGTTTTCCACCACT 77 NM_017085.2
GTTGG TTCAA

Lhcgr CTGGAGAAGATGCAC CTGCAATTTGGTGGAAG 78 NM_012978.1
AGTGG AAATA

Fshr GAAAGGATCATTTGCT CTTCCAAGACATCATTC 68 NM_199237.1
GGATTT TGAGAGA

Nppc AGCGGTCTGGGATGT CCAAGGATGACCTCAGT 75 NM_053750.1
TAGTG GC

Gdf9 ATACCGTCCGGCTCTT TTAAATAGCAGGTCCAC 94 NM_021672.1
CAG CATTG

Amh CTGGACACCGTGCCTT CACTGTGTGGCAGGTC 64 NM_012902.1
TC CTC

TP = Tamafio del producto en pares de bases

Tabla A2. Analisis de ontologia génica (GO) de 174 genes sobreexpresados en
CPGR estimulados con FSHh.

Proceso hioldgico Nombres de los genes en Valor de p

sobrerrepresentado cada categoria ajustado
Via de sefializacion del receptor de Acvrlb, Fgf9, Inhba, Inhbb, 1.42E-2
activina (GO:0032924) Lefty2
Regulacién de la secrecién de hormona Inha, Inhba, Inhbb 2.07E-2
foliculo estimulante (GO:0046880)
Desarrollo de caracteristicas sexuales Acvrlb, Inha, Lhcgr, Fshr, Tox2, 5.35E-2
primarias femeninas (GO:0046545) Inhba
Diferenciacion sexual femenina Acvrlb, Inha, Lhcgr, Fshr, Tox2, 5.35E-2
(GO:0046660) Inhba
Regulacién de procesos reproductivos Acvrlb, Nppc, Cnrl, Inhba, 5.96E-2
(G0O:2000241) Inhbb
Desarrollo de procesos que participan Cypl9al, Acvrlb, Inha, Fgf9, 6.71E-2
en la reproduccion (GO:0003006) Prir, Nppc, Lhcgr, Fshr, Tox2,

Inhba, Inhbb
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Tabla A3. Conjuntos de genes o vias canonicas significativas asociadas con el
tratamiento de FSHh en CPGR.

Base de Término de ontologia génica o via candnica NES FDR
datos
GO /PB Via de sefializacion de proteinas G acoplada a 1.88 0.11
segundos mensajeros
GO /PB Replicacion del DNA 1.72 0.13
GO /PB Proceso de biosintesis de esteroides 1.71 0.3
GO /PB Segregacion de cromosomas 1.70 0.12
GO /PB Ciclo celular mitético 1.70 0.12
GO /PB Secrecion hormonal 157 0.19
GO /PB Proceso reproductivo 156 0.18
GO /PB Moadificacién de histonas 154 0.19
GO /PB Recombinacion meidtica 151 0.21
GO/CC Huso 1.97 0.01
GO/CC Region pericéntrica del cromosoma 1.84 0.02
GO/CC Cinetocoro 1.75 0.06
GO/CC Centro organizador de los microtibulos 1.74 0.05
GO/CC Cromosoma 1.71 0.05
GO/CC Centrosoma 154 0.15
GO /FM Actividad de sulfotransferasa 194 0.04
KEGG Replicaciéon del DNA 1.93 0.02
KEGG Ciclo celular 147 0.24
Reactome Ciclo celular mitético 2.06 0.003
Reactome Metabolismo de hormonas esteroides y vitaminas Ay D 2.02 0.003
GO = Ontologia génica PB = Proceso hioldgico

CC = Componente celular FM = Funcién molecular

KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

NES = Valor normalizado de enriquecimiento

FDR = Tasa de descubrimiento falso
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Tabla A4. Analisis de ontologia génica (GO) de 168 genes subexpresados en
CPGR tratados con FSHh-LNG versus FSHh.

Proceso hioldgico Nombres de los genes en Valor de p
sobrerrepresentado cada categoria ajustado
Replicacién del DNA (GO:0006260) Mcm8, Mcm3, Ginsl, Ticrr, 1.00E-4
Mcm10, Mms22Il, Rpa3, Rrm2,
Rfc2, Terfl, Esco2
Condensacion de cromosomas Ccnbl, Nusapl, Smc2, Smc4, 1.71E-4
(GO:0007076) Cdcab
Division nuclear (GO:0000280) Mad2l1, Ccnbl, Wee2, Nusapl, 2.86E-4
Smc2, Smc4, Skal, Cdcab,
Terfl, Mybl2
Ovogénesis (G0O:0048477) lhh, Amh, Gdf9, Dazl, Ccnb1, 4.01E-4
Zp3, Wee2, Tdrd5, Inhbb
Generacion del gameto femenino Mcm8, Ihh, Amh, Gdf9, Dazl, 4.01E-4
(G0:0007292) Ccnbl, Zp3, Wee2, Tdrd5,
Inhbb
Fision de organelos (G0O:0048285) Mad2l1, Ccnbl, Wee2, Nusapl, 7.71E-4
Smc2, Smc4, Skal, Cdca5,
Terfl, Mybl2
Procesos celulares involucrados en la Ihh, Gdf9, Dazl, Zpbp2, Fancd2, 1.03E-3
reproduccion (G0O:0048610) Ccnb1l, Suv39h2, Zp4, Zp2,
Zp3, Tex15, Wee2, Tdrd5,
Smc2, Smc4, Pdilt, Inhbb, Brdt
Regulacién de procesos del ciclo Ticrr, Dtl, Dazl, Mad2I1, Plk4, 1.32E-3
celular (GO:0010564) Ccnbl, Zwilch, Wee2, Nusapl,
Ttk, Cdcab, Terfl
Fertilizacion (GO:0009566) NIrp5, Zpbp2, Zp4, Zp2, Zp3, 1.70E-3
Tex15, Wee2
Desarrollo del ovocito (GO:0048599) Gdf9, Dazl, Ccnbl, Zp3, Wee2, 4 35E-3
Tdrd5, Inhbb
Diferenciacion del ovocito Gdf9, Dazl, Ccnbl, Zp3, Wee2, 5.84E-3
(GO:0009994) Tdrd5, Inhbb
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Unién del esperma a la zona pellcida Zpbp2, Zp4, Zp2, Zp3 5.96E-3
(GO:0007339)

Reconocimiento huevo-espermatozoide Zpbp2, Zp4, Zp2, Zp3 7.31E-3
(G0O:0035036)
Segregacion de cromosomas Ndc80, Mad2l1, Ccnbl, Nusapl, 8.38E-3
(G0O:0007059) Smc2, Smc4, Ttk, Skal, Cdcab,

Esco2

Tabla A5. Analisis de ontologia génica (GO) de 329 GDE en CPGR tratados con
FSHh-LNG versus FSHh.

Componente celular Nombres de los genes en Valor de p
sobrerrepresentado cada categoria ajustado
Cromosoma, regién centromérica Ndc80, Mad2l1, Dnmtl, Ccnb1l, 3.84E-4
(GO:0000775) Zwilch, Nup107, Skal, Esco2
Cromosoma nuclear (G0O:0000228) Ndc80, Hist2h4, Mms22I, 7.75E-4

Ccnbl, Suv39h2, Uhrfl, Rpas,
Smc2, Cdcab, Terfl, Esco2

Cromosoma condensado Ndc80, Fancd2, Ccnbl, Smc2, 1.89E-3
(G0:0000793) Smc4, Skal, Cdcab
Cinetocoro (G0:0048599) Ndc80, Mad2l1, Ccnb1l, Zwilch, 1.89E-3
Nupl107, Skal
Horquilla de replicacion (GO:0005657) Dnmtl, Mms22l, Uhrfl, Rpa3, 1.89E-3
Rfc2
Complejo MCM (G0:0042555) Mcm8, Mcm3, Mms22| 2.90E-3
Cinetocoro exterior del cromosoma Ndc80, Ccnb1l, Skal 2.90E-3

condensado (GO:0000940)
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Tabla A6. GSEA utilizando términos de ontologia génica en CPGR tratados con
FSHh-LNG versus FSHh.

Proceso hioldgico NES FDR
Mitosis -2.54 0.00
Fase M del ciclo celular mit6tico -2.53 0.00
Fase del ciclo celular -2.51 0.00
Proceso del ciclo celular -2.51 0.00
Replicacion del DNA -2.45 0.00
Fase M -2.44 0.00
Ciclo celular mitético -2.41 0.00
Punto de control del ciclo celular (GO 0000075) -2.40 0.00
Ciclo celular (GO 0007049) -2.34 0.00
Regulacién de la mitosis -2.26 0.00
Regulacién del ciclo celular -2.26 0.00
Replicacion de DNA dependiente de DNA -2.24 0.00
Proceso metabdlico del DNA -2.20 0.00
Punto de control de integridad del DNA -2.13 0.00
Segregacion de cromosomas -2.11 0.00
Organizacion y biogénesis de microtibulos del citoesqueleto -2.11 0.00
Generacion del gameto femenino -2.08 0.00
Punto de control del ciclo celular mitético -2.08 0.00
Reparacion del DNA -2.08 0.00
Respuesta al estimulo de dafio al DNA -2.04 0.00
Regulacién de la replicacion del DNA -2.00 0.00
Empaquetamiento del DNA -1.96 0.00
Proceso metabolico de sulfuro -1.94 0.00
Procesos basados en microtubulos -1.87 0.01
Organizacion y biogénesis del cromosoma -1.83 0.01
Respuesta a estimulos endégenos -1.83 0.01
Ciclo celular meiotico -1.75 0.03

Regulacién de la actividad de cinasa de proteinas dependiente de ciclina -1.75 0.03

Generacion del gameto -1.72 0.04
Ensamblaje del complejo proteina RNA -1.69 0.05
Inicio de la traduccion -1.69 0.05
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Recombinacién meibética -1.69 0.05

Interfase -1.68 0.05
Exportacién nuclear -1.67 0.05
Interfase del ciclo celular mitético -1.63 0.05
Transicion G1 S del ciclo celular mit6tico -1.63 0.07
Regulacién del inicio de la traduccion -1.63 0.07
Reparacion de ruptura de doble cadena -1.62 0.07
Meiosis | -1.62 0.07
Replicacién del genoma viral -1.59 0.09
Transduccion de sefiales de repuesta a dafio al DNA -1.57 0.10
Proceso de biosintesis de proteoglicanos -1.57 0.11
Remodelacién de la cromatina -1.56 0.11
Reproduccién sexual -1.54 0.12
Proceso de biosintesis de esteroides -1.53 0.13
Biogénesis y ensamblaje de complejo de ribonucleoproteinas -1.52 0.13
Reproduccion -1.53 0.13
Recombinacion del DNA -1.51 0.14
Proceso de biosintesis de compuestos sulflricos -1.48 0.16
Proceso de biosintesis de lipidos -1.49 0.16
Organizacion y biogénesis del citoesqueleto -1.45 0.20
Regulacién del proceso metabdlico del DNA -1.44 0.21

GO = Ontologia génica

NES = Valor normalizado de enriquecimiento

FDR = Tasa de descubrimiento falso

Los procesos bioldgicos resaltados en negro fueron los mas relacionados con la hipétesis
de trabajo sobre los efectos del LNG a nivel de la foliculogénesis y la biosintesis de

estradiol.

81



Tabla A7. Bio-funciones identificadas en la base de datos de IPA y asociadas con
el efecto de FSHh-LNG versus FSHh en CPGR.

Bio-funcién Valor Genes
dep
Cantidad de foliculos ovaricos 7.72E-8 Amh, Cypl9al, Daz2, Fancd2, Gdf9, Inhbb,
Lhcgr, Mcm8, Nos1, Zp2, Zp3
Formacién de la zona pelucida 3.08E-6 Ihh, Zp2, Zp3
Foliculogénesis 1.12E-5 Amh, Cypl9al, Daz2, Gdf9, lhh, Lhcgr,

Mirl?7, Plg, Zp2, Zp3
Cantidad de foliculos de De Graaf 1.70E-5 Cypl9al, Inhbb, Lhcgr, Nos1, Zp2, Zp3
Cantidad de células gonadales 1.80E-5 Cypl9al, Daz2, Egr4, Fancd2, Fgf9, Gdf9,
Lhcgr, Mcm8, Mybl1, Nos1, Zp2, Zp3
Gametogénesis 4.35E-5 Amh, Bcl2I10, Brdt, Cyp19al, Daz2, Egr4,
Fancd2, Gdf9, Ihh, Inhbb, Lhcgr, Mcm8,
Mybl1, Nirp14, Pdilt, Tdrd5, Tex15, Zp2,
Zp3, Zpbp2
Cantidad de células ovaricas 5.23E-5 Gdf9, Lhegr, Mcm8, Nos1, Zp2, Zp3
Cantidad de células germinales 5.36E-5 Cypl9al, Daz2, Egr4, Fancd2, Gdf9, Lhcgr,
Mcm8, Mybl1, Nos1, Zp2, Zp3

Recombinacién del DNA 1.66E-4 Dnmtl, Fancd2, Kpna2, Mcm8, Mms22I,
Mybll, Rad5lapl, Rfc2, Tex15, Uhrfl

Meiosis de células gonadales 2.23E-4 Amh, Brdt, Egr4, Fancd2, Lhcgr, Mad2I1,

Mcm8, Tex15

Cantidad de ovocitos 2.76E-4 Gdf9, Mcm8, Nosl, Zp2, Zp3

Morfologia anormal de la zona 3.42E-4 Gdf9, Zp2, Zp3

peltcida

Morfologia anormal de los 3.46E-4 Cypl9al, Daz2, Gdf9, Lhcgr, Mcm8, Zp2,

foliculos ovaricos Zp3

Morfologia anormal de los 3.74E-4 Gdf9, Mcm8, Padi6, Zp3

ovocitos

Metabolismo de esteroides 5.95E-4 Amh, Cypl19al, Cyp2hb6, Cyp2el, Fgf9,
Gdf9, Lhegr, P2ry13, Plg, Pltp, Trpv5,

Ugt2b17
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Sintesis de estrégenos

Ovulacion

Formacién del cuerpo lluteo
Cantidad de los componentes del
cromosoma

Fertilidad

Cantidad de cuerpo lateo
Cantidad de foliculos preantrales
Cantidad de foliculos ovaricos
secundarios

Cantidad de foliculos antrales
Sintesis de beta-estradiol
Ovogénesis

Esteroidogénesis de hormonas
Cantidad de foliculos ovaricos
primarios

Fertilizacion

Sintesis de esteroides

Unién a la zona pellcida

Arresto en la progresion del ciclo
celular de los ovocitos

Arresto en el punto de control del
huso de los ovocitos

Arresto en el crecimiento de
foliculos antrales

Maduracion de los foliculos
antrales

Maduracion de los foliculos de De

Graaf

7.90E-4

7.91E-4

9.94E-4

9.94E-4

1.40E-3

1.46E-3

2.06E-3

2.06E-3

3.37E-3

4.39E-3

4.47E-3

6.28E-3

7.14E-3

7.52E-3

1.22E-2

1.32E-2
1.46E-2

1.46E-2

1.46E-2

1.46E-2

1.46E-2

Amh, Cyp19al, Lhcgr, Plg
Cypl9al, Inhbb, Lhcgr, Nos1, Zp2, Zp3
Daz2, mir-17, Plg
Mad2l1, Melk, Mms22|

Amh, Brdt, Cyp19al, Gdf9, Inhbb, Lhcgr,
Nos1, Pdgfb, Pdilt, Plg, Pltp, Relb, Usp2,
Zp3, Zpbp2
Cypl9al, Inhbb, Lhcgr, Nosl

Amh, Gdf9
Cypl9al, Mcm8

Amh, Cyp19al, Lhcgr
Amh, Lhcgr, Plg
Gdf9, Inhbb, Mcm8, Zp3
Amh, Fgf9, Gdf9, Lhcgr, Pdgfb, Plg
Cypl9al, Gdf9

Daz2, Gdf9, NIrp5, Pltp, Tex15, Usp2,
Zpbp2
Amh, Cyp1l19al, Fgf9, Gdf9, Lhcgr, Pdgfb,

Plg, Pltp, Pon3

Zp2, Zp3, Zpbp2
Mad2l1
Mad2l1
Lhcgr

Lhcgr

Lhcgr
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Tabla A8. Genes con mayor magnitud de expresion diferencial en la condicion
FSHh-LNG versus FSHh comparado con FSHh versus Basal en CPGR.

Nombre del gen Simbolo VC Valor de
del gen p
Citocromo P450 familia 19 subfamilia A miembro 1  Cyp19al -2.08 1.2E-2
(aromatasa)
Receptor de hormona Lhcgr -1.58 1.6E-2

luteinizante/coriogonadotropina

Grupo de complementacion D2 de la anemia de Fancd2 -1.58 5.6E-2
Fanconi

Inhibina, beta B Inhbb -1.47 5.3E-2
Factor 10 de iniciacibn de la replicacion vy Mcm10 -1.31 7.2E-2

mantenimiento de minicromosomas

Factor 9 de crecimiento de fibroblastos Fgf9 -1.28 5.9E-2

Proteina disulfuro semejante a isomerasa, Pdilt 1.32 1.9E-2
expresada en testiculos
Paraoxonasa 3 Pon3 1.31 9.8E-2

VC = Veces de cambio
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A)

Basal 24 h Basal 48 h Basal 72 h
FSHh 24 FSHh 48 FSHh 72
B)
LNG 24 h LNG 48 h LNG 72 h
P4 24 P4 48 P4 72

Figura Al. Morfologia de las células de la granulosa de rata mantenidas en cultivo
durante 96 h incubadas en ausencia (Basal) o presencia de FSHh (panel A) o
coincubadas con FSHh-LNG o FSHh-P,4 (panel B).
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Figura A2. A) Validacion del ensayo de proliferacion XTT. B) Viabilidad de las
células de la granulosa de rata mantenidas en cultivo incubadas en presencia de
FSHh o coincubadas con FSHh-P4 0 FSHh-LNG.
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A)

B)

Figura A3. A) Gréfica de enriqguecimiento de la via candnica “Metabolismo de
hormonas esteroides y vitaminas A y D”, definida por Reactome Pathway
Database en CPGR estimulados con FSHh. B) Mapa de calor del nucleo de
enriquecimiento de la via candnica. La flecha en color rojo destaca a Cypl9al
como el gen con mayor magnitud de expresion diferencial en la condicién FSHh

versus Basal (http://www.broadinstitute.org/gsea).
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Figura A4. Andlisis de “solapamiento de los bordes principales, conjunto a
conjunto” (leading edge, set to set) de las vias canonicas definidas por KEGG en
CPGR coincubados con LNG-FSHh. Las flechas en color azul sefialan las vias
correspondientes a la meiosis ovocitaria y a la maduracién del ovocito mediada
por progesterona. Las flechas en color rojo destacan la via de sefializacién de
p53 vy del ciclo celular. La intensidad del color verde correlaciona con el grado de
superposicién entre dos vias, que se traduce en el numero de genes que
comparten. En este caso, la maduraciéon del ovocito mediada por progesterona
comparte mas genes con la meiosis ovocitaria en comparacion con el resto de

vias canonicas definidas por KEGG (http://www.broadinstitute.org/gsea).
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