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INDICE DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

IL-1 B: Interleuquina-1p.

IL6: Interleuquina-6.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a.

NF-kB: Factor nuclear kappaB.

gRT-PCR: PCR a tiempo real semi-cuantitativa.

hGC: Células de granulosa humana

NOF: No ovarian factor

PR: Poor ovarian reserve

> 40: Mayor / igual de 40 afos.

FSH: Hormona foliculoestimulante.

LH: Hormona luteinizante.

E2: Estradiol.

FIVAP: Centro de Fecundacion In Vitro Angela Palumbo.
ESHRE: Sociedad Europea de reproduccion Humana y Embriologia.
ARN: Acido ribonucleico.

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario.

SE: Error estandar.

FIV: Fecundacion in vitro.
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1. Abstract:

Cytokines such as IL-1 B, IL6, TNF-o and NF-xB act as intra-ovarian
regulators of folliculogenesis, ovulation and function of the corpus luteum,
allowing the quality and viability of oocytes to be determined. We studied
gene expression by gRT-PCR in hGC from different groups: NOF (control
group), PR and > 40 years. Significant expression levels of IL-1 B, IL6 and
TNF-a were found in > 40 years and no significant differences were found
between NOF and PR, except for IL6. NF-xB did not obtain significant
differences between any of the groups. These suggest that they may have a

physiological roll in follicular development, especially in women > 40 years.

Key words: Granulosa cells, cytokines, follicular development, poor

responders, infertility diagnosis.
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2. Resumen:

Citoquinas como IL-1 B, IL6, TNF-0 y NF-kB actian como reguladores
intraovaricos de la foliculogénesis, ovulacion y funcion del cuerpo ldteo,
permitiendo determinar la calidad y viabilidad de los ovocitos. Estudiamos
la expresion génica mediante qRT-PCR en hGC de distintos grupos: NOF
(grupo control), PR y > 40 afios. Se encontraron niveles de expresion
significativos de IL-1 B, IL6 y TNF-a en > 40 afios y entre NOF y PR no se
obtuvieron diferencias significativas, exceptuando en la IL6. NF-kB no
obtuvo diferencias significativas entre ninguno de los grupos. Estos datos
sugieren que podrian tener un papel fisioldgico en el desarrollo folicular,

especialmente en mujeres > 40 aios.

Palabras claves: Células de la granulosa, citoquinas, desarrollo folicular,

baja respuesta ovarica, diagnéstico de infertilidad.
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En 1932, Carl Hartman desarroll6 por primera vez un informe relacionado

con el proceso de ovulacion, donde propuso que el ciclo sexual femenino

ocurria en dos fases: folicular y luteal. Tal y como se observa en la figura 1.
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Fig.1 Ciclo menstrual de la mujer. Representacién grafica de los niveles hormonales

durante el ciclo ovarico, dividido en tres fases: fase folicular, ovulacion y fase Iitea?.

En la fase folicular se produce el desprendimiento del endometrio debido a

los bajos niveles de estrégenos y progesterona®. Aqui, el nivel de la hormona

foliculoestimulante (FSH) aumenta ligeramente y estimula los foliculos de

los ovarios®*#. A medida que van disminuyendo los niveles de FSH, solo un

foliculo sigue su desarrollo, produciendo estrégenos®#. A continuacion, se

produce la fase ovulatoria que se inicia con un aumento de los niveles de la

hormona luteinizante (LH) y FSH23,
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La LH estimula la ovulacion que suele ocurrir sobre las 32-36 horas?. Luego,
el nivel de estrogenos llega a su punto maximo y el nivel de progesterona
comienza a elevarse para dar lugar a la siguiente fase, denominada fase lUtea,
donde disminuyen las concentraciones de ambas hormonas?®. El foliculo roto
se cierra después de liberar el 6vulo y forma el cuerpo luteo, que
produce progesterona®®°. Durante la mayor parte de esta fase la concentracion
de estrégenos es alta®. La progesterona y los estrogenos provocan un mayor
engrosamiento del endometrio, que se prepara para una posible
fertilizacion®>®, Sin embargo, si no existe fertilizacion, se produce la
degeneracion del cuerpo luteo y deja de producir progesterona, el nivel
de estrogenos disminuye, se descomponen y desprenden las capas superiores
del revestimiento y ocurre la menstruacion (el inicio de un nuevo ciclo

menstrual)*>®,

El proceso de crecimiento del foliculo y su pasaje a través de los distintos
estadios de desarrollo se denomina foliculogénesis’. Cada una de sus etapas
estd caracterizada por la existencia de una comunicacién entre el ovocito y
las capas de las células de la granulosa y de la teca, mediada por una amplia

gama de hormonas y citoquinas’®?,

Por tanto, la participacion de las citoquinas es fundamental para el correcto
desarrollo de todas las etapas de la foliculogénesis, desde el reclutamiento
folicular primordial hasta la ovulacién y la luteinizacion®. En consecuencia,
las citoquinas, cumplen un papel primordial en la determinacion de la calidad

y viabilidad de los ovocitos, y por consiguiente del éxito reproductivo®i?,
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En el ovario, las citoquinas son secretadas por células del sistema inmune
que se encuentran en el estroma, por las células somaticas, incluyendo las de
la granulosa y de la teca, y por el ovocitol®!2, Entre ellas, destacan: la
interleuquina-1p (IL-1 B)*3, la interleuquina-6 (IL6)*3, factor nuclear kappaB
(NF-xB)* vy el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a)®.

3.1 Citoquinas:

La IL-1 B, durante la foliculogénesis promueve la proliferacion y suprime la
diferenciacion, mientras que, durante el proceso ovulatorio, aumenta la
produccion local de eicosanoides, esteroides, metaloproteasas y sustancias
vasoactivas para promover la ovulacion!*>, Ademas, existe evidencia del rol
de IL-1 B en la estimulacion de células ovaricas, supresion de la apoptosis y
en el crecimiento folicular®®. Asimismo, algunos estudios reflejan que la
IL-1 B puede estar implicada en la inhibicion de la produccion de estradiol
(E2)%,

La IL6 es producida por las células de la granulosa en los foliculos
preovulatorios y representa un enlace fisiologico entre el sistema endocrino
e inmunoldgico durante la ovulacion, actuando como modulador de la
funcion ovarical®. Ademas, se encarga de inhibir la secrecion de
progesteronay estrégenos y tiene una funcion antiinflamatoria porque inhibe
la IL-1 B y la sintesis de TNF-a e induce la produccion o liberacion de sus

respectivos antagonistas'®tt,
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TNF-a puede ser considerado un modulador paracrino del desarrollo
folicular y puede estar implicada en la alteracion de las funciones ovéricas
durante los procesos patoldgicos'’. Ademas, inhibe la produccién de E2
inducida por FSH en células de la granulosa y también inhibe la produccion
de androstenediona estimulada por LH en las células de la teca!*!’. Diversos
estudios han sugerido que TNF-a participa en la regulacion de la funcion de

las células foliculares y, por consiguiente, en la ovulacion*1718,

Por otro lado, el NF-kB regula distintos procesos bioldgicos como el
crecimiento y la supervivencia celular, el desarrollo de tejidos y 6rganos, la
inflamacion y la respuesta inmune innata y, ademas, estimula la expresion
de citoquininas, receptores de citoquininas 'y genes de

histocompatibilidad'**°,

En base a lo anteriormente descrito, las alteraciones en el proceso
inflamatorio asociado a la ovulacion y su regulacion, podrian estar

implicados en algunas alteraciones del desarrollo folicular.

3.2 Factores relacionados con la infertilidad femenina

En Espafia mas de 55.000 parejas al afio recurren a técnicas de fertilizacion
in vitro como medida terapéutica?®. Sin embargo, antes de realizar este tipo
de técnicas se debe tener en cuenta una serie de factores como por ejemplo
la edad.

A diferencia de los hombres, las mujeres nacen con una determinada reserva
ovarica®?. Esta reserva ovarica va disminuyendo a medida que ocurren los
ciclos menstruales (aproximadamente 300 y 400 oOvulos durante la vida

reproductiva de la mujer) 22?223 tal y como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Representacion grafica del numero de foliculos a lo largo de las distintas
etapas del ciclo vital de una mujer. En la figura podemos observar como a medida que
avanza la edad disminuye el numero de foliculos de manera paulatina produciéndose un

descenso drastico a partir de los 40 afios hasta alcanzar la menopausia??.

En relacion con la grafica se puede observar como la edad es una de las
principales causas por la que disminuye la reserva ovarica en la mujer, y por
tanto esta estrechamente relacionada con los problemas de infertilidad.
Ademas de la edad, existen otras patologias que pueden afectar a la fertilidad.
Algunas de ellas, como la baja permeabilidad de las trompas de Falopio, no
estan relacionadas con fallos ovaricos (NOF)?4. Otras, como la baja respuesta
ovarica (PR)%®, supone un decrecimiento en la reserva folicular y un
envejecimiento prematuro que ocasiona una mala calidad ovocitaria,
presentando una incidencia en torno al 7 y el 24 % 2. Este porcentaje

aumenta si la edad de la mujer es mas de 40 afios?’.

Dada su importancia en el desarrollo folicular, en este estudio se pretende
determinar el nivel de expresion de las citoquinas IL-1 B, IL6, NF-xB y
TNF-a en células de la granulosa humanas, con el fin de identificar

alteraciones asociadas a los diagnosticos de infertilidad estudiados.
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4. Objetivos:

El crecimiento folicular esta regulado por interacciones entre las células del
ovocito y las células de la granulosa y del cidmulo que lo rodean e
interaccionan con é€l, interviniendo en el desarrollo de la respuesta ovarica.
El objetivo general de este trabajo es la determinacion del nivel de expresion
de genes implicados en inflamacion metabolica y su posible relacion con el

desarrollo folicular 6ptimo en células de la granulosa.
Para ello, se abordaran como objetivos especificos los siguientes:

1. Determinar la expresion de los genes marcadores inflamatorios, IL-1 f,
IL6, TNF-a y NF-kB, en células de la granulosa humanas de pacientes

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

2. Analizar y comparar el patrén de expresion de los genes estudiados en
célula de granulosa de pacientes con distinto diagnostico de infertilidad
(NOF, PR y > 40 afios)

3. Identificar diferencias de expresion de los genes estudiados entre los
distintos diagndsticos de infertilidad para tratar de establecer su papel

en el desarrollo folicular 6ptimo en células de la granulosa.



Master

Universidad en Biomedicina

de La Laguna TFM

5. Material y métodos

Se realiz6 un estudio caso-control, gracias a la contribucion del Centro de
Fecundacion In Vitro Angela Palumbo (FIVAP) y siguiendo el protocolo del

Comité de Etica de la Universidad de La Laguna.
5.1 Pacientes.

Se emplearon células de la granulosa purificadas a partir del liquido folicular

de 46 pacientes divididas en los siguientes grupos de diagndstico:

e NOF (n: 17). Usado como control, este grupo incluye pacientes con
edades comprendidas entre los 27 y los 39 afios cuya causa de
infertilidad no estd asociada a patologia ovarica (diagnostico de
infertilidad por factor masculino o tubarico).

e PR (n: 17). Pacientes entre 29 y 39 afos diagnosticadas de baja
respuesta segun el criterio de la Sociedad Europea de reproduccion
Humana y Embriologia (ESHRE)®.

e > 40 anos (n: 12). Pacientes mayores de 40 afos sin patologias

ovaricas cuya causa de infertilidad esta asociada a su avanzada edad.

Los datos demogréaficos de las pacientes y las caracteristicas clinicas méas
relevantes de estos grupos se muestran en la Tabla 1.
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5.2 Purificacion de células de la granulosa humana a partir de liguido

folicular.

Las hGC (células de granulosa humana) fueron aisladas a partir del liquido
folicular mediante separacion por densidad. Se sometieron las muestras a
varios lavados mediante sucesivas centrifugaciones de 1500 rpm durante 10
minutos, utilizando Isolatium Medium (10 % Medium 199 (Sigma); 3,7 g/L
Bicarbonato sddico; 59 mg/L Penicilina; 0,1 g/L Estreptomicina; 5,6 mg/L
Anfotericina B; 0,29 g/L LGlutamina; 1 % Albumina de suero bovino).
Después se afiadio un volumen de Percoll al 45 % (GE Healthcare), y se
centrifugd 30 minutos a 1700 rpm, para separar los hematies de los
leucocitos y las células de la granulosa. Tras la centrifugacion se recuperd la
interfase y se resuspendid en Tampon Fosfato Salino (PBS) 1x 0,1 % BSA.
Posteriormente, se eliminaron los leucocitos mediante la incubacion con
Dynabeads M-450 CDA45 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los Dynabeads contienen un anticuerpo contra el antigeno CD45,
expresado en todas las células sanguineas con nucleo, por lo que los
leucocitos quedan unidos a estas particulas de forma especifica. Por altimo,
se llevd a cabo el recuento de hGC viables obtenidas mediante tincion con
Trypan Blue (Sigma), que solo es capaz de atravesar la membrana porosa de
las células muertas, y se realizo un conteo de las células de granulosa viables
haciendo uso de una Cé&mara de Neubauer y un microscopio Optico
(Olympus).

10
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5.3 Extraccién de ARN v sintesis de ADN complementario (ADNCc).

Se realiz0 la extraccion de ARN a través del AurumTM Total RNA Mini Kit
(Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después se llevo a cabo
la sintesis de ADNc a partir del ARN extraido, empleando el iScriptTM
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).

5.4 PCR a tiempo real semi-cuantitativa (QRT-PCR).

El analisis de la expresion de los genes IL-1 B, IL6, TNF-o y NF-xB se
realizo mediante gRT-PCR ya que permite visualizar el proceso de

amplificacion en todo momento.

Usando el programa Omiga, se disefiaron los oligonucledtidos especificos
para la secuencia de humanos de cada uno de los genes analizados. Ademas,
se incluyd el gen B-actina como gen de referencia, al ser un gen constitutivo.
(ver tabla 2)

Gen Oligonucleotido Secuencia (5°-3")
IL1B-F TGTACGATCACTGAACTGC
L1 IL1B-R AAGGACATGGAGAACACC
IL6-F CAGAAAACAACCTGAACC
Lo IL6-R CTCAAACTCCAAAAGACC
TNF-a -F CTCAAACTCCAAAAGACC
TNF-a TNF-a -R TCAGTATGTGAGAGGAAGAGAACC
NF«kBI1-F ACCCCTGCATATAGCAGC
NF-xB NFxB1-R CATTTTCCCAAGAGTCATCC
8-Actin ACTp -F CTTCCTTCCTGGGCATGG
ACTB -R GCCGCCAGACAGCACTGT

Tabla 2: RT-PCR primers para los genes IL1 g, IL6, TNF-a, NFkB y f-actina

11
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Las reacciones se llevaron a cabo con el sistema CFX96 (BioRad
Laboratories) usando 2x SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) y una
concentracion final de 0.4 uM de cada oligonucledtido. El protocolo de
amplificacion consistio en una desnaturalizacion a 95 °C durante 30
segundos y 45 ciclos de PCR a 95 °C durante 5 segundos y 61 °C durante
otros 5 segundos. Finalmente, se realizé la curva de disociacion o curva de
Melting para corroborar la amplificacion de un producto Gnico para cada
pareja de cebadores, comprobandose la ausencia de sefial fluorescente debida

a contaminacion por amplificaciones inespecificas.

5.5. Determinacion de la expresion relativa de cada gen.

Tras realizar la qRT-PCR, se empleé el método comparativo Cycle
Threshold?® (método comparativo CT) para determinar el ciclo umbral (CT)
para cada gen. Este CT determina el ciclo en el que se esta produciendo una
amplificacion exponencial y, por tanto, podemos determinar la expresion de
cada uno de nuestros genes en relacion con la expresion del gen de referencia
segln el método 22T, Los valores de expresion de los genes se expresan

como 1 x 10° en relacidn con la expresion de B-actina.

5.6 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los datos de las distintas muestras, se analizaron los
resultados con el software SPSS 21. Se presentan las estadisticas descriptivas
(media y error estdndar (SE)). Se utilizo una prueba T para muestras
independientes y un coeficiente de correlacion de rangos de Pearson para
evaluar la relacion entre las variables continuas. Se eligi6é un a de 0,05 para

el experimento.

12
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Para determinar la relacion entre los genes estudiados y los distintos tipos de

patologias, se determind su expresion en los grupos descritos anteriormente.

6.1 Estadisticas descriptivas y variables clinicas

Se observaron diferencias significativas entre la distribucion de la edad del

grupo > 40 con el resto de los grupos (p < 0.05), pero no existieron

diferencias de edad entre NOF y PR (ver tabla 1).

Parametros clinicos NOF PR >40
N de pacientes 17 17 12
Edad 34+0.90 36+1.10 40.6+0.26
Dias 11+0.37 11+0.47 13+0.60
FSH 3705.15+486.02 6250+424.78" 6406+569.86 *
LH 1407.35+206.95 3048.89+292.22 " 3043.75+348.43"
E2 3522.94+432.12 2009.33+175.62 2466.17+209.95
Ovocitos 17.24+2.25 6.67+0.77" 11.83+2.15
MlII 13.82+1.72 4.89+0.68 " 10.25+1.95

Tabla 1: Parametros clinicos de los grupos diagndsticos. Medias + error tipico de las

variables analizadas. Con un “ se marca aquellos valores que son estadisticamente

diferentes (p <0.05) del grupo control (NOF).

En relacion con la cantidad de gonadotropinas administradas durante el

tratamiento, el grupo NOF recibié dosis significativamente menores en

comparacion con PR y > 40 (p < 0.05). El numero de ovocitos totales y

maduros recuperados varid entre los grupos, siendo menor en el grupo PR.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el valor

medio del pico de E2 ni en los dias que durd el tratamiento hormonal

(Tabla 1).

13
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6.2 Expresion de los genes

En cuanto a los valores de expresion de los genes analizados (tabla 3, fig.3)
podemos observar que la expresion de IL-1 B, IL6 y TNF-a en > 40 fue
significativamente mayor que en NOF y PR. Entre los grupos NOF y PR
no existen diferencias significativas en la expresion de los genes
analizados, excepto en la IL6 en la que encontramos una expresion
significativamente mayor. No existen diferencias significativas en la

expresion de NF-kB entre ninguno de los grupos estudiados.

Genes NOF PR >40
IL-18 305.22+69.52 152.69+35.69 733.76+163"
IL6 3.2+0.76 6.38+1.42" 27.7+7.74"
NF-xB 218.38+47.13 213.92+34.95 231.44+39.37
TNF-a 153.61+49.85 128.35+25.17 355.05+77.10 "

Tabla 3: Expresion de los genes de estudio en los distintos diagndsticos.
Medias * error tipico de la expresion de IL-7 g, IL6, NF-«kB y TNF-a en los distintos
grupos diagnosticos (NOF, PR y > 40). Los valores se muestran como expresion relativa
a actina x 10°. Con un ~ se marca aquellos valores que muestran una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) con el grupo control NOF.

14



Universidad
de La Laguna

TFM

Master
en Biomedicina

Expresion de IL-1 B Expresion IL6

H
3
S 10
o . ! .
5
p . =1 er
o 0

PR
Expresion NFkB Expresion TNF-a
250 400 >40
350

00

3
& &
g 150 2 250
[ ]
& g
H g 200
& 100 5
& 2 150
= s
50 100
50
o

o

Fig.3 Representacion grafica de los valores de expresion de los genes analizados en los
distintos grupos diagnosticos. Con un * se marca aquellos valores que son
estadisticamente diferentes (p < 0.05) al grupo control NOF.

6.3 Correlacion de la expresion de los genes IL-1 B, IL6, TNF-a vy

NF-kB en los grupos NOF, PR y > 40 y su correlaciéon con los diferentes

parametros clinicos.

Al analizar la correlacion de la expresion de los distintos genes encontramos
una correlacién positiva entre IL6 - TNF-o en NOF (Fig. 4A), mientras que
en > 40 dicha correlacion se pierde y aparece una correlacion positiva entre
IL-1 B e IL6 (Fig. 4B). En PR se muestra una correlacion positiva entre
IL-1 B con TNF-a e IL6 (Fig. 4C y 4D, respectivamente).
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Fig.4 Grafica de dispersion por puntos de la Correlacion entre los genes estudiados. En
la gréafica se muestran las correlaciones existentes en la expresion de los distintos genes.
Se pueden observar las correlaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) entre la

expresion de los genes IL-7 3, IL6, NF-kB y TNF-a en los distintos grupos diagnosticos.

En cuanto a la correlacion entre los genes estudiados y los parametros
clinicos observamos que en NOF existe una correlacién positiva entre la
expresion de TNF-a, el nivel de estradiol y el ntimero de ovocitos
recuperados (Fig. 5A, 5B), mientras que en PR son la IL-1 B y la IL6 las que
se correlacionan con el nimero de ovocitos (Fig. 5C, 5D). En pacientes
mayores de 40 afios no existe ninguna correlacion entre los genes estudiados

y los pardmetros clinicos.
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Fig.5 Representacion gréafica de las Correlaciones entre la expresion de los genes y
los parametros clinicos analizados en los diferentes grupos.
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7. Discusion

Segun los estudios epidemiol6gicos, un 15 % de la poblacion en edad
reproductiva es estéril, es decir, una de cada seis parejas se ve obligada a
recurrir a tratamientos de reproduccién asistida para poder quedarse
embarazada, lo que conlleva graves problemas emocionales y grandes gastos
econémicos?®®*, A pesar de que algunas investigaciones abordan que el
sistema inmunitario actla sobre la funcion ovarica y el proceso de
implantacion del embridn, ain queda mucho por investigar sobre su papel en
los tratamientos de reproduccion asistida®. Por ello, este estudio analiza los
niveles de expresion de los genes IL-1 B, IL6, TNF-a y NF-kB, reguladores
intraovaricos de la foliculogénesis, la ovulacion y la funcion del cuerpo
[iteo®3232 con el fin de establecer su papel en la maduracion ovarica y su

relacion con distintos diagndsticos de esterilidad®®.

Algunos estudios muestran que, tanto IL-1 B como TNF-a, inducen la
produccion de mediadores ovulatorios como progesterona y prostaglandinas,
ademas de promover la ovulacioni®®, Otros estudios han reflejado que la
IL6 actla como modulador de la funcién ovérical® y posee una funcion
antiinflamatoria al inhibir la IL-1 B y la sintesis de TNF-o 1!, asociando los
niveles altos de IL6 con procesos inflamatorios agudos y con alteraciones de
la calidad ovocitaria que pueden provocar un decrecimiento de la tasa de
embarazo®. Respecto al NF-xB estd relacionado con los procesos de

crecimiento, proliferacion, diferenciacion y muerte celular'#*°,

Nuestros resultados (ver tabla 3) indican que el aumento de inflamacion esta
principalmente relacionado con la edad ya que el nivel de expresion de

IL-1 B, IL6 y TNF-a en > 40 fue significativamente mayor que en NOF y
PR.
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Con la edad la tasa de fertilizacion va disminuyendo y uno de los procesos
implicados podria ser la inflamacién. Algunos estudios realizados en
modelos bovinos, afiaden que las células endometriales de los animales mas
viejos poseen niveles mas altos de sefializacién inflamatoria y dafios en el
ADN?}%7, Otros autores, como Blumel et al®® y Zavatta et al®® establecen que
los niveles de expresion elevados de estos genes estan relacionados a una
estimulacion de la senescencia de las trompas de Falopio, lo que conlleva
una alteracion de la funcion uterina afectando a la formacion de células
deciduales epiteloides (decidualizacion) en el endometrio y perjudicando el

desarrollo del embarazo.

La existencia de una respuesta inflamatoria alta en mujeres mayores de 40
afios podria afectar negativamente al éxito de la fecundacion in vitro (FIV)
y a la implantacion del embrion®. Varios autores como Reis Soares et al*
han mostrado en sus estudios que el porcentaje de implantacion del embridn
se reduce aproximadamente a la mitad en mujeres mayores de 40 afios
sometidas a técnicas de reproduccién asistida (sélo el 11 % logran la
implantacion, a diferencia de los menores de 40 afios que es mayor al 22 %).
Es posible que esta disminucion de la implantacion esté relacionada con una

mayor expresion de IL-1 B, IL6 y TNF-a encontrada en este grupo.

Entre los grupos NOF y PR no se observaron diferencias significativas en la
expresion de los genes analizados, exceptuando en la IL6 en la que
encontramos una expresion significativamente mayor. Esto provoca que los
niveles de IL-1 B y TNF-a tiendan a ser menores, aunque no significativos,
lo que puede conducir a un decrecimiento en la tasa de fertilizacion y por

tanto a una menor probabilidad de embarazo®.
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En cuanto a NF-xB no existen datos suficientes que establezcan su papel en
el éxito o fracaso reproductivo. Aunque algunos autores como Walsh et al*
realizaron un estudio en bovinos sobre las vias relacionadas con la
inflamacién en la ovulacion y determinaron que NF-kB se encontraba en
niveles altos despues de un aumento de LH en células de la granulosa; otros
autores como Fleming et al*? y Altinoz et al*® reportaron que la actividad de
NF«B esta relacionada con el cancer de ovario epitelial, lo que demarca la

importancia de los mecanismos reguladores.

Otro aspecto para destacar en nuestra investigacion es la existencia de
correlaciones importantes entre los genes estudiados en los distintos

diagndsticos.

En el grupo NOF se obtuvo una correlacién positiva entre la IL6 y TNF-a,
asi como, entre la expresion de TNF-a, el nivel de estradiol y el nimero de
ovocitos recuperados. IL6 y TNF-a, actian sobre la esteroidogénesis ovarica
y la angiogénesis*. La correcta regulacion llevada a cabo por IL6 y TNF-a,
es importante ya que durante la ovulacion se produce la descomposicion del
tejido, su remodelacion y la angiogénesis activa para formar el cuerpo
liteo*“*°, El hecho de que estas correlaciones encontradas en el grupo control
no se mantengan en los otros dos grupos podria indicar la existencia de algun
fallo en las vias de regulacion de estos que podria afectar al desarrollo

folicular.
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A diferencia del grupo control, en el grupo PR se puede apreciar una
correlacion positiva entre IL-1 B con IL6 y TNF-0, ademas la IL-1 B y la
IL6 se correlacionan con el nimero de ovocitos. A pesar de que la
distribucion de la edad de las pacientes en el grupo PR posee mayor similitud
con el grupo control, se puede observar que tanto el grupo PR como > 40
muestran una correlacion positiva entre IL-1 e IL6, lo que podria implicar
la existencia de un decrecimiento en la reserva folicular y un envejecimiento

prematuro que ocasiona una mala calidad ovocitaria?+®,

En base a lo anteriormente descrito y a los Gltimos articulos publicados, las
alteraciones en el proceso inflamatorio asociado a la ovulacion y su
regulacion, podrian participar en el desarrollo de algunos trastornos
reproductivos. Aungue adn faltan méas datos, nuestros resultados reflejan
que, efectivamente, podrian estar implicados en un desarrollo folicular

alterado, especialmente en mujeres mayores de 40 afos.
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8. Conclusiones:

1. Se observan diferencias significativas en el nivel de expresion de los genes

analizados entre los distintos grupos de mujeres estudiadas.

2. Comparados con NOF, el grupo > 40 presenta niveles de expresion
significativamente mas altos para IL6, IL-1 B y TNF-a y el grupo PR solo
para IL6. El nivel de expresion para el gen NF-kB es similar en todos los

grupos.

2. Mujeres sin patologia ovarica (NOF) presentan una correlacion positiva
en la expresion de los genes IL6 y TNF- a y entre la expresion de TNF- oy
los niveles de estradiol y oocitos recuperados tras la estimulacién ovarica.

Estas correlaciones se pierden en los grupos > 40y PR.

3. En el grupo de mujeres > 40 se observan nuevas correlaciones positivas
de expresion entre los genes IL6 e IL-1 3, un cambio de patron de expresion
que puede tener un papel fisiologico relevante en el desarrollo folicular

ovarico relacionado con la edad.

4. En grupo PR se observan correlaciones positivas en la expresion entre IL6
e IL-1 B, IL-1 B y TNF- o y correlacion entre IL-1 B e IL6 y numero de
oocitos recuperados.

5. Nuestros datos preliminares indican que el patrén de expresion de genes
implicados en inflamacién metabdlica podria jugar un papel importante en

el desarrollo folicular.
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