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Resumen

El aparato reproductor femenino se encuentra formado por diferentes estructuras, pero es en
los ovarios donde se produce el proceso de ovulacién, es decir, la salida del évulo. Alrededor de
la ovulacién giran los ciclos ovaricos y menstruales de la mujer, asi como el desarrollo de los
foliculos en todas sus etapas, desde su inicio hasta que se forma el cuerpo luteo. Se trata de un
proceso imprescindible para que se produzca la fecundacidn y la gestacidon de un nuevo ser
humano, pero es un proceso muy complejo, en el que se encuentra implicada una regulacion
endocrina y molecular que incluye hormonas como la hormona luteinizante (LH) o la hormona
foliculo-estimulante (FSH). Gracias a la accion de estas hormonas se produce una cascada de
mecanismos moleculares vy tisulares que son los que dan lugar finalmente a una liberacién
efectiva del évulo, implicando sustancias como AMPc y GMPc (que difunden gracias a uniones
tipo gap y que controlan la division meidtica que da lugar al évulo maduro), factores de
crecimiento GDF-9y BMP-15 (que promueven el crecimiento del foliculo, el desarrollo restrictivo
del foliculo dominante y regulan el metabolismo, la proliferacion y diferenciaciéon de las células
de la granulosa del cumulo, que rodean al ovocito) o la proteasa ADAMTS-1 (implicada en la
remodelacidn tisular que ocurre en el ovario justo antes y después de la salida del évulo), asi
como cambios transcripcionales que hacen todo esto posible. Sin embargo, estos procesos
pueden llegar a verse afectados por diversas patologias, entre las que destacan por ser las mas

comunes el sindrome de ovario poliquistico, la endometriosis y la amenorrea.

Palabras clave: Ovulacién, Foliculogénesis, Ciclo sexual femenino, Mecanismos moleculares,

Regulacion endocrina.




Introduccion

La ovulacién supone un proceso complejo en el que los ovocitos reinician la meiosis en los
foliculos ovaricos, se crea un poro en la pared del foliculo apical gracias a una ruptura para poder
liberar el 6vulo maduro, y se inicia una remodelacidn tisular y una diferenciacién celular hasta
formar el cuerpo luteo. Esto ocurre gracias a una cascada de eventos, iniciados a partir de la
accion de las gonadotropinas, es decir, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo-
estimulante (FSH). En respuesta, se desencadenan una serie de mecanismos moleculares que
daran lugar a la liberacidn del dvulo. Estos mecanismos implican cambios en la expresidn génica

y la estructura folicular.

En esta revision se ha incluido primero una descripcidon de la anatomia funcional del aparato
reproductor femenino y procesos que preceden a la ovulacion, para facilitar la compresion del
principal objetivo del trabajo. Principalmente, esta revisidon se centra en recoger, a partir de
diversos estudios, los conocimientos que se tienen acerca de cdmo se produce la ovulacién y
gué procesos se encuentran involucrados, estando éstos englobados en sefializacién

intracelular, comunicacion intercelular, remodelacién de la matriz extracelular y cambios en la

expresion génica. En los Ultimos afios se ha conseguido un gran avance en esta temdtica, gracias

a las técnicas de Biologia Molecular.

Objetivos

Realizar una revision bibliografica actualizada de los mecanismos moleculares y la regulacion
endocrina de la ovulacién, presentando los avances cientificos que se han producido alrededor

de esta tematica.

Metodologia

Para este trabajo se han consultado diversas fuentes bibliograficas: Libros de texto de Fisiologia

y Anatomia Humana, Articulos cientificos y Paginas Webs.

Respecto a los articulos cientificos, se han utilizado algunos originales, donde se describié por
primera vez un mecanismo, pero principalmente revisiones publicadas en los ultimos 5-10 afos.

La busqueda de articulos se ha realizado a través de la Biblioteca Nacional de Medicina de




Estados Unidos llamada NCBI (The National Center for Biotechnology Information) en la base de
datos PubMed (permite la busqueda de libre acceso de resimenes de articulos de investigacion

biomédica) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Las palabras clave que se han utilizado, en inglés: “ovary”, “ovulation review”, “molecular
mechanism“, “endocrine regulation”, “folicular development”, “GDF-9 and BMP-15 growth
factors”, “GMPc and AMPc”, “gap junctions”, “ADAMTS-1". Una vez leidos los resimenes de los
articulos se han seleccionado aquellos que nos han parecido mas relevantes por su relacién con

el tema de este trabajo.

Resultados y discusidon

Anatomia funcional del aparato reproductor femenino

El aparato reproductor femenino esta formado por un conjunto de érganos cuya principal mision
consiste en hacer posible la fecundacidn y la gestacidon de un nuevo ser humano. Para ello,
cuenta con una serie de estructuras, donde se producen hormonas y procesos celulares que
llevan a la formacidn del gameto femenino, es decir del évulo, que junto con el espermatozoide

dard lugar a la formacién del cigoto, y con ello el proceso de gestacidn (figura 1).
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Figura 1. Anatomia detallada del aparato reproductor femenino (Saladin, 2013).
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Distinguimos en el aparato reproductor femenino: Los ovarios (o génadas femeninas) y los

conductos:
- Ovarios:

Son las génadas femeninas, encargadas de producir los dvulos y las hormonas sexuales
femeninas. Son dos cuerpos ovalados que miden unos 3-4 cm de longitud, que se encuentran
anidados en la fosa ovarica, una depresion en la pared pélvica posterior. El interior del ovario

estd dividido de manera indiferenciada en la médula central y la corteza exterior. La médula es

un nucleo de tejido conjuntivo fibroso ocupado por las arterias principales y las venas del ovario.

La corteza es el lugar donde se encuentran los foliculos ovaricos, cada uno de los cuales consta

de un ovocito en desarrollo rodeado por varias células foliculares pequefias (figura 2) (Saladin,

2013).

Figura 2. Corte histoldgico de ovario humano donde se pueden apreciar la médula y la corteza (Takizawa, 2016)

Varios ligamentos de tejido conjuntivo mantienen en su lugar a los ovarios y otros drganos

genitales internos. El ligamento ovdrico une el ovario al Utero y el ligamento suspensorio lo une

a la pared pélvica. El margen anterior del ovario esta

e,
. . . . Trompa%ﬁ%{
anclado mediante un pliegue peritoneal denominado de Falopio (&)

mesovario, el cual se extiende hasta una vaina de pesovario Ligamento ancho:

. . . . Mesosalpinge
peritoneo denominada ligamento ancho, que flanquea el  Ovario

Utero y encierra a las trompas de Falopio en su margen y
Mesometrio

superior (figura 3). El aporte nervioso, vascular y linfatico by

al ovario se produce a través del mesovario (Saladin,

2013). . . .
Figura 3. Ligamentos que rodean al ovario

(Saladin, 2013).




- Conductos:

Son estructuras que no estan implicadas en la formacion de los gametos. Su principal misién es

favorecer el proceso de fecundacién y desarrollo del embridn.

- Trompas de Falopio: Son unos conductos de aproximadamente 10 cm de longitud que

conectan el ovario con el Utero y que por tanto sirven para el transporte del évulo desde
el ovario hasta el Utero tras ser liberado en el proceso de ovulacién.

La trompa de Falopio esta envuelta en el mesoalpinge, que es el margen superior del
ligamento ancho. Su parte media y larga es la ampolla, y cerca del Utero forma un istmo
estrecho. Posteriormente, en su extremo distal (ovarico), las trompas terminan en un
infundibulo, es decir, un ensanchamiento del conducto, y aqui presenta unas
prolongaciones llamadas fimbrias, que en el momento de la ovulacidn se acercan al
ovario (figura 1). Estas fimbrias crean corrientes en la cavidad peritoneal, de tal modo
gue el évulo liberado se dirige hacia el ostium u orificio de la trompa para pasar a través
de él. En su parte interna, la pared presenta una mucosa con células epiteliales ciliadas
y una capa muscular que produce peristaltismo, ayudando con ello al paso del évulo
hasta el utero (Pocock y Richards, 2005; Saladin, 2013).

- Utero: Es una cdmara muscular donde se produce la implantacién del évulo fecundado,
y que va a albergar al feto, proporcionandole nutricién durante las 38-40 semanas de
gestacion.

La cavidad mide casi 7 cm de longitud y 4 cm de ancho, con una curvatura superior
amplia llamada fondo, una porcidn media llamada cuerpo y un extremo inferior
cilindrico llamado cuello uterino. La luz del dtero comunica con la vagina por medio de

un paso estrecho a través del cuello uterino denominado conducto cervical (figura 1).

Este canal se encuentra recubierto por un epitelio plano estratificado, y contiene
glandulas cervicales que secretan moco, que se considera que evita la dispersion de
microorganismos de la vagina hacia el Utero (Saladin, 2013).

En el Utero se distinguen varias capas: Una membrana externa serosa (perimetrio), una
capa media de musculo liso (miometrio) y una mucosa interna (endometrio). Este
endometrio es el que se desprende en el momento de la menstruacion, y esta formado
esencialmente por un epitelio cilindrico simple que se encuentra sobre tejido conectivo
denominado lamina propia, asi como glandulas tubulares, leucocitos, macréfagos y
otras células (Saladin, 2013).

El Utero se sostiene gracias a una serie de ligamentos: De estos destaca el ligamento

ancho, que tiene dos partes: el mesoalpinge mencionado antes y el mesometrio, a cada




lado del Utero. Ademas, el cuello uterino y la parte superior de la vagina tienen soporte

de los ligamentos cardinales que se extienden a la pared pélvica (figura 1) (Saladin,

2013).

- Vagina: Es un conducto de 8 a 10 cm que conecta el Utero con el exterior. Consta de una
capa adventicia externa, una capa muscular media y una mucosa interna. No tiene
glandulas, pero se lubrica por la filtracién de liquido seroso a través de sus paredes y por
moco de las glandulas cervicales que se encuentran mas arriba. Estas secreciones van a
depender del momento del ciclo sexual en el que se encuentre la mujer (Tresguerres y
cols., 2010; Saladin, 2013).

- Vulva: Es la parte final de todo el sistema, formado por los labios internos y externos.

También tiene células secretoras del moco (Pocock y Richards, 2005).

Diferenciacion y desarrollo de las gonadas femeninas

La diferenciacidon de las gdonadas durante la gestacidon estd determinada y coordinada por
diferentes genes, lo cual depende de la dotacién cromosémica del gameto masculino. En el caso
femenino, es la dotacion de tipo XX la que se establece en el mismo momento de la fecundacion.
De este modo, el sexo del embrién viene determinado genéticamente desde la concepcion,
aunque las génadas no adquieren caracteristicas morfoldgicas masculinas o femeninas hasta la

séptima semana de desarrollo.

Al principio, las génadas aparecen como un par de crestas longitudinales llamadas crestas

genitales o gonadales. Las células germinales, es decir aquellas que desarrollaran los ovogonios

destinados a formar ovocitos, no aparecen en estas crestas hasta la sexta semana de desarrollo,
a donde llegan mediante una migracién desde el saco vitelino, donde se originan. Durante esa

migracion se forman los llamados cordones sexuales primarios. En este momento, es imposible

aun diferenciar el sexo, y la génada se conoce como génada indiferenciada (Sadler, 2012).

En la séptima semana, los cordones sexuales primarios se dividen en grupos de células
irregulares, los cuales ocupan la parte medular del ovario, siendo después sustituidos por un
estroma vascular que forma la médula ovarica. El epitelio superficial de la génada femenina (a
diferencia de la masculina) sigue proliferando, originando una segunda generacién de cordones

sexuales que son los cordones sexuales corticales, a los que se incorporan las células germinales

primordiales que se han diferenciado en ovogonios gracias a procesos de mitosis. En el tercer

mes, los cordones corticales se dividen en grupos aislados de células, que siguen proliferando y




empiezan a rodear cada ovogonio con una capa de células epiteliales llamadas células foliculares

(Sadler, 2012). Asi permaneceran, hasta ser estimulados por la hormona foliculo-estimulante

(FSH) en algunos de los ciclos que se inician a partir de la pubertad (Tresguerres y cols., 2010).

Los ovogonios inician la meiosis a las doce o trece semanas de gestacion, pero se detienen en
fase diploteno. Esta fase consiste en una etapa de reposo que se da en la profase de la primera
meiosis (o meiosis |) de las dos que sufre el ovocito en su maduracién (Sadler, 2012). Los

ovogonios que han detenido su meiosis reciben el nombre de ovocitos primarios.

Al comienzo del cuarto mes de gestacién se diferencian en el ovario fetal tres zonas: Una
superficial donde existen algunos ovogonios en fase de proliferacién, una capa media en la que
hay ovocitos en comienzo de la profase meidtica con gran cantidad de tejido de sostén, y una
profunda, también con gran cantidad de tejido de sostén pero en este caso mas laxo que en la
capa media. Al comenzar el quinto mes la capa mas superficial ya no tiene ovogonios, sino

ovocitos que han empezado el desarrollo folicular (Tresguerres y cols., 2010).

Por otro lado, la médula de la génada indiferenciada involuciona y se produce la diferenciacién

de células del mesénquima en células intersticiales o de la teca, las cuales rodearan al foliculo.

En términos morfogenéticos la formacion del ovario se completa en torno al sexto mes de
desarrollo intrauterino. A pesar de esto, su capacidad para producir estrégenos comienza ya
entre la octava y décima semana y esta formacion es independiente de las gonadotropinas
hipofisarias. La diferenciacidn sexual a nivel del sistema nervioso central no ocurre hasta el
cuarto mes de gestacién, debido a la ausencia de testosterona y a la exposicién del sistema
nervioso central a los niveles de estrégenos procedentes del ovario fetal (Tresguerres y cols.,

2010).

Ovogénesis

La ovogénesis es el desarrollo y la produccién de los dvulos, es decir, el proceso por el que los
ovogonios se diferencian en ovocitos maduros (6vulos). Este proceso genera un gameto
haploide (n) por medio de meiosis. Se trata de un acontecimiento que ocurre una vez al mes, y
que estd acompanado por cambios ciclicos en la secrecién hormonal y en la estructura

histoldgica del ovario y del Utero, lo cual explicaremos con detalle mas adelante.




Como hemos comentado antes, la maduracion de los ovocitos se inicia antes del nacimiento
gracias a procesos de mitosis, junto con la diferenciacién gonadal femenina, dando lugar a
ovocitos primarios diploides (2n). En el momento del nacimiento, los ovocitos (que para su
maduracién completa pasan por dos procesos de meiosis) (figura 4) han iniciado la profase de
la primera meiosis o meiosis |, pero en lugar de continuar en la metafase, entran en fase de

diploteno. Estos no completaran la primera division meidtica hasta después de la pubertad.

Gametogénesis

Meiosis| Meiosis Il
A A

Yo\ @

@9

\}: ‘gé J—>

Oo;te R Egg cell

(diplaid) Polar bodies (haploid)
(heplad)

Figura 4. Esquema de las divisiones meidticas en el proceso de ovogénesis. Adaptada de Anselmo,

2015.

Durante la infancia, e incluso desde antes del nacimiento, la mayoria de ovocitos se vuelven
atrésicos, es decir, degeneran. De este modo, al inicio de la pubertad solo quedan unos 40.000

ovocitos primarios, de los cuales solo ovularan entre 400 y

Ovogénesis

500, uno cada mes hasta que la mujer llegue a la

Ovacito primario,

Al nacer hay unos

400 000 ovocitos
en el ovario

menopausia. Por tanto, el desarrollo del évulo se reanuda

en la adolescencia, momento en el cual se comienza a

Primera division

meidtica
completar la meiosis | que se encontraba en reposo. Esto
Primer .y ; .. ~
corpisculo Meeas conlleva la formacién de dos células hijas de tamafio
polar
desigual, cada una con 23 cromosomas dobles (haploide,
Ovocito ., . . .
secundaio N). Una de estas células, el ovocito secundario, recibe la
°°;‘;";{::f§"° mayor parte del citoplasma; la otra, el primer corpusculo
Segunda divisién gl oRctic . . . .
meistica polar, apenas recibe citoplasma (figura 5). El primer

Segundo
corpusculo
polar

corpusculo polar se coloca entre la zona peltcida (una capa

formada por glucoproteinas que se forma alrededor del

En los seres humanos el
espermatozoide se une a
un avocito secundario y
esto constituye el esti-
mulo para la segunda
division meidtica

ovocito) y la membrana celular del ovocito secundario. A

continuacién, el ovocito secundario inicia la segunda

meiosis 0 meiosis I, avanzando hasta la metafase Il, pero

Fecundacion

Pronicloos - Figura 5. Proceso detallado de la ovogénesis. Adaptada de
Cigoto de sexo masculino Jimeno, 2013.
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se detiene en esta etapa aproximadamente 3 horas antes de la ovulacién. La meiosis Il solo se
completa si el ovocito es fecundado; en caso contrario, la célula degenera aproximadamente 24

horas después de la ovulacién (Sadler, 2012; Saladin, 2013).

Desarrollo de los foliculos ovaricos o foliculogénesis

La unidad funcional del ovario es el foliculo. El ovario esta formado por multiples foliculos en
diversos estadios de desarrollo (figura 6). Durante la formacion del évulo maduro, se producen
cambios en las células que lo rodean en un proceso denominado foliculogénesis.

Ovocito
Foliculo secundario

Foliculos primarios

Granulosa Foliculo terciario

Cuerpo luteo
en degeneracion

IURORNS)

#vy,, Cavidad
' l'—:'z:folicular
\.

Foliculos
primordiales

\}\- Ovocito
. § 7= 5 s > -
" i ,)“2‘ /;1_" y ; vz 7 AR =— Zona pellicida

1) 2

1
Cuerpo luteo——%

< e
¢ 3

¥ ’\{‘{:'..

Ovulo

Corona radiata

Médula Desarrollo del
cuerpo luteo

Figura 6. Corte transversal de un ovario donde se pueden observar los foliculos en diferente estado
de desarrollo. Adaptada de Bomba, 2014.

En el proceso de ovogénesis, una vez que los ovogonios comienzan su

. R . , Foliculos Oocito Células
primera divisibn meidtica, quedan rodeados por células pumerdiales pumane - foliculares
mesenquimales formando una membrana basal (la ldamina basal), de

tal modo que se convierten en ovocitos primarios rodeados de una

capa de células foliculares que forman los foliculos primordiales

(figura 7). La reserva de foliculos primordiales que se crea durante la

vida fetal se pierde gradualmente entre la pubertad y la menopausia,

ya que cada mes solo algunos de ellos prosiguen su  Figura 7. Corte de ovario donde se observan
foliculos primordiales. Adaptada de Ortega

desarrollo (Pocock y Richards, 2005). Dominguez, 2015

En cada ciclo, un foliculo progresa a través de una serie de

estadios de desarrollo que incluyen: crecimiento y maduracion, ovulacion, formacién del cuerpo
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luteoy, en ausencia de fecundacidn, degeneracidn. El desarrollo folicular se estructura en varios

estadios: Zona  Oocito  Células
pelucida  prmano  granulosas

- Foliculos primario y secundario:

Cuando el foliculo primordial ya ha sido activado para iniciar el

desarrollo, se convierte en un foliculo primario, lo cual conlleva

un aumento de tamafo considerable, tanto del propio foliculo
como del ovocito primario que se encuentra en su interior (figura

8) (Pocock y Richards, 2005).

‘.I ' -

Figura 8. Corte de ovario en el que se observa un foliculo primario.
Adaptada de Ortega Dominguez, 2015.

Qocito . . .
primario g_‘ggﬁg ey Las células estromales (foliculares) que rodean el ovocito se

dividen formando diversas capas de células de la granulosa, las

cuales secretan la glucoproteina que forma la zona pelucida.
Ademas, las células adyacentes a la Idmina basal se multiplican y
diferencian formando capas concéntricas, denominadas teca,
alrededor del foliculo. Las capas de células de la teca mas externas
son planas y de naturaleza fibromuscular (teca externa), mientras

gue las capas internas son mas cuboidales (teca interna). Todo este

desarrollo provoca al final la transformacién
Figura 9. Corte de ovario en el que se observa un foliculo

secundario. Adaptada de Ortega Dominguez, 2015. del foliculo en un foliculo secundario (figura 9).

La duracidn de esta fase no esta clara, pero se cree que es aproximadamente unos 2 dias (Pocock

y Richards, 2005).

- Foliculo terciario:

Siempre que los valores hormonales circulantes sean adecuados, cualquier foliculo con los
receptores apropiados entrard en el estadio siguiente (figura
10). Por el contrario, los foliculos secundarios que no poseen
receptores hormonales experimentan un proceso de atresia,
es decir, degeneran y mueren. Esta fase suele durar 8-10 dias.
? & - 2
Durante este tiempo, las capas celulares de la granulosa y : : ':..',; -mpmmd{m%;“-f

Figura 10. Corte de ovario en el que se observa un foliculo terciario & A\
(Maria T., 2015)

Gl SR
ROSIVZ T

12

——
| —



tecales contindan aumentando de grosor. Ademas, las células de la granulosa comienzan a
secretar liquido folicular alrededor del ovocito, el cual forma una cavidad llamada antro. De este
modo, rodeado de células de la granulosa, el ovocito queda virtualmente suspendido en el
liguido folicular, adquiriendo, a medida que avanza el desarrollo, una posicién cada vez mas
alejada del centro del foliculo (Pocock y Richards, 2005). Se empieza a observar de este modo el

llamado complejo cumulo-ovocito (CCO), el cual es el conjunto formado por el ovocito vy el

cumulo, que son las células de la granulosa que lo rodean.

- Foliculo de De Graaf:

Para que el foliculo continde con su desarrollo, se deben dar una serie de acontecimientos
hormonales, de tal modo que el foliculo que no lo lleve a cabo experimentara atresia. Por este
motivo, aunque la mujer desarrolla varios foliculos primordiales, solo uno de ellos llega a la

ovulacién, que seria el llamado foliculo dominante. Este foliculo dominante, una vez esté

completamente desarrollado y listo para liberar el évulo, da lugar al foliculo de De Graaf.

Este estadio dura unas 36 horas, y durante este tiempo el foliculo experimenta cambios.
Comparado con el foliculo terciario, su morfologia es muy similar, presentando igualmente
capas de células de la granulosa y de la teca y el antro. La diferencia entre uno y otro reside en
que el foliculo de De Graaf tiene un tamafio mayor que el foliculo terciario, observandose un
mayor grosor en las capas celulares que lo forman. Dentro de las células que forman la granulosa
se distinguen dos subtipos: Las células murales (que rodean al antro) y las células del cimulo
(nombradas anteriormente), que daran lugar a respuestas y sefiales distintas en el momento de
la ovulacidn. Por otra parte, cabe destacar que el ovocito adquiere en el foliculo de De Graaf una
posicidon completamente excéntrica (figura 11). Justo antes de la ovulacién, ocurre en el CCO un

proceso que se conoce con el nombre de expansion del cimulo, donde se produce un aumento

del tamafio del CCO debido a la separacion
que se da entre las células del ciumulo.

Durante la ovulacidn se produce la rotura

_+ _ Células murales

del foliculo y la liberacidn del évulo a las

’ ‘i/ Células del cimulo - o trompas de Falopio, en los que juegan una

funcion  muy  importante  diversas
moléculas de sefalizacién, hormonas vy

procesos que explicaremos con detalle

mas adelante (Pocock y Richards, 2005).

"N 2R A = z
Figura 11. Corte de ovario en el que se observa un

foliculo de De Graaf. Adaptado de Talens, 2008.
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- Cuerpo luteo:

Después de la salida del évulo y del liquido folicular, el resto del foliculo se colapsa y dentro de
la cavidad se forma un coagulo de sangre. Este foliculo colapsado experimenta una
transformacion y se convierte en el cuerpo luteo. En caso de fecundacion, el cuerpo luteo sera
el responsable de mantener el equilibrio hormonal que garantiza la implantacién y el
mantenimiento del embridn durante las primeras semanas del embarazo. En las horas siguientes
a la expulsién del évulo del ovario, las células foliculares residuales experimentan el proceso de

luteinizacion: aumentan de tamano y desarrollan inclusiones de lipidos, que dan al cuerpo luteo

su color amarillento.

Si el évulo liberado no es fecundado, al cabo de 10-14 dias el cuerpo luteo degenera, dando
lugar a la llamada lutedlisis. Se produce el colapso de las células luteinizadas, isquemia y muerte
celular. El cuerpo lUteo degenerado se forma aproximadamente el dia 26 del ciclo, y deja una
cicatriz blanquecina dentro del estroma ovdrico, que persiste durante varios meses y que se

conoce con el nombre de cuerpo albicans o blanco (Pocock y Richards, 2005).

Ciclo sexual femenino

SNC
©

Este ciclo tiene una media de 28 dias
de duracioén, pero suele variar de 20

»Hipotilamo

a 35 dias dependiendo de cada e

LHRH
mujer. Incluye la ovogénesis y los

cambios que se producen en el

XS]

endometrio. FSH LH

Hipatisis

La regulacién endocrina del ciclo se

lleva a cabo a través del eje

Foliculo

hipotdlamo-hipdfisis-ovario: La

Cuerpo liteo

hormona hipotaldamica liberadora

de gonatropinas (GnRH) se secreta
de forma pulsatil cada hora y una -

Estrogenos Estrogenos Progesterona

vez al mes, actuando sobre la

adenohipdfisis. Aqui controla la Figura 12. Esquema del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Adaptado de

liberacién de las hormonas LH y FSH, ~ Tresguerresy cols., 2010.
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que a su vez regulan en los ovarios el desarrollo adecuado del ciclo ovérico. Estos, como
respuesta, secretan estrégenos y progesterona, que afectan al Utero y ejercen controles de
retroalimentacién positiva y negativa sobre el hipotdlamo y la adenohipdfisis. La
retroalimentacién negativa es la responsable de la autorregulacién de las diferentes hormonas
nombradas, de tal modo que la cantidad secretada de cada una sea la correcta para que el ciclo
ocurra adecuadamente. La retroalimentacion positiva de los estrégenos es la responsable del

pico de LH que produce la ovulacion (figura 12) (Saladin, 2013).

Para facilitar el estudio del ciclo sexual femenino se explican los cambios que ocurren en el
ovario (ciclo ovarico) y los cambios que se producen en el endometrio uterino (ciclo menstrual)

paralelamente a la regulacién endocrina:
- Ciclo oviérico:
En el ciclo ovarico se distinguen tres fases:

1. Fase folicular: Se extiende desde el principio de la menstruacion hasta la ovulacion (dias
1-14). La preparacioén para esta fase comienza casi dos meses antes de que se dé dicha
ovulacion. De este modo, poco después de la ovulacién anterior, una nueva cohorte de
foliculos primordiales desciende de la corteza hacia la médula y empieza a crecer, de tal
modo que al final solo uno de ellos termina de madurar para ovular el mes siguiente.
Durante esta fase la FSH estimula el crecimiento continuo de todos los foliculos de la
cohorte, pero sobre todo el del foliculo dominante, y favorece la secrecién de
estrégenos por parte de las células de la granulosa (figura 13), produciendo con ello un
mecanismo de autopotenciacion al favorecer esos estrégenos la proliferacién de una
mayor cantidad de células de la granulosa que dardn lugar a mayores niveles de
estrogenos. Ademads, al mismo tiempo, estos inhiben la secrecion de GnRH en el
hipotdlamo, de tal modo que asi la adenohip&fisis ird secretando cada vez menos FSH,
aumentando sin embargo la cantidad de LH secretada (figura 12). Es esta caida de
niveles de FSH lo que provoca la atresia de la mayoria de los foliculos, mientras que el
foliculo que persiste (al ser mas sensible a bajos niveles de FSH) sigue creciendo
produciendo al final de esta fase el foliculo de De Graaf (Saladin, 2013).

2. Ovulacidn: Es la rotura del foliculo maduro y la liberacién de su évulo y las células del
cumulo, lo cual ocurre alrededor del dia 14. Los cambios que ocurren el dia anterior lo
hacen posible: Los estrégenos, mediante retroalimentacidn positiva, dan lugar al pico
de LH y a la secrecién de FSH en la adenohipdfisis (figura 13). La LH induce varios

acontecimientos. El ovocito primario completa la meiosis |, produciendo el ovocito
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haploide secundario y el primer corpusculo polar, mientras que el liquido folicular
aumenta con rapidez, y el foliculo se hincha. La pared folicular y el tejido ovdrico
adyacente se debilitan por la inflamacién y la accién de una enzima proteolitica. Con Ia
presién interna creciente y el debilitamiento de la pared se acaba produciendo la rotura
del foliculo maduro.

Mientras tanto, la trompa de Falopio se prepara para albergar el évulo liberado, para lo
cual se dilata con el fin de envolver al ovario (Saladin, 2013).

Fase lutea: Abarca los dias 15-28, es decir, desde poco después de la ovulacién hasta el
inicio de la menstruacion. A continuacién, se explican los acontecimientos que ocurren
en esta fase en el caso de que no haya embarazo:

Como hemos explicado previamente, el foliculo al romperse colapsa, dando lugar a la
formacién del cuerpo lateo. Esta transformacion es regulada por la LH, y ésta estimula
al cuerpo IUteo para que crezca y secrete cantidades crecientes de estrégenos vy
progesterona, aumentando esta Ultima de manera destacable.

La progesterona es crucial en la preparacién del Utero ante la posibilidad de un
embarazo, y junto con los estréogenos produce el efecto de retroalimentacién negativa
sobre la adenohipdfisis que provoca la reduccidn de los niveles de LH y FSH (figura 12).
Si no ocurre el embarazo, se forma el cuerpo albicans, y disminuye la secrecion de
estrogenos y progesterona, lo cual interrumpe la inhibicién que sufria la adenohipdfisis
y hace que los niveles de FSH aumenten, comenzando de nuevo con el desarrollo de

foliculos (Saladin, 2013).

HORMONE LEVEL

LH

[ FSH
ESTROGEN AR,
PROGESTERONE ( f
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Figura 13. Esquema que muestra las variaciones hormonales a lo largo del ciclo ovarico. (Serna
Suarez, 2015).
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Ciclo menstrual:

Ocurre de manera simultanea al ciclo ovérico. Consta de un desarrollo del tejido endometrial a

través de casi todo el ciclo sexual, seguida de su desprendimiento y descarga por via vaginal

(menstruacién). Esta descarga dura en promedio 5 dias, y el primer dia de la descarga vaginal

notoria se define como el dia 1 del ciclo sexual. Podemos dividir el ciclo menstrual en 4 fases:

1.

Fase proliferativa: Durante esta etapa se reconstruye la capa de tejido endometrial

(estrato funcional) que se pierde en la parte final de la menstruacién. Al final de la
menstruacion, alrededor del dia 5, el endometrio mide casi 0,5 mm de grosor y solo
contiene el estrato basal, pero a medida que se desarrolla una nueva cohorte de
foliculos en el ovario, estos segregan mas estrégenos. Estas hormonas favorecen la
mitosis en el estrato basal y el crecimiento de los vasos sanguineos, por lo que se
regenera el estrato funcional. De este modo, en el dia 14, el endometrio mide de2a 3
mm de grosor.

Los estréogenos también estimulan a las células endometriales para que produzcan
receptores de progesterona, preparandolas para la fase secretora (Saladin, 2013).

Fase secretora: En esta fase el endometrio se engrosa alin mas, pero como resultado de
la secrecién y acumulacion de liquido en lugar de mitosis. Esta fase se extiende desde el
dia 15 (después de la ovulacién) hasta el dia 26.

La progesterona que es liberada por el cuerpo liteo después de la ovulacion estimula
las células endometriales para que formen depdsitos de lipidos y glucégeno en su
citoplasma que servirdn de nutrientes para el embrién. Las glandulas se hacen mas
anchas, largas y enrolladas, y la ldmina propia se hincha con liquido tisular. Al final de
esta fase, el endometrio tiene 5-6 mm de grosor, constituyendo asi la capa perfecta para
albergar al embrion en el caso de que haya embarazo (Saladin, 2013).

Fase premenstrual: Se corresponde con los dos ultimos dias del ciclo, y consiste en un

periodo de degeneracidn endometrial. Al no haber embarazo el cuerpo luteo se colapsa
disminuyendo con ello los niveles de progesterona, y esta disminucidon desencadena
contracciones de las arterias del endometrio, provocando con ello isquemia
endometrial y necrosis del tejido.

A medida que las glandulas endometriales, el estroma y los vasos sanguineos
degeneran, se acumulan depésitos de sangre en el estrato funcional. El endometrio que
ha necrosado se desprende de la pared uterina, se mezcla con sangre y liquido seroso

en la luz y forma el liquido menstrual (Saladin, 2013).
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4. Fase menstrual: Cuando se acumula suficiente liquido menstrual en el Gtero, empieza a
descargarse de la vagina, dando lugar a esta fase. La mujer, de media, expulsa casi 40
mL de sangre y 35 mL de liquido seroso en cinco dias. El liquido menstrual contiene
fibrinolisina, de modo que no se coagula, y de hecho, la descarga vaginal de sangre
coagulada puede indicar una patologia uterina mas que menstruacién normal (Saladin,

2013).

A continuacidn, se presenta un cuadro resumen (tabla 1) de las fases del ciclo ovarico, haciendo

referencia a aspectos de la foliculogénesis y de la ovogénesis:

Dias Fase Caracteristicas principales

1al14 | Fase folicular Desarrollo de los foliculos ovaricos y secrecion importante
de estrogenos. Coincide con las fases menstrual y
proliferativa del ciclo menstrual.

Foliculo primordial Se forma antes del nacimiento y muchos persisten en la
edad adulta. Consta de un ovocito rodeado por una sola
capa de células foliculares planas.

Foliculo primario Consta de un ovocito rodeado por una capa de células
foliculares cilindricas.
Foliculo secundario Alrededor del ovocito se forman las células de la granulosa

a partir de las células foliculares, la zona peldcida vy las
células de la teca.

Foliculo terciario Se forma un antro grande lleno de liquido folicular y se
observa el complejo cimulo-ovocito, corona radiata, zona
pelucida y teca de dos capas.

Foliculo dominante Foliculo terciario cuyo ovocito esta destinado a liberarse
en la ovulacidn. Secreta sobre todo estrégenos.
Foliculo de De Graaf Foliculo dominante que se forma al final del desarrollo

justo antes de la ovulacion. Presenta una presion de
liqguido interno elevada a medida que se debilita la pared
ovdrica adyacente.

14 Ovulacion Rotura del foliculo maduro y liberacién del évulo.
15a28 | Fase lutea Dominada por el cuerpo luteo, coincide con las fases
secretoras y premenstruales del ciclo menstrual.
Cuerpo luteo Se desarrolla a partir del foliculo vacio por proliferacién de

las células de la granulosa y de la teca. El aumento de la
progesterona hace posible la fase secretora del ciclo
menstrual.

Cuerpo albicans Producido por la involuciéon del cuerpo luteo, sin actividad
hormonal. Al disminuir la progesterona, se produce
isquemia, necrosis y renovacion del tejido endometrial,
formandose el liquido menstrual.

Tabla 1. Cuadro resumen de las fases del ciclo ovarico con su relacion con las etapas de ovogénesis y
foliculogénesis. Transcrito v adaptado de Saladin, 2013.
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Mecanismos de la ovulacion

El éxito de la ovulacién depende en gran medida de la coordinacién y sincronizacidn de sefiales
endocrinas, paracrinas, inmunoldgicas y metabdlicas del complejo cimulo-ovocito: Las células
del cumulo participan en el crecimiento de los foliculos, en la maduracién del ovocito, en la
detencion y posterior reanudacion de la meiosis, en la liberaciéon del ovocito y en cubrir las
necesidades metabdlicas de éstos. A su vez los ovocitos regulan la actividad metabdlica, el

crecimiento y la diferenciacién de las células del cimulo (Russell y Robker, 2007).

La ovulacion es un proceso complejo que comienza con la reanudacion de la meiosis por parte
del ovocito que se encontraba en fase diploteno, hasta que se produce una ruptura de la pared
del foliculo que permite la liberaciéon del dvulo maduro, seguida de una reestructuracién y

diferenciacidon del tejido para dar lugar al cuerpo luteo.

Este proceso se produce gracias a una cascada de eventos que se inician en el foliculo gracias al
pico de gonadotropinas, es decir, el pico de la hormona luteinizante (LH) y el pico de la hormona
foliculo-estimulante (FSH). Como respuesta a este estimulo, se producen cambios en la
expresion de genes y en la estructura folicular, con consecuencias diferentes en las células de la

teca, de la granulosa, cumulo y el ovocito (figura 14) (Russell y Robker, 2007).

Figura 14. Sefializacién de FSHy LH, y
de los factores de crecimiento GDF-9
y BMP15 sobre las células de |a
granulosa del foliculo dominante.
Adaptada de Russell y Robker, 2007.

De todos los mecanismos moleculares y sustancias implicados en la ovulacién, describiremos

algunas que destacan especialmente debido a su importancia.

- Sefalizacidn intracelular y comunicacion intercelular:

Las moléculas mas importantes implicadas en la sefializacion intracelular y comunicacion

intercelular que hacen posible la maduracién y liberacién del ovocito son:
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a) Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc):

Como hemos explicado anteriormente, la meiosis de los ovocitos comienza durante el
desarrollo embrionario para llegar a la fase diploteno. En el momento de la ovulacién, la LH

actua sobre las células murales de la granulosa para reiniciar la meiosis.

Gracias a estudios realizados hace mas de dos décadas, se sabe que se requieren altos
niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) para mantener detenida la meiosis del
ovocito (Cho y cols., 1974; Dekel y Beers, 1978). Sin embargo, no solo el AMPc juega un
papel importante en esto, sino que también los cambios en los niveles de guanosin

monofosfato ciclico (GMPc) van a controlar la meiosis del ovocito.

Estudios recientes muestran que la inhibicion de la meiosis depende del GMPc, el cual

difunde desde las células de la granulosa hasta el ovocito a través de las uniones tipo gap

gue conectan todas las células del foliculo (Norris y cols., 2009; Richard y Baltz, 2014) (figura
15). En el ovocito, el GMPc inhibe la degradaciéon del AMPc, mediante inactivacién de la

enzima fosfodiesterasa PDE3A. De este modo, se producen en el ovocito altos niveles de

AMPc, lo cual inhibe la progresion de la meiosis (Holt y cols., 2013; Hunzicker-Dunn y Mayo,

2015; Dupré y cols., 2014) (figura 15) (Shuhaibar y cols., 2015).
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Figura 15. Esquema de la funcion del GMPc en la reanudacién de la meiosis y la sefializacién implicada en
dicha accién. Adaptada de Shuhaibar y cols., 2015.
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También estudios recientes han mostrado que el GMPc producido por las células de Ila

granulosa es regulado por el péptido natriurético tipo C (CNP). Esta hormona es secretada

por las células murales de la granulosa y lleva a cabo sus efectos a través de la unién a su
receptor NPR2, lo que mantiene altos los niveles de GMPc. El aumento de la LH, previo a la
ovulacidén, inactiva el NPR2, disminuyendo la concentracién de GMPc y en consecuencia las
del ovocito (Kawamura y cols., 2011). Esta disminucion hace que disminuya el AMPc en el
ovocito y se reanude la meiosis. Ademas, contribuye que la sefal de la LH también
incrementa el contenido ovarico de los ligandos del receptor EGF (Epidermal growth factor),
de modo que mediante la activacion de este receptor se produce una disminucién de los

niveles de GMPc en el CCO (Wangy cols., 2013).

La sefializacion de la LH se inicia en las células murales de la granulosa, ya que los receptores
de LH (asociados a proteinas G y adenilato ciclasa) se encuentran en estas células y estdn
ausentes tanto en el ovocito como en las células del cimulo (Wangy Greenwald, 1993; Eppig
y cols., 2002) (figura 15). Los eventos que esto desencadena por tanto dan lugar a que la
meiosis se reanude, debido a una reduccién de los niveles de GMPc en el ovocito mediante
la activacion de la enzima fosfodiesterasa PDE5 (que hidroliza el GMPc) y la inactivacién de

NPR2 (figura 15) (Shuhaibar y cols., 2015).

Las proteinas de las uniones comunicantes o gap presentes entre el ovocito y las células de

la granulosa van a regular la comunicacidn entre estas células. Cambios en la permeabilidad
de estas uniones permiten el paso de sustancias reguladoras, metabolitos y nutrientes de

una a otra célula. Una de esas sustancias es el GMPc.

De estas proteinas, caben destacar dos conexinas: La conexina-43 (que predomina en las
uniones de las células murales entre si), y la conexina-37 (que predomina en las uniones
entre las células del cimulo y el ovocito) (Beyer y cols., 1989; Simon y cols., 1997). Estas
conexinas también van a sufrir la accidn provocada por la LH (Conti y cols., 2012). Sin
embargo, el mecanismo concreto mediante el cual esto ocurre es poco conocido. Se ha
demostrado que la sefial provocada por la LH reduce la permeabilidad de las uniones tipo
gap, en concreto en las conexinas-43 (no en las conexinas-37), pero la meiosis puede
continuar sin que esto ocurra (Norris y cols., 2008; Conti y cols., 2012), lo cual se opone a
que el cierre de estas uniones tipo gap sea un mecanismo imprescindible para la transmisidn
de la sefial. Ademas, la sefial de la LH también reduce los niveles de GMPc en el foliculo en
si, sugiriendo por tanto que el descenso de los niveles de GMPc en el ovocito es una

consecuencia de la caida de estos niveles alrededor del mismo, ya que todo estd conectado
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mediante uniones tipo gap y se produce una difusidén a través de estas uniones (Tornell y

cols., 1991) (figura 15) (Shuhaibar y cols., 2015).

Para examinar si el descenso de GMPc inducido por la LH en las células del cimulo ocurre
por difusién a través de las uniones tipo gap, en un estudio se preincubaron los foliculos con
carbenoxolona, la cual inhibe la comunicacion a través de estas uniones dentro del foliculo
(Norris y cols., 2008). Aunque inicialmente no se observo efecto sobre los niveles de GMPc
en las células murales ni en las del cimulo, finalmente se produjo un descenso de los niveles
de GMPc en el ovocito, debido a la desconexién producida entre las células murales y las del
cumulo, en las cuales, como dijimos anteriormente, se produce el GMPc. Como
consecuencia, la carbenoxolona causé la reanudacion de la meiosis. En estas condiciones,
inicialmente la LH realiza su accién sobre los receptores de la LH presentes en las células
murales, de modo que se produce el descenso de GMPc en las mismas, pero no en las células
del cimulo. En este punto, la falta de propagacion del descenso de GMPc hacia las células
del cdmulo (como ocurriria en condiciones normales) en aquellos foliculos tratados con
carbenoxolona, indica que la comunicacidn mediante las uniones gap es necesaria para que
se produzca una rapida disminuciéon de los niveles de GMPc en las células del cimulo y se

reanude la meiosis (Shuhaibar y cols., 2015).

En este mismo estudio, se observd que, pasadas dos horas, las uniones tipo gap eran capaces
de mantener por si mismas niveles bajos de GMPc en el cimulo. Esto parece deberse sobre
todo a los ligandos del receptor EGF liberados en las células murales de la granulosa, que
actuan sobre el cimulo (Vaccari y cols., 2009; Norris y cols., 2010) por un mecanismo
desconocido, y también debido al descenso del péptido agonista de NPR2 (Norris y cols.,
2010; Kawamura y cols., 2011). De este modo, se concluye que estan implicadas diferentes
sefiales que dan lugar a una disminucién inicial del GMPc en las células del cimulo, y que se
mantiene posteriormente. Una vez que se han reducido los niveles de GMPc tanto en las
células murales como en el cimulo, la cantidad de GMPc existente en el pequefio volumen
que ocupa el ovocito se equilibra con el gran volumen que supone el foliculo, lo cual se

consigue gracias a la conexion a través de las uniones tipo gap (Shuhaibar y cols., 2015).

b) Fosfodiesterasa PDE4D:

La fosfodiesterasa PDE4D es un importante regulador de la acumulacion de AMPc en las

células de la granulosa mediado por la LH (Tsafriri y cols., 1996), necesario para que se dé
una ovulacién normal. En unos estudios se observd que los ratones con falta de PDE4D

exhibian una velocidad de ovulacién y un tamafo de las camadas drasticamente reducidos,
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debido a una respuesta alterada de las células de la granulosa al pico de la LH y a una
expresion reducida de los genes implicados en la ovulacion (Jin y cols., 1999; Park y cols.,
2003). Sin embargo, en estos ratones se desmostré que los foliculos preovulatorios
morfolégicamente normales, aunque reducidos en numero, todavia expresaban genes
implicados en la ovulacion (Park y cols., 2004). De este modo, la falta de PDE4D hace que se
acumule AMPc de tal forma que los foliculos exhiben una luteinizaciéon prematura y un

atrapamiento de los ovocitos en foliculos luteinizados inmaduros (Russell y Robker, 2007).

c) Factores de crecimiento GDF-9 y BMP-15:

El ovocito juega un papel importante en la regulacidon y promocién del crecimiento folicular,
y por tanto en su propio desarrollo, mediante la produccién de factores de crecimiento que
actuan sobre todo sobre las células de la granulosa mediante sefiales paracrinas. De estos
factores de crecimiento secretados por el ovocito, hay dos que son de especial importancia:
el factor GDF-9 (growth and differentiation factor-9) y el BMP-15 (bone morphogenetic
protein-15). Ambos promueven el crecimiento folicular, el desarrollo restrictivo del foliculo
dominante y regulan el metabolismo, la proliferacién y diferenciacién de las células de la

granulosa del cimulo (Otsuka y cols., 2011).

Hay evidencias de que el GDF-9 es esencial para el desarrollo folicular en las etapas previas

a la formacion del antro, ya que el GDF-9 promueve la supervivencia folicular inhibiendo la
apoptosis de las células de la granulosa y la atresia de los foliculos (Orisaka y cols., 2006).
Esto se debe, en parte, a la estimulacion que produce el GDF-9 sobre la expresidn de los
receptores de la FSH, la cual es esencial para el crecimiento del antro en respuesta a esta

hormona (Otsuka y cols., 2011).

También, el GDF-9 tiene una funcién importante durante las fases finales del crecimiento
folicular, previo a la ovulacidn, ya que, antes del pico de LH, las células del cimulo requieren
de GDF-9 para que se lleven a cabo una serie de vias metabdlicas como la glicélisis (Sugiura
y cols., 2005). Este control metabdlico sobre las células del cimulo es también esencial para
el desarrollo folicular en sus etapas preovulatorias, lo cual vuelve a poner de manifiesto la

importancia de este factor en dicho desarrollo (Otsuka y cols., 2011).

El GDF-9 también influye en el control de las funciones de las células de la teca. Estudios in
vivo mostraron que mediante inyecciones intraperitoneales de GDF-9 en ratas jovenes, se
produce la progresiéon de los foliculos primordiales y primarios a pequefios foliculos
secundarios, asi como un aumento en un marcador especifico de las células de la teca

(CYP17) (Vitt y cols., 2000). De este modo se vio que las acciones del GDF-9 en las células de
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la teca, asi como en las de la granulosa, son importantes para la promocién del crecimiento

folicular (Otsuka y cols., 2011).

Por otro lado, el BMP-15 presenta una expresion creciente en relacién al crecimiento del

foliculo y su desarrollo. Se ha visto en ratas que el BMP-15 estimula la proliferacion de

células de la granulosa indiferenciadas con independencia de la accién de la FSH (Otsuka y
cols., 2000). Sin embargo, existe una autorregulacién por parte del mismo BMP-15, ya que
puede también inhibir la accién de la FSH suprimiendo la expresion de su receptor en las
células de la granulosa (Otsuka y cols., 2001). Esto, en combinacion con el efecto de otras

moléculas, permite una induccidn efectiva de la proliferacién de las células de la granulosa.

El BMP-15 también estd involucrado en la regulacion de la apoptosis de las células del
cumulo, ya que contribuye a disminuir la apoptosis de estas células hasta el momento de la
ovulacion. Esto no se ha visto con el GDF-9 (Hussein y cols., 2005). Del mismo modo, el BMP-
15 estd relacionado con la estimulacion de la expansion del cimulo (Yoshino y cols., 2006)
mediante el aumento de la expresién del receptor EGF, el cual ya hemos mencionado
anteriormente que responde a la sefial producida por la LH y por tanto es imprescindible
para la respuesta de las células del cimulo a dicha sefial. Esta intensificacién de la expresion
del receptor EGF también se ha observado con GDF-9, de modo que este factor de

crecimiento también juega un papel crucial en la expansion del cimulo (Su y cols., 2010).

En estudios con ratones que carecen de GDF-9 se muestra un bloqueo en la foliculogénesis
en las etapas tempranas (Dong y cols., 1996; Elvin y cols., 1999), de modo que no se llega a
dar la formacién de foliculos preovulatorios. Sin embargo, mutaciones del BMP-15 en
ratones solo producen sutiles alteraciones del crecimiento folicular y de la ovulacién,
sugiriendo que el BMP-15 parece jugar un papel mas importante en combinacién con el

GDF-9 (Yany cols., 2001).

Sin embargo, hay diferencias entre las distintas especies, por lo que es posible que lo
demostrado en ratones sea diferente a lo que ocurre en el ser humano. Por ello, vamos a
analizar algunos estudios realizados en mujeres que presentan mutaciones en estos factores

de crecimiento:

La identificacion de variantes del GDF-9 en pacientes con fallo ovarico prematuro (Dixit y
cols., 2006; Zhao y cols., 2007) sugiere una funcion alterada del GDF-9 en la disfuncion
ovarica. Ademas, mutaciones en el GDF-9 han sido detectadas también en madres de
mellizos, sugiriendo que algunas variantes de estas mutaciones pueden estar ligadas a un

fenotipo poliovulatorio. Tres mutaciones conocidas del GDF-9 (GDF-9"1%5, GDF-9™74' Y GDF-
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9R454C) astdn significativamente relacionadas con una velocidad de ovulacién mayor en
mujeres (Palmer y cols., 2006). De todo esto se concluye que el GDF-9 parece alterar la

velocidad de ovulacion en mujeres (Otsuka y cols., 2011).

Es interesante destacar que muchas de estas mutaciones parecen influir en la dimerizaciéon
de la proteina madura, alterando la formacion de la proteina funcional (Otsuka y cols.,

2011).

Asimismo, se ha encontrado una relacién entre el sindrome de ovario poliquistico (SOP) y la
alteracion del GDF-9. El SOP es una de las causas mas comunes de la falta de ovulacion,
infertilidad e irregularidades en la menstruacién (Otsuka y cols., 2011). El analisis de tejido
ovarico en mujeres con SOP ha revelado que la expresion del ARNm de GDF-9 se encuentra
reducida durante las fases de crecimiento y diferenciacion del évulo, mientras que el BMP-
15 no se ve alterado (Teixeira Filho y cols., 2002). El hecho de que solo el GFD-9 se vea
afectado puede ser debido al papel especifico de este factor de crecimiento en mantener la
estructura folicular. Sin embargo, hay resultados controvertidos que demuestran que esta

relacién entre el SOP y el GDF-9 no es tan significativa (Zhao y cols., 2010).

Por otro lado, se han demostrado también funciones criticas en la fertilidad de las mujeres
por parte del BMP-15. La primera mutacion en mujeres del BMP-15 que fue asociada a un
fallo hipergonadotrépico ovérico fue la BMP-15Y2%¢, pero también se han descubierto otras
numerosas mutaciones que provocan fallos en la ovulacion (Otsuka y cols., 2011). Ademas,
también se han descubierto mutaciones en este factor de crecimiento en madres de mellizos
(Montgomery y cols., 2004; Palmer y cols., 2006), al igual que ocurria con el GDF-9, por lo

gue también se han encontrado similitudes entre las mutaciones de BMP-15 y las de GDF-9.

Todas las mutaciones del BMP-15 afectan a la estructura final de la proteina, de tal modo
que la mutacidn deberia ser indetectable si la maduraciéon ocurre de manera normal. Sin
embargo, se reduce la produccién de la proteina madura de BMP-15, y lo mismo ocurre con
GDF-9 (Inagaki y Shimasaki, 2010). Es necesaria una mayor investigacion para poder
dilucidar el verdadero efecto que esto tiene en la ovulacién y en el nacimiento de mellizos

(Otsukay cols., 2011).

Ya que tanto el GDF-9 como el BMP-15 se encuentran presentes en los foliculos durante la
mayoria de las etapas de su crecimiento, es posible que estos factores de crecimiento actien
de manera sinérgica o redundante en procesos en los que se ha observado una actividad

similar por si solos. De hecho, en algunos estudios en células de la granulosa se ha
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demostrado que un tratamiento combinado de ambos factores produce diferentes efectos

a los que mostraban con cada proteina por separado (Otsuka y cols., 2011).

- Remodelacion de la matriz extracelular:

Para que la liberacién del évulo ocurra, es imprescindible que se produzca la ruptura del
apéndice folicular, y que este proceso ocurra de manera correcta. En el apéndice folicular, las
capas que componen la matriz extracelular se hacen primero mas finas para después romperse
gracias a una combinacion de accién proteolitica, muerte celular y migracién de los fibroblastos
tecales desde la zona apical (Espey, 1994). Las células epiteliales superficiales mueren a través

de una apoptosis y se mudan de la region apical (Murdoch y cols., 1999).

Presumiblemente, se requiere una actividad fibrilar colagenasa para degradar las fibras gruesas
de coldgeno que se encuentran en la teca. En el conejo, se descubrié que la pro-MMP1
(colagenasa intersticial tipo-l1) presenta una concentracion creciente en el apéndice folicular en
el momento de la ovulacidon (Tadakuma y cols., 1993). Sin embargo, no se han identificado
claramente enzimas que estén directamente involucradas y no hay evidencias fuertes para
implicar a la MMP-1 u otras proteasas especificas en la ruptura del foliculo. Aun asi, se puede
concluir que la ovulacidon se asegura a través de una serie de actividades de proteasas que se

solapan para dar lugar a la ruptura del apéndice folicular (Russell y Robker, 2007).

Algunos estudios han mostrado tratamientos que han dado lugar a la ruptura del foliculo en
otras regiones distintas al apéndice. La inhibicion de COX-2 (ciclooxigenasa-2) usando
indometacina interrumpe la via normal de la ruptura folicular, causando una ruptura al azar en
los espacios vasculares e intersticiales en el lado basal de algunos foliculos (Osman y Dullaart,
1976; Gaytan y cols., 2003). Sorprendentemente, este tratamiento no parece bloquear la
expansién del cimulo, lo cual seria una consecuencia esperada en el bloqueo de la accién de la
COX-2 (Ochsnery cols., 2003). La ruptura basal de los foliculos también ocurre tras una inhibicion
del sistema activador de plasmindgeno a través del uso de anticuerpos o antiplasmina (Tsafriri

y cols., 1989).

Hasta la fecha, la Unica proteasa que se ha demostrado que es esencial para la ruptura folicular

es ADAMTS-1:

La proteasa extracelular ADAMTS-1 (disintegrin and metalloprotease with thrombospondin
motifs-1) es un miembro de la familia de las metaloproteasas ADAMTS, que es secretada por las
células de la granulosa de los foliculos gracias al pico de la LH, a través de un mecanismo

dependiente de progesterona y de la interaccién de la misma con su receptor. ADAMTS-1 se
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sintetiza en las células murales de la granulosa, pero la secrecién de la forma final se localiza

selectivamente en la matriz extracelular y en las células que surgen de la expansién del cimulo,

sugiriendo con ello que es en el CCO donde realiza su principal efecto (Russell y cols., 2003).

Estudios realizados en ratones han demostrado que aquellos que carecen de ADAMTS-1 tienen
una velocidad de ovulacién reducida en un 70-90% respecto a lo normal, con ovocitos atrapados
dentro de foliculos luteinizados, y una reduccién del 75% en el tamafo de las camadas (Shindo
y cols., 2000; Mittaz y cols., 2004). Esto permite concluir que ADAMTS-1 es un importante
mediador de los efectos de la LH y de la progesterona en la ovulacion, y que por tanto tiene una

accién clave en la misma (Russell y Robker, 2007).

Entre los sustratos de ADAMTS-1 se encuentra el versicano, un gran proteoglicano que es
estimulado por el pico de LH. Al igual que ADAMTS-1, el versicano es producido en las células
murales de la granulosa, pero la mayoria de la proteina es incorporada a la matriz de las células
del cimulo en el periodo cercano a la ovulacién, de modo que también realiza su accién en el
CCO (Russell y Robker, 2007). Esta incorporacidn se produce gracias a que el versicano se une a
las moléculas de hialuronano, que enriquecen la matriz que rodea al CCO expandido, a través

de su residuo N-terminal (Russell y cols., 2003).

La LH activa muchos procesos dentro de la matriz extracelular. Entre estos procesos, se ha
demostrado que la expansidn de la matriz que rodea al cimulo y al ovocito es esencial para la

ovulacidn (Russell y cols., 2003).

El principal componente de la matriz expandida del CCO son las grandes moléculas de
hialuronano, producidas a través de la expresidn en el cimulo de la hialuronano-sintasa 2 (HAS-
2) y activadas en respuesta a la LH, asi como factores de crecimiento intrafoliculares (Salustri y
cols., 1999). Como se ha comentado anteriormente, la proteina del versicano, ligado al
hialuronano, se localiza en la matriz expandida del CCO (Russell y cols., 2003). Asimismo, se ha
demostrado que la proteasa ADAMTS-1 escinde el versicano a través de su residuo N-terminal,
lo cual puede dar como resultado una alteracidon de las interacciones del mismo, de la estructura

de la matriz y de sus propiedades de unién (figura 16) (Wu y cols., 2002).
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Debido a que la produccion de ADAMTS-1 esta relacionada con la ovulacién, se realizé un
estudio para investigar la localizacidon concreta y la funcién de ADAMTS-1 en los ovarios durante
la ovulacién, mediante la utilizacion de anticuerpos contra dos regiones peptidicas de la
ADAMTS-1 en ratones. Asimismo, el producto de la escisién del versicano producido por accién
de ADAMTS-1 se identificd usando anticuerpos, encontrandose una correlacidn positiva entre la
abundancia del producto y la expresién de

ADAMTS-1 y su localizacién en la matriz del
Expansion

—

Versican Cleavage

f

T ADAMTS1

|

Versican Cleavage

CCO en expansion durante la ovulacion. Los

resultados confirmaron que ADAMTS-1 se
acumula especificamente en la matriz del CCO

y que el versicano es un sustrato de ADAMTS-1

Granulosa

durante la expansion de la CCO y justo antes de

Invagination la ovulacién. En conclusion, ADAMTS-1 parece
E lidle Wall tener una importante funcidn para facilitar la
Figura 16. Esquema de la expansién del cimulo y liberacion de la masa cimulo-ovocito, ya que

escision del versicano producido por ADAMTS-1

su accidén consistiria en promover la salida del
(Curry, 2010).

CCO mediante la ruptura de las uniones que
hay entre el CCO y el resto del foliculo, provocando con ello la disolucién de la matriz folicular

(figura 16) (Russell y cols., 2003).

Por otro lado, hay miembros de esta familia de proteasas que parecen tener alguna funcién en
otras especies como vacas (Madan y cols., 2003) o ratones, como es ADAMTS-4, que es inducida
por la LH en las células murales y del cimulo, y ADAMTS-5, que es expresada en las células de la
granulosa de todos los foliculos sanos (Richards y cols., 2005). Aunque estas otras ADAMTS
relacionadas parecen rescatar funciones que se pierden por la falta de ADAMTS-1, se sigue aun
observando una fertilidad menor. Ratones con deficiencia en ADAMTS-4 y ADAMTS-5 no
presentan defectos en la fertilidad (Stanton y cols., 2005), indicando que Unicamente ADAMTS-
1 juega un papel critico y no redundante en la ovulacion. Sin embargo, diferentes estudios han
sugerido que otras proteinas aun por identificar pueden actuar en cooperacién con ADAMTS-1

en la destruccién tisular y la ruptura folicular (Russell y Robker, 2007).

- Cambios en la expresidn génica:

a) Regulacidn de la transcripcidon de genes:

Las vias de seializacidon inducidas por la LH modifican rdpidamente la maquinaria

transcripcional de las células murales de la granulosa, reprogramando la funcién celular
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hacia la ovulacién y la formacién del cuerpo IUteo. La extensa reprogramacion de expresion
de genes después del pico de LH se consigue a través de la modulacidon de reguladores
transcripcionales, los cuales median la transcripciéon de los genes efectores (Russell y

Robker, 2007).

Varios genes periovulatorios muestran un patrén comuin de induccidn transcripcional,

involucrando la unién de los factores de transcripcidén Spl y Sp3 a sus promotores. Estos

factores estan presentes en las células de la granulosa de manera constitutiva, pero se unen
a una secuencia especifica y esta unién a promotores de genes estd regulada por la LH

(Russell y Robker, 2007).

La actividad de Sp1 y Sp3 induce la expresidn de factores de transcripcion adicionales que
van a contribuir a una cascada de expresion de genes ovulatorios. Se ha descubierto que la

induccion de receptores de progesterona (PR) en las células murales de la granulosa de

ratones y ratas ocurre en respuesta al pico de LH a través de un mecanismo dependiente de
AMPc (Sriraman y cols., 2003; Sriraman y Richards, 2004), que requiere la unién de Sply
Sp3 a multiples sitios del promotor de PR (Sriraman y cols., 2003) y el consiguiente
reclutamiento de factores de transcripcion adicionales. Existen dos isoformas de PR que son
producidas por distintos promotores dentro del mismo gen: PR-A y PR-B. Los ovarios
humanos expresan ambas, pero PR-A es dominante (Stouffer, 2003). Sin embargo, la
regulacién de cada isoforma en los foliculos ovulatorios aun no se ha determinado (Russell

y Robker, 2007).

Estos factores de transcripcién inducidos por la LH activan la transcripciéon de genes
efectores de la ovulacidn. Por ejemplo, a través de Sp1/Sp3 y dependientes de PR, se

inducen proteasas de la matriz extracelular muy importantes, como es ADAMTS-1.

De este modo, la cascada de expresion de diversos genes periovulatorios en las células
murales de la granulosa implica la induccidn y el reclutamiento de una serie de factores de
transcripcidn que, a su vez, inducen la transcripcidn de genes efectores de la ovulacién. Estos
genes ovulatorios exhiben un patrén caracteristico de ARNm y expresidn proteica que es
paralelo a los niveles de LH: Esto es un aumento después del pico de LH seguido de una

disminucién (Russell y Robker, 2007).

Cabe destacar tres reguladores transcripcionales de genes efectores esenciales para la

ovulacion: PR, RIP140 y Egr-1 (Early growth response-1).
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PR regula la ruptura folicular que se da en la ovulacion. Antagonistas del PR o inhibidores de
la sintesis de progesterona reducen o bloquean completamente la ovulacién en muchas
especies, incluyendo humanos (Baird y cols., 2003). Antes de la ovulacion, las células de la
granulosa empiezan a expresar progesterona en los dias previos al pico de LH (Gore-Langton
y Armstrong, 1994; Richards, 1994), mientras que los PR son inducidos después de dicho
pico, y son activados inmediatamente por la alta concentracidn de ligandos que hay en su
entorno. Como hemos comentado anteriormente entre los genes dependientes de PR esta

la proteasa ADAMTS-1 (Robker y cols 2000).

RIP140 es un co-regulador de la transcripcidn que se expresa sobre todo en las células de la
granulosa, previamente a la ovulacion, y posteriormente su expresion es inhibida después
del pico de LH (White y cols., 2000). Este co-factor regula una amplia variedad de genes que
estan involucrados en la ruptura del foliculo, sugiriendo que forma parte de un complejo
transcripcional que se genera en la granulosa de los foliculos ovulatorios (Russell y Robker,
2007). En ratones hembra que carecen de RIP140 se ha observado un crecimiento folicular
y una luteinizacion aparentemente normal, pero también han mostrado un bloqueo en la
ovulacion debido a un fallo en la induccidon de numerosos genes importantes de las células

murales y del cimulo, tales como ADAMTS-1 y COX-2 (Tullet y cols., 2005).

El pico de LH también inicia una rapida induccion del factor de transcripcion Egr-1. Se ha
visto que los ratones hembra con falta de Egr-1 son infértiles, primeramente debido a la
pérdida de secrecion de LH, por su funcién en la expresién del gen de la LH en la
adenohipdfisis (Lee y cols., 1996; Topilko y cols., 1998). También se ha mostrado que Egr-1
activa la expresion de los receptores de la LH (Topilko y cols., 1998; Yoshino y cols., 2002).
De este modo, la fertilidad parece estar controlada en multiples niveles por Egr-1,
incluyendo tanto la adenohipdfisis como el ovario durante los procesos ovulatorios (Russell

y Robker, 2007).

Patologias que afectan a la ovulacién

La ovulacién puede verse afectada por una serie de factores que repercuten en su desarrollo
normal y, por tanto, en la consecucién de una liberacién del évulo correcta. Algunos de estos
factores son naturales o bien se deben al estilo de vida de la mujer, como serian la edad, el
estrés, el tabaco... Pero, sin embargo, existen patologias que afectan en gran medida a la

ovulacion y que producen infertilidad anovulatoria.
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- Endometriosis:

Es una patologia crdnica benigna que cursa con la aparicién de tejido endometrial en cualquier
lugar anatémico diferente a su ubicacién original. Este tejido endometrial puede implantarse en
cualquier lugar del cuerpo humano, aunque su aparicién es mas frecuente en las trompas,
ovarios, vagina, recto y pared pélvica o peritoneo. Las lesiones iniciales presentan un aspecto
rojoy con el tiempo se van convirtiendo en implantes de color negro, que pueden formar incluso

quistes con aspecto de chocolate en su interior (Ospina, 2011).

Se trata de una enfermedad que se ha relacionado con problemas de fertilidad. La respuesta
precisa al por qué la endometriosis causa infertilidad no es sencilla de resolver, ya que tiene que
ver con varios factores potenciales como posibles responsables. El problema con definir bien la
relacion causal es que la endometriosis, siendo una enfermedad sistémica, puede generar otras

condiciones o alteraciones que al mismo tiempo compliquen la fertilidad (Paez Lobeira, 2009).

Existen diferentes factores que se han descrito como posibles responsables de disminuir la
fertilidad en mujeres con endometriosis, encontrdndose entre ellos problemas de ovulacién u
hormonales. Aunque la relacién precisa en esto no es del todo aceptada, se cree segun varios

estudios que la endometriosis puede generar las siguientes alteraciones (Paez Lobeira, 2009):

a) El foliculo que contiene el dvulo no se rompa y no libere el dvulo para que pueda ser
captado por la trompa.

b) El cuerpo liteo no produzca adecuadamente progesterona. Esto se conoce con el
nombre de disfuncion de la fase lutea.

c) Crecimiento anormal del foliculo.

d) Liberacion prematura o a destiempo de la LH.

También se ha considerado que la endometriosis pueda afectar de otros modos: Puede alterar
la anatomia pélvica por bloqueo o alteraciéon de la relacién que existe entre los drganos
reproductores, por problemas en la implantacién del embrién en el Utero (las mujeres con
endometriosis suelen tener deficiencia de integrinas, necesarias para la implantacién), por
existencia de un ambiente hostil en el peritoneo (un exceso de produccidn de liquido peritoneal
debido a la inflamacién causada por la endometriosis) o por alteraciones inmunoldgicas (la
endometriosis puede provocar aumento de anticuerpos y células de defensa que impidan que

se produzca la implantacidn) (Paez Lobeira, 2009).
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- Sindrome de ovario poliquistico:

Se trata de un trastorno endocrino en el que los foliculos se desarrollan de manera normal,
llegando a la superficie del ovario en un tamafio similar a la del foliculo ovulatorio, pero que no
se rompen para liberar el évulo, de modo que se acumulan en la superficie del ovario. Al no
romperse el foliculo no se produce la ovulacion, dando lugar a problemas de fertilidad. Tampoco
se produce la formacidn del cuerpo luteo, y por tanto, la menstruacidon puede producirse con
retraso (oligomenorrea) o no producirse (amenorrea). Cuando pasa cierto tiempo, ocurre un
sangrado similar a una menstruacién y comienza a crecer un nuevo foliculo, que no se rompe y
de nuevo se acumula. De este modo, poco a poco se van acumulando foliculos que no se han
roto en la superficie del ovario, que forman unos quistes que dan nombre a esta patologia

(Avalos Mendocilla, 2010).

El sindrome de ovarios poliquistico (SOP) esta ligado a cambios en los niveles hormonales que
les dificultan a los ovarios la liberacidn de los dvulos maduros. Las hormonas que se ven
afectadas son los estrégenos, la progesterona y los andrdogenos. Esto provoca no solo la
retencién del évulo, sino también una serie de sintomas debido al desequilibrio hormonal que
se genera. Se produce hiperandrogenismo y un 50-70 % de las pacientes presentan resistencia
a la insulina con riesgo de padecer obesidad, diabetes mellitus tipo 2, complicaciones

cardiovasculares y cdncer endometrial (Storck, 2014).
- Amenorrea:
Hay dos tipos de amenorrea: Primaria y secundaria.

La primaria es la incapacidad de menstruar en la pubertad, si la ausencia de menstruacion se
asocia con una falta de desarrollo de los caracteres sexuales secundarios. Suele deberse a
disgenesia gonadal (afeccion genética en la cual la mujer no presenta el par normal de dos
cromosomas X), agenesia milleriana congénita (malformacion hereditaria en el tracto urinario
del sistema reproductivo femenino, que se caracteriza por la ausencia de Utero y la deformidad

de la vagina) o alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis-ovarico (Porth, 2006).

La secundaria es el cese de las menstruaciones durante por lo menos 6 meses en una mujer que
tenia ciclos menstruales normales. Las causas de amenorrea secundaria implican disfuncién
ovdrica, hipofisaria o hipotaldmica, infecciones, tumores hipofisarios, anorexia nerviosa, o
ejercicio fisico muy intenso, que puede alterar la relacién esencial entre la grasa y el muasculo

necesaria para que se produzca la menstruacion (Porth, 2006).

32

——
| —



Conclusiones

La ovulacién supone una cascada compleja de eventos interconectados que ocurren en
las células de la teca, de la granulosa murales y del cimulo y en el ovocito, en las cuales
se produce una reprogramacién de las funciones celulares hacia la ovulacién. La
consecuciéon de una ovulacidon correcta depende de que esta cascada ocurra
adecuadamente. Cualquier fallo que pueda ocurrir tanto a nivel endocrino como a nivel
molecular causa infertilidad.

La LH es la principal responsable de regular la maduracién y la liberacién del ovocito. La
retroalimentacién positiva por parte de los estrogenos produce el pico de LH que da
lugar a la ovulacién.

El GMPc difunde a través de las uniones gap al interior del ovocito e induce altos niveles
de AMPc que mantienen en reposo la meiosis del ovocito. La sefializaciéon de la LH
desencadena una disminucion de GMPc que hace que disminuya el AMPc y asi se
reanuda la meiosis.

Los factores de crecimiento GDF-9 y BMP-15 promueven el crecimiento folicular, el
desarrollo restrictivo del foliculo dominante y regulan la proliferacion y diferenciacién
de las células de la granulosa del cumulo. Es posible que estos factores actien de
manera sinérgica o redundante en procesos en los que se ha observado una actividad
similar por si solos.

La ovulacién esta ligada a la expansidn del cimulo en la que estan implicadas sustancias
como la proteasa ADAMTS-1 y el versicano, que median la remodelacion de la matriz
extracelular que rodea las células de la granulosa y permiten el desprendimiento y la
expulsién del complejo cimulo-ovocito desde el foliculo.

La regulacién transcripcional, bajo la influencia de la LH, modifica la expresidn de genes
involucrando a factores de transcripcién como Spl y Sp3 que seran responsables de la
reprogramacion de las funciones de las células de los foliculos hacia la ovulacién.

La coordinacién y sincronizacién endocrina, paracrina y molecular es esencial para que
se produzca una buena maduracién del ovocito, que tendrd como consecuencia una

ovulacidn satisfactoria.
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