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Resumen

El concepto de comunicacién bidireccional en-
tre el sistema endocrino y el sistema inmune, donde no
s6lo el sistema endocrino modula la respuesta del inmu-
ne, sino que este dltimo también lo hace sobre el endo-
crino, ya estd bien establecido.

Las citoquinas son péptidos, proteinas o glico-
proteinas cuyas cantidades circulantes, en condiciones
de ausencia de estrés, son minimas con un rango de ac-
cion primordialmente local ya sea autocrina o paracrina.
Sus efectos son caracterizados por el pleiotropismo e in-
cluyen numerosos efectos en células del sistema inmune
y modulacién de la respuesta inflamatoria.

Muchos de los efectos de las citoquinas, como
son proliferacion celular, diferenciacién celular, apop-
tosis, angiogénesis y produccién hormonal, se eviden-
cian en las distintas fases del ciclo ovulatorio, como la
foliculogénesis, esteroideogénesis, la ruptura folicular
y ovulacion, la remodelacién folicular con formacion y
posterior regresion del cuerpo ltiteo.

La principal fuente de citoquinas en el orga-
nismo son las células del sistema inmune, es decir, los
leucocitos; secundariamente existe una fuente ovarica
primaria, es decir, una sintesis de novo ovdrica en cual-
quiera de los elementos que conforman el complejo ova-
rico (células de la teca, granulosa, cimulo y/u ovocito).

En el contexto de ciclos de fertilizacién asistida
de alta complejidad se ha intentado identificar el o los
factores prondstico que mejor permitan predecir las pro-
babilidades de embarazo e implantacion. Ya hay reportes
del uso de citoquinas recombinantes en pacientes que
realizan fertilizacion in vitro (FIV) con el objetivo de
mejorar la respuesta ovarica.

Palabras clave: citoquinas, ovulacion, interferones, fac-
tores de crecimiento, factores estimulantes de colonias.

Abstract

The concept of bidirectional communication
between the endocrine and immune systems, where not
only the endocrine system modulates the immune re-
sponse but also viceversa, is already well established.

Cytokines are peptides, proteins or glycopro-
teins that, in the absence of stress, circulate in minimal
amounts with a rather local and paracrine action. Their
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effects are characterized by the pleiotropism, and this
includes various effects on the cells of the immune sys-
tem and modulation of the inflammatory response.

Many effects of cytokines such as cellular prolifera-
tion, differentiation, apoptosis, angiogenesis and local hor-
monal production are put in evidence in the ovulatory cycle
such as in folliculogenesis, steroidogenesis, follicular rup-
ture and ovulation, remodelling to form the corpus luteum.

The principal source of ovarian cytokines are
the cells of the immune system, although there is some
local primary ovarian production from the cells that
form the ovarian complex (thecal cells, granulosa, cum-
mulus, and/or oocyte).

In the context of IVF, there are still many at-
tempts to identify the best prognostic factors of pregnan-
cy and implantation. There are even reports of potential
therapeutic uses of recombinant cytokines in order to
improve ovarian response.

Key words: cytokines, ovulation, interferons, growth
factors, colony stimulating factors.

Introduccién

Cada vez se reconoce mas el importante papel
que juegan las citoquinas en la modulacion de la funcién
ovdrica''°.

El conocimiento que brinda la investigacion ba-
sica rdpidamente se va capitalizando en la forma de nue-
vos pardmetros prondsticos!'!"'7 y/o nuevas terapias!'s2°,

Los representantes mas tradicionales de lo que
conocemos globalmente como sistema endocrino son
las hormonas, mientras que los mediadores del sistema
inmune son los que hoy se agrupan bajo el término de
citoquinas.

Aunque tradicionalmente a cada uno de estos
sistemas se los reconoce como independientes con al-
gunos puntos de contacto, esta vision ha cambiado ya
que existe suficiente evidencia de que hay una profunda
influencia mutua entre ambos sistemas.

El objetivo del presente trabajo de revision es
brindar una introduccién al amplio mundo de las citoqui-
nas en su influencia sobre el sistema endocrino ovdrico.

Concepto de comunicacion bidireccional entre el sis-
tema inmune y endocrino



Si tomamos un texto cldsico de endocrinolo-
gia, nos encontraremos con esta definiciéon de hormona:
“Biomolécula producida por una célula especializada,
que es secretada desde una glandula directamente al to-
rrente sanguineo y actia a distancia sobre una célula/
tejido blanco, para regular determinadas actividades ce-
lulares preexistentes™?!.

La hormona foliculoestimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH) son péptidos producidos por
gonadotropos (célula especializada) de la hipdfisis ante-
rior (glandula sin conducto) y actian a distancia sobre el
ovario. Pero también es cierto que hay hormonas produ-
cidas en el cerebro que tienen accién local®'.

Por otro lado, la ausencia de estas biomoléculas
desencadena un efecto claro en la homeostasis corporal,
como por ejemplo, el hipotiroidismo con déficit de produc-
cién de hormonas tiroideas. Mientras que las citoquinas
son cldsicamente consideradas como mediadores del
sistema inmune.

Si tomamos la definicién del texto de Thomp-
son del ano 1991, las citoquinas son: ‘“Proteinas regu-
ladoras secretadas por glébulos blancos y una variedad
de otras células del cuerpo; las acciones pleiotrépicas
de las citoquinas incluyen numerosos efectos en células
del sistema inmune y modulacién de la respuesta infla-
matoria”??,

Se trata de péptidos, proteinas o glicoproteinas,
cuyas cantidades circulantes, en condiciones de ausencia
de estrés, son minimas, con un rango de accién primor-
dialmente local ya sea autocrina o paracrina. Sus efectos
son caracterizados por el pleiotropismo®.

Se introduce el concepto de comunicacion bi-
direccional entre el sistema endocrino y el inmune, don-
de no sélo el sistema endocrino modula la respuesta del
inmune, sino que este Ultimo también lo hace sobre el
sistema endocrino.

Uno de los primeros ejes hormonales que fue-
ron asociados a la modulacion del sistema inmune y por
parte de éste fue el eje hipotdlamo-hip6fiso-adrenal. Es-
tudios de las décadas de los 40, 50 y 60 dan cuenta de
evidencia sélida de que la actividad adrenal y las res-
puestas inmunes son mutuamente influenciadas. Que-
da claro que los factores de crecimiento (FC) tienen un
efecto directo sobre la actividad inmunoldgica y que los
mediadores inmunorreguladores modifican la secrecién
de los FC*'.

Estudios de la década de los 80 demostraron
que una molécula claramente mediadora del sistema in-
mune como es el interferén utiliza los mismos canales
de accién que una biomolécula clasicamente considera-
da como hormona, como la norepinefrina®.

Estudios posteriores generaron un replanteo
de la terminologia y la fisiologia de las moléculas del
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sistema endocrino al descubrir que células del sistema

inmune son capaces de producir biomoléculas conside-

radas como hormonas, en algunos casos hasta de estirpe

hipofisaria. Tal es el caso de la corticotrofina (ACTH),

la prolactina y el factor de crecimiento insulino-simil

(IGF), por ejemplo. Estas moléculas no solo mantienen

sus efectos endocrinos, sino también pueden tener efec-
tos sobre la respuesta inmunolégica®!.

A la luz de estos conceptos habria que replan-
tearse, por ejemplo, como considerar la prolactina que
se produce en la hip6fisis anterior pero que también es
producida por los leucocitos del sistema inmune. El con-
senso es tomar a estas moléculas segun el contexto de
accién y origen de produccion®.

Por lo tanto, las citoquinas inmunomoduladoras
conforman un elemento clave en la regulacién entre el
sistema inmune y el endocrino.

Generalidades de las citoquinas
Clasificacion

Las citoquinas presentan una concentracion ha-
bitual minima o pricticamente indetectable en ausencia
de estrés, aunque aumentan con la enfermedad, el dafio
o la reparacion tisular; suelen poseer un tiempo de vida
media muy corto, en algunos casos, minutos; su entorno
de accién es predominantemente local, es decir, paracri-
no y/o autocrino. Participan principalmente en mecanis-
mos reguladores de procesos tisulares locales?.

El término citoquina involucra un enorme nu-
mero de moléculas. Inicialmente se utilizaron términos
que identificaban el origen de las moléculas del sistema
inmune. Es decir, las monoquinas eran productos deri-
vados de los monocitos/macréfagos; las linfoquinas eran
productos derivados de los linfocitos; las quimioquinas
representaban a los mediadores con actividad quimio-
tactica, es decir, atrayente de otras células con respuesta
de amplificacion del proceso iniciado; y las interleuqui-
nas eran mediadores producidos por un leucocito para
actuar sobre otro®'.

Abbas y cols. agrupan las citoquinas segun el rol
que tengan en la respuesta inmune y/o eritropoyética®.
Las citoquinas que median y regulan la inmunidad in-
nata:

- Interferén tipo 1.

- Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o).

- Interleuquinas IL-1, 6, 10, 12y 15.

- Quimioquinas.

Las citoquinas que median y regulan la inmunidad espe-
cifica:

-1L-2,4,5,13,16y 17.

- Interferén-g.

- Factor de crecimiento tumoral beta (TGF-[3).

- Linfotoxina.
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Las citoquinas que estimulan la hematopoyesis:
- C-kit ligando.

-IL-3,7,9y 11.

- CSF (colony stimulating factors).

Otros segun la homologia de receptor al que se unan®%:
Superfamilia de las inmunoglobulinas.
Familia de receptores citoquina - Clase 1.
Familia de receptores citoquina - Clase II.
Familia de receptores TNF.

Finalmente existe una tendencia a agruparlas en alguna
de las siguientes superfamilias de citoquinas®’:
Interleuquinas.
Factores estimulantes de colonias (CSF)
Interferones.
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Factores de crecimiento (FC).
Quimioquinas.

Mecanismos de accién

La caracteristica mds relevante en cuanto a su
modo de accién, y que a su vez dificulta su estudio, es
el pleiotropismo. Este concepto implica que el efecto
de una citoquina depende de la célula que lo produce, el
proceso en el cual se generd su produccidn y, por ende,
en algunos casos una misma citoquina puede tener efec-
tos opuestos dependiendo de la célula que lo produjo y
el blanco sobre el que generard su accién; un ejemplo
muy caracteristico es la citoquina TNF-o.

Dentro de los distintos medios de accion, se
destaca la ambigiiedad en su accionar, una misma cito-
quina en diferentes blancos puede comportarse en forma
diferente y aun tener efectos opuestos segun el blanco.
Pueden ser redundantes, es decir, mds de una citoquina
pueden tener similares acciones o efectos. La exposicion
de una célula a dos 0 mds citoquinas a un mismo tiempo
puede llevar a respuestas cualitativamente diferentes (si-
nergismo/antagonismo). Es muy frecuente observar que
las citoquinas ejercen su efecto en forma de cascada,
en la que una citoquina puede aumentar (o disminuir)
la produccién de otra citoquina. Se entiende por trans-
modulacion del receptor cuando una citoquina puede
aumentar (o disminuir) la expresion del receptor de otra
citoquina.

Para el control de la funcién de las citoquinas
existen mecanismos reguladores. Tal es el caso de las
citoquinas antagonistas que se unen al receptor pero no
generan el efecto habitual y regulan la intensidad de la
respuesta, por ejemplo, IL-1Ra*.

Los fragmentos solubles de receptores de cito-
quina pertenecen al dominio extracelular del receptor
celular y neutralizan a la citoquina circulante, por ejem-
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plo: IL-2R. Otras citoquinas se unen a receptores pero
no activan la célula.

Respuesta inmune normal

La respuesta inmune normal estd comprendida
entre aquella que poseemos sin necesidad de ser estimu-
lada por un agente especifico, conocida como inmunidad
innata o celular, y estd representada por la inmunidad
mediada por los linfocitos T; y la que responde a agen-
tes desencadenantes a partir de los cuales se producen
elementos especificos, o anticuerpos, en la llamada in-
munidad humoral representada por los linfocitos B*-%,

Tanto los linfocitos B como los T son a su vez
regulados por un subtipo especifico de linfocitos T lla-
mados cooperadores o helpers y la sigla que los iden-
tifica es Th. Su marcador de superficie es el antigeno
CD4+.

Es posible agrupar la respuesta inmune en dos
grandes categorias: una es proinflamatoria con ciertas
citoquinas caracteristicas y su contrapartida, de control
o balance, es decir, una respuesta antiinflamatoria tam-
bién con sus citoquinas caracteristicas.

De los distintos subtipos de linfocitos Th y sus
correspondientes respuestas vamos a centrar la atencion
en dos grupos de respuesta Th: la Th1 y la Th2.

Respuesta Th1

Una respuesta Thl es proinflamatoria y favo-
rece la respuesta inmune celular (linfocitos T); es la
responsable de la destruccion de parasitos intracelular
y tiende a perpetuar la respuesta de tipo autoinmune. El
interferon-g (IFN-g) es la citoquina mds representativa
de la respuesta Th1.

Se han descripto diferentes enfermedades in-
flamatorias crénicas con predominio de respuesta Thl;
comprenden enfermedades autoinmunes érgano-especi-
ficas®:

- Esclerosis multiple.

- Diabetes tipo 1.

- Psoriasis.

- Artritis reumatoidea.

- Asociada con alteraciones reproductivas.

Respuesta Th2

La respuesta Th2 tiende a amplificar la respues-
ta inmune humoral (linfocitos B). Incluye la produccién
de IL-4, 5 y 13. Estd asociada a la respuesta atdpica
(IgE). El rol de la IL-10 es de regulador, con un efecto
caracteristicamente antiinflamatorio®'.

Tanto los fendmenos atréficos como los alérgi-
cos han sido asociados con una respuesta de tipo Th2;
dentro de las enfermedades autoinmunes, se la suele
asociar con las del tipo generalizado®.



Balance de respuesta Th1 vs. Th2

En la mujer tiende a predominar un balance a
favor de una respuesta Th2, en contraposicién con lo
que ocurre en el hombre (ver articulo de revisién de la
Dra. Barafiao)**. Esto seria beneficioso para el logro y
posterior evolucién satisfactoria del embarazo ya que un
predominio de respuesta Th1 potenciaria el rechazo del
fet020’34’35.

Influencia de las citoquinas en el ciclo ovulatorio

No sdlo el ovario presenta la capacidad de pro-
ducir citoquinas frente a un estimulo dado, sino que las
distintas estirpes celulares del tracto genital femenino
pueden secretar 1L-6, IL-8, G-CSF (factor estimulante
de colonias granulocitarias), MCP-1 (monocyte chemo-
tactic protein-1: proteina quimiotictica de monocitos-1)
TNF-o y MIP-13°¢ (macrophage inflammatory protein-
1B: proteina inflamatoria de macréfagos-1p3).

Muchos de los efectos de las citoquinas, como
son el de proliferacion celular, diferenciacion celular,
apoptosis, angiogénesis y produccién hormonal, son
evidenciados en las distintas fases del ciclo ovulatorio,
como la foliculogénesis, esteroideogénesis, la ruptura
folicular y ovulacién, la remodelacién folicular con for-
macion y posterior regresion del cuerpo liteo®” !,

En el proceso de implantacion también es funda-
mental la red de citoquinas, aunque al no ser el objetivo
del presente andlisis, no se va a ahondar en dicho tema.

En la actualidad hay evidencias sostenibles del
valor de las citoquinas en el diagndstico de patologias re-
productivas como sucede con la hormona antimiilleriana
y la inhibina B en cuanto a reflejo de reserva ovdrica'"'%;
la determinacién de citoquinas como factores prondsti-
cos (+) para el caso del G-CSF*#? y (-) para el caso de la
IL-12 en ciclos de FIV#“#; o aun el uso terapéutico con
sus variantes recombinantes como ya ha sido publicado
para el G-CSF-r'84> y M-CSF-1".

En el afio 1994 se public6 una revisién en la
que se profundizaba en los fundamentos que surgian de
comparar a la ovulacién con el proceso inflamatorio;
esta publicacion a cargo de Espey fundamentaba esta
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Figura 1. Patrones de citoquinas de los clones de células T.
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teoria en el hecho de que era factible encontrar a nivel
de circulacion general indicios de cambios similares a
los observados en una reaccidn inflamatoria, y que éstos
cambios coincidian con la ciclicidad del ciclo ovulato-
rio*’. Por otro lado, tal como se verd més adelante, mu-
chos de los mediadores proinflamatorios cumplen un rol
central en la ruptura folicular y posterior remodelacion y
formacion del cuerpo liteo”.

A partir de alli fueron muchas las comunica-
ciones y lineas de investigacion publicadas en las que
se vinculd la influencia mutua entre los mediadores del
sistema endocrino y el inmune sobre el funcionamiento
ovdarico®#-1,

El espectro clinico en que estdn vinculadas las
citoquinas es muy variado, desde pacientes con falla rei-
terada de FIV, esterilidad sin causa aparente, aborto re-
currente, disfuncién ovérica, endometriosis y restriccion
del crecimiento intrauterino. Debido a la heterogeneidad
de las poblaciones estudiadas, muchos de los trabajos
publicados en la literatura disponible arrojan resultados
muy diversos.

Origen de de las citoquinas a nivel ovarico

La principal fuente de citoquinas en el organis-
mo son las células del sistema inmune, es decir, los leu-
cocitos. Secundariamente, existe una fuente ovdrica pri-
maria, es decir, una sintesis de novo ovarica en cualquiera
de los elementos que conforman el complejo ovarico (cé-
lulas de la teca, granulosa, ctimulo y/u ovocito)*!2,

Por lo pronto, se sabe que los monocitos pueden
ser activados por el estradiol (E2) y la progesterona (P4).
A fines de la década de los 90 se describi6 la presencia
no solo del receptor nuclear para el E2, sino también el
receptor de superficie, lo cual confirma la via de accién
del E2 para activar el monocito®*+,

Por su parte, si bien no se han descripto recep-
tores para P4 en el monocito, la P4 muchas veces ejerce
su accién a través del receptor del glucocorticoide, el
cual fue recientemente descripto en el monocito™%,

Smith y cols. publicaron un estudio en el cual
por técnicas de inmunomarcacién determinaron el per-
fil de subpoblaciones de leucocitos obtenidas de aspira-
ciones foliculares en FIV. Concluyeron que no era sufi-
ciente la puncién como tal para justificar la presencia de
leucocitos provenientes de circulacion general, sino que
existe una real mayor proporcién de monocitos/macré-
fagos que de polimorfonucleares (PMN)?.

De hecho se registra un incremento de granulo-
citos, monocitos y linfocitos a nivel circulatorio general,
asi como un aumento de la concentracion sérica de cito-
quinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-ot) pero no de IL-
6, IL-10 o IL-2. Todo ello conduce a cambios en el fe-
notipo y actividad secretoria de algunos leucocitos a un
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perfil mds proinflamatorio y promigratorio y a cambios
en el fenotipo del endotelio que facilitan la adhesion y
migracién leucocitaria™.

Aparentemente, el objetivo seria expandir el es-
tado proinflamatorio en época ovulatoria.

Leucocitos durante el ciclo ovulatorio

Se ha publicado que no hay evidencias de au-
mentos significativos del nimero de leucocitos circulan-
tes en el ciclo ovulatorio normal®’, pero de hecho hay
un /eve aumento durante el ciclo ovulatorio normal y se
hace mas evidente en ciclos estimulados, principalmente
de leucocitos activados'®8,

Las subpoblaciones mas frecuentes de leuco-
citos a nivel ovarico son los macréfagos y los neutré-
filos, que tienden a aumentar durante la fase folicular
tardia”>0,

El aumento de leucocitos provenientes de la
circulacién general conlleva un aumento local de leuco-
citos ovdricos; la liberacion por parte de las diferentes
subpoblaciones de leucocitos y de las c€lulas ovdricas
de factores proliferantes induce el crecimiento de dicha
poblacién local con el consiguiente aumento en la pro-
duccién de citoquinas ovaricas®.

En el foliculo preovulatorio los neutréfilos y
macréfagos se ubican predominantemente en el estrato
de las células de la teca’™”.

Tanto las células de la teca como las de la granu-
losa pueden producir factores estimulantes de colonias
(M-CSF para el caso de los macréfagos®%? y G-CSF
para el caso de los neutr6filos)®*** como fue demostrado
por la presencia de ARNm para dichas citoquinas en es-
tudios por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En una revisién publicada en el Human Repro-
duction Update de 2004, Wu expone los aspectos mds
relevantes en los que intervienen los macrofagos y sus
productos. No sdlo las funciones en el entorno de la
respuesta inmune en la que participan los macréfagos
(fagocitosis, presentacion antigénica, reclutamiento de
leucocitos y produccién de proteasas) tendrian un rol en
el proceso ovulatorio (atresia folicular, regresion luteini-
ca, desarrollo folicular, ovulacién y remodelacién foli-
cular), sino que muchas de las citoquinas que producen
pueden generan un cambio en el balance de respuesta
Th1/Th2’.

Las células de la granulosa responden en forma
directa al estimulo por parte de la FSH. La afluencia de
macréfagos y neutréfilos se ve estimulada por factores
quimiotacticos producidos no sélo por estas células, sino
también por los mismos leucocitos residentes a nivel
ovérico. Unos y otros, a su vez, generan una respuesta
proliferante y de diferenciacién celular que tiende a pro-
longar la sobrevida celular con la consecuente expansion
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del efecto de la FSH sobre la produccién de distintas
citoquinas (EGF: epidermal growth factor; TNF-f e
IGF)7,59,65‘

Evidencias de la influencia reciproca de los
mediadores del sistema inmune y la actividad ovarica

La presencia ya ampliamente demostrada de ci-
toquinas en el fluido folicular obligaria a pensar que és-
tas deberian tener una funcién especifica sobre el desa-
rrollo folicular. No sélo sobre la actividad de las células
de la teca o de la granulosa, sino también sobre el oocito
mismo. No es suficiente su presencia en el fluido folicu-
lar ya que al existir una fuente migrante de citoquinas a
nivel ovdrico (leucocitos), se requiere una confirmacién
de capacidad de respuesta ovarica o de produccién por
parte de las células que componen el aparato folicular.

La presencia de receptores en las células ovari-
cas demostraria una potencial capacidad de respuesta a
las citoquinas presentes en el fluido folicular. A la fecha
son muchos los reportes en los que se demuestra la pre-
sencia de receptores para muchas de las citoquinas pre-
sentes en fluido folicular a nivel de las células de la teca,
células de la granulosa, estromales y oocito.

Todas las proteinas son sintetizadas a partir de
una decodificacion del ADN en la forma de un ARNm
que se traduce en la proteina luego secretada. La exis-
tencia de ARNm para sintesis del receptor de citoquinas
(capacidad de respuesta) y de la molécula de citoquina
en si darfa evidencia de que existe un sistema ovarico
para la produccién local de citoquinas.

La presencia de una citoquina en fluido foli-
cular, receptores en células ovdricas y ARNm para el
receptor y/o citoquina son variables para considerar si
una determinada citoquina cumple una funcién sobre la
actividad ovdrica.

Valor predictivo de las citoquinas en ciclos de FIV

Son muchas las evidencias de la interaccion
entre el sistema inmune y el endocrino que influencia
el funcionamiento ovdrico. En el contexto de ciclos de
fertilizacion asistida de alta complejidad se ha intentado
identificar el o los factores prondstico que mejor permi-
tan predecir las probabilidades de embarazo e implan-
tacion.

Desde que se relacioné a las citoquinas con el
funcionamiento ovarico y su vinculacién con las hormo-
nas esteroideas, se ha intentado estimar su valor pronds-
tico, pero el perfil de pacientes en los que se ha estudia-
do es muy heterogéneo y, por ende, los resultados a la
fecha no han sido concluyentes.

Variables como edad, diagnéstico vinculado a
la condicion de esterilidad, patologias asociadas, esque-
ma de estimulacién ovdrica y aun las diferentes meto-



dologias empleadas para la deteccion de las citoquinas,
hacen dificil establecer un valor prondstico tnico en ci-
clos de FIV/ICSI.

El valor prondstico de diferentes citoquinas
ha sido analizado en grupos de pacientes tan diferentes
como fallas reiteradas de FIV, ESCA (esterilidad sin
causa aparente), aborto recurrente, disfuncién ovérica y
restriccion del crecimiento intrauterino!# 6668,

Pero en los casos de endometriosis® y sindro-
me de ovario poliquistico (SOP)", existiria un perfil de
citoquinas alterado que amerita su andlisis en forma in-
dependiente.

La IL-1 y el TNF-o fueron de las primeras ci-
toquinas estudiadas con relacién a los ciclos de FIV*®,
Inicialmente se sugiri6 que los altos niveles foliculares
de IL-1 se asociarian con tasas de fertilizacién normal y
clivaje embrionario pero no necesariamente con emba-
razo®-’,

Los niveles de IL-12 se han asociado con resul-
tados negativos en ciclos de FIV# y mala calidad em-
brionaria***.

Tanto el G-CSF*7>7 como el M-CSF" se han
presentado como una variable prondstica positiva en ci-
clos de FIV. La BMP15 (bone morphometricf protein
15) es producida por el oocito y sus niveles elevados en
fluido folicular se asociarian con alta calidad oocitaria y
desarrollo embrionario” ™. Se considera que el clivaje
embrionario temprano es una variable de buen pronds-
tico; tanto la IL-2 como el IFN-g estarfan elevados en
fluido folicular de embriones con clivaje temprano*>",
Factores quimiotacticos como el CCL5 se asociarian
con embriones de buena calidad®. Otras citoquinas no
han demostrado tener un valor prondstico claro. Si bien
se acepta que la IL-8 es importante para la foliculogéne-
sis’, sus niveles no se asociaron con tasas de fertiliza-
cién e implantacion*#*7>7¢ En forma similar la IL-6 y el
GM-CSF no se presentarian como un factor prondstico
claro*>377376_ Otro estudio basado en andlisis proteémico
multiplex™ mostré otros resultados con variaciones en
menos en las concentraciones de IL-2, IL-4, IL-7 y G-
CSF en presencia de alteraciones en la foliculogénesis.
Los niveles bajos de 1L-2, IL-4, IL-7, G-CSF y MIP 1b
(macrophage inflammatory protein 1b) y elevados de
IL-8 e IL-13 se asociarian con bajas tasas de embarazo.
En un ciclo de tratamiento de fertilizacion asistida de
alta complejidad es muy probable que el andlisis de los
niveles de una determinada citoquina en el fluido foli-
cular no necesariamente se correlacione con los niveles
de embarazo y esto se deberia a que durante el proceso
de fertilizacién intervienen otras variables, como son el
factor masculino y el endometrio como exponente maxi-
mo del proceso de implantacién en didlogo directo con
el embriodn.

Citoquinas - Dr. Roberto Inza
Revisién

Citoquinas y familias de citoquinas a nivel ovarico
Sistema IL-1

Se trata de una citoquina de tipo proinflamato-
rio cuya fuente principal se encuentra en los macro6fa-
gos activados por el TNF-a, la endotoxina bacteriana
y la misma IL-1B”". Ejerce el efecto a nivel local y
sistémico y tiene un rol importante para la expresion de
otras citoquinas, principalmente de las englobadas en la
respuesta de tipo Th1, de las que destaca la IL-2.

Las gonadotrofinas inducen su transcripcion
en células de la granulosa y cé€lulas de la teca. Se ha
detectado su presencia en fluido folicular y el ARNm
para la sintesis de la citoquina.

Entre los procesos en los que este sistema
estaria involucrado figuran que induce la produccion
de prostaglandinas, tiene efecto sobre la sintesis de
dcido hialurénico, la actividad de la colagenasa y la
modulacién de la actividad del plasminégeno ovarico.

El sistema de la IL-1 estd integrado por dos for-
mas de IL-1, la o y la B, asi como una forma antagéni-
ca del receptor (IL-1ra) y dos formas de receptor (R1y
R2)¥-77.78,

Gérard y cols. publicaron una revisién del rol
de este sistema en el funcionamiento ovéarico y busca-
ron la evidencia publicada de la sintesis de ARNm de
la IL-1o y B, de su antagonista del receptor y de las
dos variantes de receptores, a nivel de la teca, granulosa,
cumulo ovocito y registro de actividad en el liquido
folicular’.

Si bien el sistema de IL-1 esta presente en mu-
chas especies, incluida la humana, como sucede con
otras citoquinas, no todas las células se comportan de
similar manera.

A nivel de las células de la teca humanas se ha
descripto la presencia de ARNm para el R1; a nivel de la
granulosa habria receptores de ambos tipos y el modula-
dor de la expresién de la IL, que seria el IL-1ra.

Llama la atencion que las células del cumulo,
que son las que estdn mds en contacto con el oocito, ten-
gan la capacidad de producir toda la gama de integrantes
del sistema de la IL-1, lo cual evidencia no s6lo un po-
tencial efecto paracrino para con el oocito, sino también
autocrino con respecto a las otras células del cimulo.

Finalmente el ovocito humano sélo tendria la
capacidad de producir el antagonista del receptor de IL-
1, aunque los resultados son controvertidos en cuanto a
la produccién de la IL-1f.

No se discute que a nivel del fluido folicular
existe una clara evidencia de actividad de TL-17°.

Por lo tanto, los autores concluyen en que hay
suficiente evidencia de que existe un sistema IL-1 local
a nivel ovdrico y que este sistema IL-1 tendria un rol
importante en el proceso ovulatorio’.
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El valor prondstico en ciclos de FIV es discu-
tido” pero un estudio reciente indicaria que los niveles
séricos de IL-1B del dia de la captacién ovular serian
prondstico en ciclos de estimulacion ovérica para ICST®.

Factores estimulantes de colonias
Factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF o CSF1)

Comprendido en el grupo de factores hemato-
poyéticos estimulantes del desarrollo de macréfagos y
monocitos, estimula la proliferacion, diferenciacién, so-
brevida del linaje celular de monocitos y macréfagos y
reclutamiento de monocitos y macréfagos®!-#3,

Es el subtipo més frecuente presente en el tejido
ovdrico y fluido folicular y tiende a aumentar cerca del
periodo ovulatorio, con lo cual se ha planteado que ten-
dria un rol en el ciclo ovulatorio*®#-%.

Sus efectos los ejerce a través de las citoquinas
producidas por los macréfagos TGF-B% y TNF-o8!. Las
células de la granulosa luteinizadas expresan no sélo la
proteina, sino también su receptor®>%,

Salmassi, en un estudio de ciclos de FIV en 95
pacientes, encontrd una correlacién positiva entre los
niveles sanguineos y en fluido folicular del M-CSF,
asf como con la respuesta ovdrica; de hecho los niveles
circulantes podrian ser predictivos de embarazo en
ciclos de FIV".

Existe una variante recombinante para
tratamientos oncohematoldgicos, pero recientemente se
ha reportado una experiencia clinica en 30 pacientes con
baja respuesta ovdrica. Se hall6 que un valor de corte
basal para M-CSF-r en 650 Ul/ml representaria el limite
a partir del cual el agregado de M-CSF1 mejoraria la
respuesta ovarica*®.

Factor estimulante de colonias de granulocitos y ma-
crofagos (GM-CSF o CSF2)

Como sucede con otras citoquinas, el GM-CSF
también es producido a nivel ovdrico y presenta fluctua-
ciones con el ciclo ovulatorio®!. Dentro de las funciones
adjudicadas a esta citoquina se destaca el rol que cum-
pliria especialmente durante la fase folicular en lo que es
la remodelacién folicular, con la conformacién posterior
del cuerpo liteo®*°,

Se ha descripto su presencia en fluido folicular’
y a nivel del estrato de las células de la teca’'.

El valor prondstico de esta citoquina no es con-
cluyente en ciclos de FIV’378,

Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF o CSF3)

Esta citoquina pertenece a la familia de cito-
quinas hematopoyéticas que estimulan el desarrollo de
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granulocitos, especificamente los neutréfilos en células
de la teca®'2.

Tiene un efecto modulador del contenido de
ARNmMm intraoocitario, induce a la produccién por parte
de las células de la granulosa de distintas citoquinas y
factores de crecimiento®.

Aumenta en fase folicular media y tardia, pre-
senta su pico maximo en ovulacién con posterior caida
en fase litea****. De hecho se ha postulado que la pro-
duccién de esta citoquina se encontraria bajo la influen-
cia de las hormonas sexuales’™.

Potencia la respuesta Th2***y TNF-o. e IL-1.
Tiene un efecto estimulante Th2 sobre macréfagos y
células T CD4 (+)*. Tiene un efecto estimulante sobre
IL-10 de los linfocitos T reguladores, que representa un
factor importante en la tolerancia al trasplante y para la
implantacion embrionaria®!. Estimula la IL-4 en células
del ctimulo y al LIF en células T*,

Se ha mencionado que participaria en los
eventos de autorreparacion embrionaria referidos a la
elevada incidencia de mosaicismo y aneuploidias em-
brionarias** #7101,

Si bien los neutrdéfilos son la principal fuente de
G-CSEF, existen otras fuentes no hematopoyéticas a nivel
ovarico® principalmente en células de la granulosa lutei-
nizadas®, de la teca®*, células endometriales'??, células
de la decidua placentaria'®, y varios tejidos fetales!®.

Existen multiples reportes de la presencia en
fluido folicular, pero también de la identificacién por in-
munohistoquimica en las células de la granulosa del G-
CSF* y el ARNm que la codifica por RT-PCR%. Pero lo
que resulta mds interesante es el hallazgo de receptores
para G-CSF en las células de la granulosa, lo que impli-
ca que las c€lulas de la granulosa son fuente y blanco al
mismo tiempo del efecto de esta citoquina®®,

Se han reportado menores niveles a mayor edad
y a su vez, los niveles serian dependientes de la respues-
ta ovdrica’. Se ha reportado una correlacion inversa con
los niveles de E2. Un nivel de corte en 20 pg/ml tendria
un valor prondstico en ciclos de FIV*2. En ciclos de ICSI,
Salmassi’ report6 que los niveles en fluido folicular fue-
ron mayores que en los ciclos de FIV convencional. Los
ciclos de ICSI tienen mayor proporcion de parejas en
las que la indicacion de fertilizacién asistida obedece
exclusivamente al factor masculino, con la contraparte
femenina de la pareja con ovarios sanos y, por ende, un
perfil més favorable de estos factores.

El nivel detectado en fluido folicular reflejaria
el potencial del embrién surgido de ese foliculo, lo cual
tendria importancia en ciclos en donde el objetivo es la
seleccién de un solo embrién para ser transferido (SET).
A mayor nivel en fluido folicular, habria una mayor tasa
de implantacién y embarazo**7>73,



Existe para el caso del G-CSF su variante re-
combinante con un uso efectivo y seguro como coadyu-
vante en terapias oncoldgicas, principalmente en pacien-
tes neutropénicos!®: %y se ha reportado el uso de G-CSF
recombinante en una mujer embarazada con neutropenia
congénita severa sin perjuicio para el nifio'”’. Se ha re-
portado el uso de su variante recombinante en pacientes
con alteraciones de la fertilidad. En un estudio randomi-
zado del afio 2009, Scarpelli publicé el uso de G-CSF-r
para el tratamiento de aborto habitual®. En otro estudio,
Makinoda reporté los beneficios de la adyuvancia con
G-CSF en ciclos de induccién de ovulacién con folicu-
los luteinizados no rotos (LUF)'3.

Otras citoquinas
TNF-o

Es una citoquina pleiotrépica por excelencia,
producida por distintas células, entre las que se encuen-
tran los macréfagos y neutréfilos activados, luego del
priming con IFN-g!%,

Inicia una cascada de citoquinas proinflamato-
rias, y sus efectos estdn estrechamente vinculados con
la apoptosis asociada con respuesta Thl. Regula la ex-
presion de muchos genes en distintos tipos celulares. A
nivel ovérico se ha descripto su influencia en la atresia
folicular y esteroideogénesis!®.

Se ha reportado su presencia en fluido folicu-
lar, asi como el ARNm para la proteina en células de
la granulosa'®. Se correlaciona con escasa cantidad''® y
baja calidad de oocitos!!! y estaria elevada en pacientes
con sindrome de ovario poliquistico® obesidad y endo-
metriosis!!>11,

IL-2 e IFN-g

Citoquinas que caracterizan la respuesta Thl.
Son moduladores positivos de TL-18 e TL-12%2. Su con-
centracion elevada en fluido folicular se correlaciona
con menor tasa de embarazo pero también se las ha aso-
ciado con clivaje embrionario temprano*.

IL-4 y LIF

La IL-4 y el factor inhibitorio de leucemia
(LIF) son producidos por los macréfagos y linfocitos T
CD4+ del cdmulo''®. Son responsables de la respuesta
Th2 con reportes de que sus niveles en fluido folicular
serfan de buen pronéstico en ciclos de FIV!''7, aunque
otros autores no encontraron que los niveles foliculares
estuvieran relacionados con el nimero y la calidad em-
brionaria''®.

Junto con la IL-11, el LIF tiene un rol pre-
ponderante en el proceso de implantacién del blasto-
Cist0118—121.
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1L-6

Es una citoquina de tipo proinflamatorio con
accion local y sistémica, que actia modulando distintas
citoquinas y estimulando en combinacion con la IL-1 la
activacion de linfocitos T y diferenciacion de linfocitos
B!19120_ Se encuentra presente en fluido folicular’.

Se encontraria elevada en pacientes con sindro-
me de ovario poliquistico®, y en suero'!® y fluido perito-
neal de pacientes con endometriosis'?!1?2, Aunque otros
autores no encontraron que sus niveles fueran prondsti-
co en fluido folicular’7, otros reportaron que los nive-
les bajos de IL-6 en fluido folicular estarfan asociados
con una mayor probabilidad de embarazo clinico''®!%,

IL-8

Es una citoquina proinflamatoria con efectos
angiogénicos y promocién del crecimiento celular'>
que participa activamente en el proceso patogénico de
la inflamaci6n™!'%. Pertenece a la familia de las quimio-
quinas, actiia como un potente agente atrayendo neutrd-
filos previo a la ruptura folicular'?*'2128 con un potente
efecto angiogénico'?*1%,

Si bien es producida mayoritariamente por ma-
créfagos y linfocitos T, se ha reportado su produccion
por células de la granulosa, de la teca y estroma ovdri-
co/H120126.127.3L132 ' T 3 TLL1-3 aumentaria la expresion de
esta interleuquina en el periodo preovulatorio de la ma-
duracién folicular.

Se ha reportado su deteccién en fluido folicu-
lar, de fase folicular tardia en ciclo espontdneo’!?® y de
ciclos de FIV#7612418.13 qunque sus niveles no serian
necesariamente predictores de resultado en ciclos de
FIV43,75,7(),1 16'

IL-10

Es una citoquina inmunorreguladora que supri-
me la produccién de IL-2 e IFN-g por Thl. Representa
un potente modulador de monocitos-macréfagos a tra-
vés de la disminucién de la produccion de sus citoquinas
proinflamatorias potenciando la respuesta Th2!1,

Si bien se ha detectado su presencia en fluido
folicular, no tendria un valor prondstico claro en ciclos
de FIV!'S,

IL-12

Citoquina proinflamatoria que estimula el cre-
cimiento de células NK (natural killer), linfocitos T
citotoxicos (CD8+) y linfocito T helper (CD4+), esti-
mulando la produccién de IFN-g y el cambio a una res-
puesta Th1*. Los niveles elevados en fluido folicular
serfan un predictor negativo en ciclos de FIV##, y se
encontraria disminuida en pacientes con sindrome de
ovario poliquistico'.
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IL-18

Sinergiza junto con la IL-12 la produccién de
IFN-g potenciando una respuesta Thl. Se correlaciona
en forma positiva con el nimero de ovocitos captados'®

pero negativa con embarazo clinico o evolutivo'*,

Familia de TGF-3
Comprende a un amplio grupo de citoquinas es-
trechamente vinculadas con el desarrollo temprano del
foh’cu10120,137-140:
* TGF-B
°1,2y3
* BMP (bone morphometric protein)
* Hasta 20 subtipos
* GDF (growth and differentiation factor)
 Hasta 9 subtipos
e Activina/inhibina
e Activinas A, AB, B
e Inhibinas A y B
* Hormona antimiilleriana
* GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor)
* GDNEF, artemina y neuturina
* VEGF (vascular endothelial growth factor)

Las citoquinas prototipicas de este grupo son las
homénimas TGF-f3 y estarfan estrechamente vinculadas
con el desarrollo folicular, aun antes del efecto gonadotré-
fico’®™*! incluyendo roles importantes en el reclutamiento
de foliculos primordiales, proliferacion y/o atresia de célu-
las de la granulosa y teca, esteroideogénesis, expresion del
receptor gonadotréfico, maduracién del oocito, ovulacion,
luteinizacion y formacion del cuerpo liteo'?.

Se ha identificado el ARNm en células de la
granulosa y de la teca'*?,

VEGF (vascular endothelial growth factor)

El factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) pertenece a la familia del TGF-B'*.

Se trata de una citoquina con un potente efecto
angiogénico y mitogénico de las células endoteliales'*,
que a nivel ovdrico es producida por las células de la
granulosa y de la teca'®.

Se lo ha asociado al aumento de permeabilidad
vascular que se observa en respuesta a las gonadotrofinas
durante el ciclo ovulatorio durante la formacién del cuer-
po liteo' y en ciclos con sindrome de hiperestimulacién
ovdrica'*!¥ si bien no todos los autores pudieron encon-
trar esta correlacién' y se ha sugerido que las diferencias
estarfan relacionadas con temas metodoldgicos'.

GDF 9y BMP 15
Citoquinas producidas por el oocito que per-
tenecen a la superfamilia del TGF-f3, agrupadas bajo el
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término de productos solubles producidos por el oocito
(OSF, oocyte soluble factors)"'"'>. Actuarian estimu-
lando la proliferacién de células de la granulosa'¥’!'%,
inhibiendo la luteinizacién'** y frenando la apoptosis de
células del cimulo®.

Por su parte, el oocito cumple un rol activo en
la modulacién de la actividad de las células que lo ro-
dean a través de factores solubles con funcién de factor
de crecimiento. Dentro de la superfamilia de factores de
crecimiento de TGF-J3, se encuentran los factores solu-
bles producidos por el oocito conocidos como GDF-9 y
BMP-15 (también conocido como GDF-9b)!3¢-1%,

Los factores de crecimiento pertenecientes
a la familia del TGF-B actian a través de receptores
de superficie y mediadores intracelulares (SMAD)!®
y en su conjunto resultan indispensables para que se
cumpla un ciclo ovulatorio exitoso!*"!62, Por lo tanto,
tal como estd extensamente publicado en experimentos
con ratones knock-out, las alteraciones o defectos en
la produccién de estos factores de crecimiento, su
receptor o sus mediadores intracelulares dan como
resultado deficiencias severas en la esteroideogénesis,
foliculogénesis o proceso ovulatorio!'®.

Los ratones con ausencia del gen que codifica
el GDF-9 (ratén knock-out para el GDF-9) son
estériles'® y en ellos, el desarrollo folicular no pasa de
un estadio primario. Dentro de las funciones con las que
se relaciona al GDF-9 se encontrarian la de promover
la proliferacién de células de la granulosa en foliculos
preantrales de ratas'®, lainduccién del fenotipo de células
de granulosa del cimulo mediada por la estimulacién
en la produccion de progesterona (P4), la sintesis de
ARNmMm para la COX2, la sintesis de hialuronidasa 2 y la
expansion del ctimulo con inhibicién de la expresién del
ARNmM para el receptor LH estimulado por la FSH!66:167,

Experiencias provenientes de estudios con
animales en cuanto a las funciones bioldgicas del
BMP-15 dan cuenta de que posee un fuerte estimulo de
proliferacion de las células de la granulosa'®®, asi como
la produccion del ligando kit; a su vez se ha sugerido una
interrelacion estrecha entre el BMP-15 y el receptor de
la FSH con un fuerte efecto inhibitorio de la expresion
del receptor de FSH?’. Estudios mds recientes han
relacionado al BMP-15 con la expansion del cimulo!'®.
Pero su rol final atin no acaba de dilucidarse, pues es
probable que su accionar se combine con otras cascadas
de factores locales, ya que su ausencia se relacionaria con
defectos de fertilidad pero de una forma no tan severa
como la que se ha visto en ratones sin la expresion de
GDF-9'%,

Se podria concluir que tanto el GDF-9 como el
BMP-15 participarian en el proceso final de maduracién
folicular, principalmente en la expansiéon del cimulo,



evento que se encuentra estrechamente vinculado con
los niveles de gonadotrofinas!™.

Tanto el BMP-15 como el GDF-9 ejercen
su accion en la célula blanco a través de dos tipos de
receptores transmembranosos de los que han sido
descriptos dos tipos (I y II) con al menos siete variantes
(ALK 1-7) para el tipo I, y cinco variantes para el tipo
I serina/treonina-quinasa en mamiferos (Act R-1I, Act
R-1IB, AMHR-II, BMPR-II y TGFRB-II)!"".

Al receptor tipo II se lo considera una variante
activa con capacidad de activar el receptor tipo I a
nivel de su dominio GS yuxtamembranoso por medio
de un proceso de fosforilaciéon. Otros factores de
modulacién asociados con la familia de los TGF-f
son los betaglicanos y endoglinas que actuarian como
moduladores accesorios (receptores tipo III).

Los mediadores de estos receptores a nivel
intracelular son los SMAD, que dependiendo de la
combinacién de los receptores tipo I y II, distintos
SMAD son activados por fosforilacion.

El BMP-15 ejerce sus acciones bioldgicas a
través del receptor de superficie BMP II (BMPR-II) y
los efectos de cascada se realizarian a través del receptor
BMP 1B (ALK-6) y sus mediadores intracelulares
SMAD 1/5/8. El GDF-9 actuarfa a través del receptor
tipo T ALK-5 y los SMAD 2/3'%.

Aparecen en fluido folicular y sus niveles se co-
rrelacionarian positivamente con el E2 y negativamente
con la FSH™. Wu analizé los niveles de BMP-15 en flui-
do folicular y la evolucién de los oocitos de 79 parejas y
concluyé que a mayor nivel de BMP-15, los oocitos pre-
sentaban una mayor tasa de fertilizacion, clivaje y mejor
calidad embrionaria y propuso la hipétesis del BMP-15
como marcador de madurez citoplasmatica ya que todos
los oocitos compartian similar madurez nuclear™.

Conclusiones

El sistema endocrino y el inmune se encuentran
intimamente ligados y comparten rangos de accién que
se afectan mutuamente (comunicacion bidireccional);
de hecho muchos de los eventos de ovulacién son com-
parables a los generados en la respuesta inflamatoria.

Las células del sistema inmune son pasibles de
responder a las hormonas circulantes, evidencia de ello
es que la poblacion de leucocitos a nivel ovéarico varia
con el correr del ciclo ovulatorio; no solo en cantidad ab-
soluta (leve) y relativa (linfocitos activados), sino tam-
bién en el perfil de produccion de citoquinas durante el
ciclo ovulatorio.

El papel que juegan las citoquinas en el fun-
cionamiento ovdrico se evidencia por su presencia en el
fluido folicular, la deteccién de receptores para diversas
citoquinas en los distintos componentes del complejo
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folicular (teca, granulosa, cimulo y/u ovocito) que de-
muestra una capacidad de respuesta, y la presencia de
ARNm para la sintesis de aquellas.

En la mujer existe un predominio de respues-
ta Th2 que favorece la implantacién fetal; un balance o
cambio a respuesta Th1 (proinflamatoria) se reflejaria en
pardmetros de peor prondstico reproductivo.

Patologias como el sindrome de ovario poli-
quistico y la endometriosis se asociarian con un perfil
de citoquinas diferentes a las del ciclo ovulatorio y el
endometrio normal.

Citoquinas como la AMH (hormona antimiille-
riana)/inhibina B (superfamilia de TGF-f) aproximan el
diagndstico de reserva ovdrica.

Los niveles de ciertas citoquinas como el G-
CSF en fluido folicular permitirfan establecer valores
prondstico para la transferencia de un dnico embrion
(SET).

Ya hay reportes del uso de -citoquinas
recombinantes en pacientes que realizan FIV con el
objetivo de mejorar la respuesta ovarica.

El oocito tiene la capacidad de modular las
células de la granulosa a través de GFD-9 y BMP-15
cuyos niveles en fluido folicular serfan prondstico en
ciclos de FIV.

Finalmente, se requiere conocer mas acerca de la
interrelacidn entre las citoquinas con el fin de establecer
su real valor diagnéstico, prondstico y terapéutico en
medicina reproductiva.
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