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Tapa

Ovarios de pacientes prepuberales y adolescentes oncolégicas que preservaron su

fertilidad por criopreservacion de tejido. A) Vista panordmica de corteza ovdrica de

pacientes de 16 afios tefiida con hematoxilina-eosina. Se observan abundantes folicu-

los primordiales {100X). B) Inmunolocalizacién de la proteina pro-apoptética BAX en

citoplasma de foliculos primordiales en ovario de pacientes de 16 afios (400X). €)

Inmunolocalizacién de la proteina antiapoptética BCL2 en citoplasma de foliculo primor-

dial en ovario de paciente de 16 afios [1000X). D) Inmunolocalizacion de la proteina

CASPASA-3 clivada en citoplasma de foliculos primordiales en ovario de paciente de 9
afos (400X). Autora: Dra. Maria ltati Albamonte.
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Resumen

En la actualidad, la mejora en los tratamientos antitu-
morales en pacientes oncologicos provocd un aumento en
la tasa de su supervivencia. Esto condujo a tener en cuenta
su calidad de vida y su fertilidad futura luego de la cura-
cion. En las ninas y adolescentes con cancer, la criopreser-
vacion de tejido ovdrico es, hasta la fecha, la Gnica opcion
disponible no solo por su condicion social y reproductiva,
sino también porque la urgencia en el inicio del tratamien-
to oncolégico impide llevar a cabo la estimulacion ovarica.
Las dos metodologias para conservar el tejido son el con-
gelamiento lento y la vitrificacion. La primera es la mds
utilizada; la segunda, la mas novedosa, rapida y efectiva.
Es muy importante conocer la reserva folicular y el estado
de esta en el tejido ovdrico antes de su criopreservacion.
En algunos trabajos se realiz6 un conteo folicular y la eva-
luacion de genes de la apoptosis. Asimismo, hay que tener
en cuenta que puede haber riesgo de reintroducir células
malignas del tejido ovdrico trasplantado. Por tal motivo, se
estan desarrollando nuevas metodologias de cultivo in vitro
que permiten la activacion y el crecimiento de los folicu-
los primordiales para obtener ovocitos que, luego de su
maduracion in vitro, serdn aptos para la fecundacion. Los
resultados acumulados en estos Ultimos 20 afnos conducen
cada vez mds a que las pacientes que estén transitando al-
guna enfermedad oncoldgica reciban asesoramiento sobre
la preservacion de su fertilidad futura.

Palabras clave: criopreservacion, ovario, cancer,
cultivo, fertilidad, infantojuvenil.

Abstract

Currently, the improvement in  antitumor
treatments in cancer patients led to an increase in sur-
vival rate. This has promoted taking into consideration
the quality of life and future fertility after bealing in
patients. In girls and adolescents with cancer, cryopre-
servation of ovarian tissue is, to date, the only option
available because their social and reproductive condi-
tion and the urgency to start cancer treatment prevent
ovarian stimulation from being carried out. The two
methodologies for preserving tissue are slow freezing
and vitrification. The first one is the most widely used;
the second one, the most innovative, fast and effective.
1t is very important to know the follicular reserve and
its state in the ovarian tissue prior to cryopreservation.
Some studies carry out follicular count and evalua-
tion of apoptosis genes. Likewise, it should be borne in
mind that there may be a risk of reintroducing ma-
lignant cells from the transplanted ovarian tissue. For
this reason, new in vitro culture methodologies are
being developed that allow the activation and growth
of the primordial follicles to obtain oocytes that, after
their in vitro maturation, will be suitable for fertili-
zation. The results accumulated in the last 20 years,
increasingly lead to patients who are undergoing an
oncological disease receiving advice on preserving
their future fertility.

Key words: cryopreservation, ovary, cancer, culture,
Sfertility, child-youth.
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INTRODUCCION

Los tratamientos indicados en pacientes con
enfermedades oncolégicas pueden afectar la fertili-
dad, sobre todo, aquellos en los que se utilizan an-
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tineoplasicos de elevada gonadotoxicidad como la
ciclofosfamida'. Si bien el principal objetivo del on-
cologo y de todo el equipo de salud es la reduccion
de la mortalidad en las pacientes con cancer, deben
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tenerse en cuenta su calidad de vida y su potencial
fertilidad. Una encuesta realizada por Schover et al.?
hace mas de 20 anos mostré que tanto el embarazo
como tener un hijo biolégico propio eran preocupa-
ciones en las mujeres sobrevivientes de cancer. Por
lo tanto, cada vez se recomienda mas brindar un
asesoramiento sobre la preservacion de la fertilidad
en las nifias, adolescentes y mujeres jévenes con
cancer antes de indicar el tratamiento oncolégico®.

Ahora se cuenta con diversas opciones para pre-
servar la fertilidad en las mujeres. Algunas de ellas,
como la preservacion de ovocitos y de embriones,
estan bien establecidas, mientras que otras, como la
preservacion de tejido ovarico, atn siguen conside-
randose experimentales?, a pesar de que desde el
primer nacimiento después de un trasplante ortoto-
pico, en 2004, en una mujer tratada por linfoma de
Hodgkin®, se han notificado mas de 130 nacimientos
en todo el mundo por trasplante autélogo, lo que
sugiere que el trasplante ortotopico de tejido ovari-
co puede entrar en la practica de rutina®®.

En el caso de las pacientes prepuberes y ado-
lescentes, la criopreservacion de tejido ovarico es la
unica opcién disponible, no solo por su condiciéon
social y estado reproductivo, sino también porque
deben someterse a un tratamiento oncolégico ur-
gente y no se dispone de tiempo para realizar la
estimulacion ovarica. Es importante destacar que la
tasa de supervivencia a largo plazo de los pacientes
con cancer infantil ha aumentado, principalmente
por los avances en la deteccion temprana y los regi-
menes de tratamiento mas efectivos contra las enfer-
medades malignas'. Por ejemplo, en la actualidad
la tasa de supervivencia en los nifios y adolescentes
con linfoma de Hodgkin supera el 90% y es casi
del 80% para los que padecen leucemia linfoblastica
aguda''. En vista de estas altas tasas de supervi-
vencia, la consideracion de la calidad de vida de la
paciente después de recuperarse de la enfermedad
demuestra que la indicacion de preservacion de la
fertilidad antes del tratamiento oncologico esta bien
justificada®.

CRIOPRESERVACION DE TEJIDO OVARICO
La criopreservacion de tejido ovarico implica la
extirpacion quirtrgica de todo el ovario o de una
parte de él, para diseccionarlo y obtener fragmentos
de corteza oviarica aptos para su criopreservacion.
Una de las principales limitaciones de los injertos
de corteza ovarica es su reducida vida media, ya que
alrededor de dos tercios de la reserva folicular se
pierden por dano isquémico luego de su trasplante.

Algunos trabajos realizados en animales, como las
ratas, sugieren el trasplante del 6rgano entero para
evitar ese problema'‘°,

Hay dos metodologias para la criopreservacion
de la corteza ovarica: la vitrificacion y la congelacion
lenta. Si bien esta tltima es la mas ampliamente utili-
zada y en la que se ha informado mayor cantidad de
nacidos vivos, la vitrificacion esta en continuo auge.

La vitrificacion es una técnica de congelamiento
ultrarrapida que impide la formacion de cristales de
hielo dentro de la célula, con lo que disminuye el
riesgo de dano mecanico sin alterar su integridad
morfolégica. En un metanalisis realizado por el gru-
po de Shi”7) en el que se evalué la eficacia de la
vitrificacion de tejido ovarico en comparacién con
la congelacion lenta, ambas técnicas brindaron re-
sultados similares en cuanto a la densidad y morfo-
logia de los foliculos primordiales. Sin embargo, la
vitrificacién ocasiona menor dafio en el ADN y una
mayor conservacion de las células estromales. Por
los mejores resultados obtenidos a partir de la vitri-
ficacion de tejido, por el menor tiempo que conlleva
realizarla y por no requerir equipamiento especial y
COstosO0, esta técnica se estd empleando cada vez mas.

Mas alla de la técnica utilizada para la criopreser-
vacion, la preservacion de tejido ovarico es, con sus
ventajas y desventajas (Tabla 1), hasta el momento,
la Ginica opcion disponible para pacientes prepube-
rales y adolescentes oncolégicas.

Si bien cada vez se acepta mas la idea de preser-
var la fertilidad mediante criopreservacion de tejido
ovarico en pacientes prepuberales y adolescentes
oncologicas antes de iniciar el tratamiento antitu-
moral, la informacion sobre la reserva folicular y el
estado de esta en el tejido, antes de su conservacion,
es escasa.

En un trabajo reciente de nuestro grupo de in-
vestigacion'®, que incluyé 12 muestras de tejido
ovarico de pacientes de entre 7 y 19 afios con dife-
rentes patologias oncologicas (linfoma de Hodgkin,

Ventajas Desventajas

Evita retrasos en el inicio del

; . Técnica experimental
tratamiento oncolégico

Intervencién quirdrgica para
obtencién del tejido y posterior
trasplante

No requiere estimulacién
hormonal

Reducida vida media del frag-

Restitucién de la funcién ovdrica L
mento ovarico

Restitucién de la funcién
hormonal

Riesgo de reintroducir células
malignas

Tabla 1: Ventajas y desventajas de la criopreservacién del tejido
ovdrico en pacientes prepuberales y adolescentes oncolégicas.
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leucemia mieloide aguda, osteosarcoma, miosarco-
ma, ganglioneuroblastoma, sindrome mielodispla-
sico), enroladas en un programa de preservacion
de la fertilidad por criopreservacién ovarica, hemos
analizado la reserva folicular en fragmentos de te-
jido ovarico antes de su conservacion mediante
el conteo de los diferentes estadios foliculares en
cortes tenidos con hematoxilina-eosina. Todos los
fragmentos presentaron foliculogénesis activa, ob-
servandose desde foliculos primordiales hasta antra-
les, cuerpos liteos y cuerpos albicans. Sin embargo,
el conteo de foliculos primordiales mostré un rango
muy amplio de variacion (entre 50% y 99%) entre
todas las pacientes. Esto puede deberse a la distri-
bucién al azar y heterogénea de la reserva germinal
en el ovario'®?. Asimismo, es interesante conocer el
estado de la masa folicular presente en esos tejidos.
En el mismo trabajo, se realiz6 la deteccion de va-
rios genes asociados a la apoptosis tanto de la via
intrinseca (familia génica BCL2) como de la via ex-
trinseca (sistema de muerte FAS y su ligando), como
también el analisis de células apoptéticas mediante
la deteccion de caspasa-3 y TUNEL. La deteccion de
los miembros proapoptoticos (BAX, BID clivado) y
antiapoptoticos (BCL2, MCL1) estuvo relacionada
con el desarrollo folicular. Particularmente, en la
masa folicular de reserva (foliculos primordiales y
primarios), la coexistencia de BAX y BCL2 fue un
hallazgo, ya que esta tltima proteina no se habia de-
tectado en esos foliculos en los trabajos anteriores
(Figuras 1 y 2)*?2. Cabe senalar que esos trabajos
se realizaron en muestras ovaricas de pacientes sin
patologias oncoldgicas. La expresion de BCL2 en la
masa folicular de reserva podria deberse a una res-
puesta protectora frente a la presencia de un proce-
so extragonadal patologico. El cancer es, per se, una
enfermedad que induce estrés oxidativo, generan-
do efectos toxicos en las células, combinados con
anoxia y déficit de nutrientes y antioxidantes que
no pueden compensar la produccion de radicales
libres?®>*. En este contexto, las células germinales
podrian estar tratando de sobrevivir en ese ambien-
te estresante y la deteccion de BCL2 seria de buen
pronéstico para una eventual recuperacion de la ca-
pacidad gametogénica futura. En cuanto a la detec-
cion de células apoptéticas, la presencia ocasional
de caspasa-3 clivada en los foliculos primordiales
sugiere que el proceso de dafo celular ya estaria
desencadenado en algunos foliculos que seran re-
clutados para el grupo en crecimiento y es probable
que la mayoria sufran atresia antes o durante el es-
tadio antral. Solo los foliculos antrales, y en especial

los foliculos completamente desarrollados, asi como
los foliculos atrésicos, resultaron TUNEL positivos y
mostraron caspasa-3 clivada en las células granulo-
sas y tecales, lo que indica que la atresia folicular
es un proceso mediado por la apoptosis (Figura 3).
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Figura 1. Inmunomarcacién de la profeina proapoptética BAX
en ovarios prepuberales y adolescentes oncolégicas que preser-
varon su fertilidad por criopreservacién de tejido ovérico. A)
Foliculo primordial positivo para BAX en el citoplasma de una
célula germinal (flecha) y en células granulosa (200X). B) La
positividad continda en foliculo primario tanto en citoplasma de
célula germinal (asterisco) como en las células de la granulosa
(flecha) (1000X) y en €) foliculo secundario, tanto en el citoplas-
ma deuna célula germinal (asterisco) como en las células de la
granulosa (flecha) (400X). D) Vista parcial de un cuerpo liteo
positivo para BAX (400X).

GLC: células de la granulosa luteinizadas. Reproducido con permiso de

Albamonte M et al., 2019.
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Figura 2. Inmunomarcacién de la proteina antiapoptética BCL2
en ovarios prepuberales y adolescentes oncolégicas que preserva-
ron su fertilidad por criopreservacién de tejido ovdarico. A) Foliculo
primordial positivo para BCL2 en citoplasma oocitario (flecha) y B)
foliculo primordial/primario positivo para BCL2 tanto en el citoplas-
ma oocitario (flecha) como en células de la granulosa (asterisco)
(1000X). €) Foliculo secundario positivo en célula germinal (flecha)
y en células de la granulosa (200X). D) Vista parcial de un foliculo
antral positivo en células de la granulosa (flecha).

GC: células de la granulosa, O: oocito. Reproducido con permiso de Al-
bamonte M et al., 2019.
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Figura 3. Inmunomarcacién de la proteina caspasa-3 clivada
y TUNEL en ovarios prepuberales y de adolescentes oncolégi-
cas que preservaron su fertilidad por criopreservacién de fejido
ovérico. A) Foliculo primordial positivo (punta de flecha) y nega-
tivo para procaspasa 3 (400X). B) Vista parcial de un foliculo
antral negativo para procaspasa-3 (200X). €) Foliculos primordia-
les positivos (flechas) para caspasa-3 clivada (100X). D) Foliculo
antral afrésico positivo para caspasa 3 clivada en células de la
granulosa y tecales (200X). E) Células de la granulosa y tecales
apoptéticas (400X). F) Visién parcial de un foliculo antral atrésico
con células de la granulosa TUNEL positivas (1000X).

A: antro; GC: células granulosa, IT: teca interna. Reproducido con permiso
de Albamonte M et al., 2019.

CULTIVO DE TEJIDO OVARICO PARA EL
DESARROLLO FOLICULAR IN VITRO

La masa de foliculos primordiales quiescentes
presentes en la corteza ovarica es resistente a los
procesos de congelamiento/descongelamiento®.
Por tal motivo, la criopreservacion de tejido y su
posterior autotrasplante es la metodologia mas utili-
zada para preservar la fertilidad en pacientes infan-
tojuveniles con cancer extragonadal. Sin embargo,
existe riesgo de reintroducir células malignas del
tejido autotrasplantado, sobre todo en los canceres
hematol6gicos como las leucemias, que son los mas
frecuentes en este grupo etario?*?. Por lo tanto, se
estan comenzando a elaborar nuevas técnicas mas
seguras, como el crecimiento folicular 7 vitro para
la obtenciéon de ovocitos aptos para la fecundacion.

La funcién reproductiva femenina requiere el
desarrollo ciclico y madurativo de los foliculos ova-
ricos desde la activacion continua de la masa de fo-
liculos primordiales. El desarrollo folicular involucra
una serie de eventos regulados, caracterizados por

estadios de transicion que comienzan con el inicio
del crecimiento de los foliculos primordiales hasta
el estadio de foliculo secundario, la formacién de
foliculos antrales hasta el estadio de foliculo de De
Graaf con la asociaciéon de células de la granulo-
sa y la acumulacion de liquido antral, y la obten-
cion de un ovocito maduro. Por consiguiente, para
que se produzca un adecuado crecimiento folicular
y maduracién ovocitaria in vitro se debe emplear
un sistema de cultivo en multiples etapas que otor-
guen los requerimientos necesarios para cada mo-
mento del desarrollo®?!. La primera etapa implica
la activacion y crecimiento inicial de los foliculos
primordiales hasta el estadio de foliculo secunda-
rio; la segunda etapa involucra el crecimiento de los
foliculos secundarios hasta el estadio de foliculos
antrales; la tercera etapa implica el completo creci-
miento ovocitario para luego, en una cuarta etapa,
madurarlos i vitro (Figura 4)*.

La primera etapa del cultivo es una de las mas
complejas para realizar con éxito. Los foliculos pri-
mordiales de reserva presentes en los fragmentos de
corteza ovarica estan en un estado quiescente y nece-
sitan iniciar un proceso de activacion que les permita
su crecimiento. Este proceso es muy poco conocido
en los seres humanos y es un evento clave para de-
sarrollar un sistema 6ptimo de crecimiento folicular
in vitro. Una de las vias de sefalizacién involucra-
das en este proceso es la del fosfatidilinositol-3'-qui-
nasa (PI3K-AKT), estudiada en modelos de ratones
knockout®® y en corteza ovarica humana cultivada in
vitro®°, Varios factores de crecimiento, incluida la
FSH (follicle stimulating hormone), estimulan a PI3K
para activar una PDK1 (phosphoinositide-dependent
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Figura 4. Represenfacién esquemdtica del sistema de cultivo in
vitro en multiples etapas de los foliculos ovdricos. a) Etapa 1. Acti-
vacién in vitro de los foliculos primordiales presentes en la corteza
ovdrica y posterior microdiseccién de los foliculos multilaminares.
b) y ¢) Etapa 2. Cultivo individual de foliculos multilaminares hasta
el estadio de foliculo antral. d) y €] Etapa 3. Aislamiento de los
complejos oocifocumulus oophorus. Etapa 4. Maduracién de los
ovocitos in vifro para la subsecuente fecundacion.

Reproducida con autorizacién de Telfer E, 2019.
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protein kinase-1) que fosforila a Akt y a factores
de transcripcién corriente abajo, incluidos FOXO1
(forkbead winged belix box O1) y FOXO3 (forkbead
winged belix box O3), que provocaran la activacion
folicular y su crecimiento®-*. Por otro lado, se ha
observado que la delecion del gen PTEN (phospha-
tase and tensin homolog) estimula el crecimiento
de foliculos primordiales en animales neonatales
y adultos®-. Este gen codifica una fosfatasa que
regula negativamente la via de sefializacion PI3K-
AKT. La delecion de PTEN incrementa la fosforila-
cion de AKT y la exportacion nuclear del factor de
transcripcion FOXO3 (forkbead box 03)*%4, Ade-
mas, se observo que los efectos de PTEN pueden
ser reversiblemente inhibidos por derivados del
vanadato que actian como proteinas inhibidoras
de tirosina-fosfatasas y, de este modo, promover la
fosforilacion corriente abajo de AKT y estimular la
activacion y el crecimiento in vitro de los foliculos
primordiales4+4,

Sin embargo, la informacion sobre la expresion
de PTENy FOXO3 en ovarios humanos es muy esca-
sa. Un trabajo recientemente publicado por nuestro
grupo de investigacion?’, en el que se analizan PTEN
y FOXO3 en ovarios fetales, infantojuveniles y adul-
tos humanos sugiere la presencia, en el periodo pos-
natal, de dos poblaciones de foliculos primordiales:
una que expresa FOXO3 nuclear y otra que no. Esto
podria estar evitando la activacion folicular al igual
que lo observado en los ratones. Sin embargo, a dife-
rencia de lo que ocurre en el ratén, no seria un meca-
nismo de “todo o nada”, sino que mas bien afectaria a
una determinada poblacién de foliculos primordiales
para garantizar la fertilidad a largo plazo.

Otro componente involucrado en la regulacion
de la via PI3K-AKT es mTORC1 (mammalian tar-
get of rapamycin complex 1), una serina/treonina-
quinasa que regula el crecimiento y la proliferacion
celular en respuesta a factores del crecimiento y
nutrientes, y que también regula la activacion de
los foliculos primordiales®. Los modelos de ratones
knockout para mTORC1 muestran un aumento de su
activacion®+364,

Por lo mencionado, es de suma importancia co-
nocer como funciona la activacion de los foliculos
primordiales para poder crear un sistema de cultivo
in vitro eficaz y obtener la maxima cantidad de ovo-
citos aptos para su posterior fecundacion.

CONCLUSIONES
En los ultimos afios, debido a la mejora en los
tratamientos antitumorales e, incluso, a la nueva

medicina personalizada, que conllevé un auge de
la farmacogenética, la tasa de supervivencia de los
pacientes con cancer se ha incrementado de manera
notable y ha obligado a pensar en la calidad de vida
de los sobrevivientes. Esto ha conducido a que el
asesoramiento sobre preservacion de la fertilidad de
las pacientes oncologicas antes de realizar un trata-
miento sea fundamental y hasta que se juzgue una
negligencia médica no hacerlo, a la luz de los resul-
tados de los ultimos 20 afnos.

Si bien, a pesar de la evidencia acumulada y la
tasa de embarazos informados, la criopreservacion
del tejido ovarico se considera una técnica experi-
mental, es la Gnica opcion disponible en pacientes
prepuberes y adolescentes con cancer.

En vista de los resultados publicados hasta la fe-
cha, es muy importante que se establezcan equipos
de atencion multidisciplinarios que puedan brindar-
le a la paciente no solo un adecuado tratamiento de
la patologia en cuestion, sino también asesoramien-
to psicologico y las herramientas disponibles para
preservar su fertilidad futura.

REFERENCIAS

1. Koyama H, Wada T, Nishizawa Y, Iwanaga T, Aoki Y. Cyclophos-
phamide-induced ovarian failure and its therapeutic significance
in patients with breast cancer. Cancer 1977;39:1403-9.

2. Schover L, Rybicki L, Martin B, Bringelsen K. Having children
after cancer. A pilot survey of survivors’ attitudes and experiences.
Cancer 1999:86(4):697-9.

3. Carvalho BR, Kliemchen J, Woodruff TK. Ethical, moral and other
aspects related to fertility preservation in cancer patients. JBRA
Assist Reprod 2017;21:45-8.

4. Fthics Committee of the American Society for Reproductive Me-
dicine. Fertility preservation and reproduction in patients facing
gonadotoxic therapies: an Ethics Committee opinion. Fertil Steril
2018;110(3):380-6.

5. Donnez J, Dolmans MM, Demylle D, Jadoul P, Pirard C, Squifflet
J, et al. Livebirth after orthotopic transplantation of cryopreserved
ovarian tissue. Lancet 2004;363:1405-10.

6. Donnez J, Dolmans MM. Fertility preservation in women. N Engl
J Med 2017;377:1657-65.

7. Donnez J, Dolmans MM, Diaz C, Pellicer A. Ovarian cortex trans-
plantation: time to move on from experimental studies to open
clinical application. Fertil Steril 2015;104:1097-8.

8. Meirow D, Ra’anani H, Shapira M, Brenghausen M, Derech Chaim
S, Aviel-Ronen S, et al. Transplantations of frozen thawed ovarian
tissue demonstrate high reproductive performance and the need
to revise restrictive criteria. Fertil Steril 2016;106:467-74.

9. Gellert SE, Pors SE, Kristensen SG, Bay-Bjorn AM, Ernst E, An-
dersen CY. Transplantation of frozen-thawed ovarian tissue: an
update on worldwide activity published in peer-reviewed papers
and on the Danish cohort. J Assist Reprod Genet 2018;35:501-70.

10. Jensen AK, Rechnitzer C, Macklon KT, Ifversen MR, Birkebaek
N, Clausen N, et al. Cryopreservation of ovarian tissue for fertility
preservation in a large cohort of young girls: focus on pubertal
development. Hum Reprod 2017;32:154-64.

11. Mody R, Li S, Dover DC, Sallan S, Leisenring W, Oeftinger KC, et
al. Twenty-five-year follow-up among survivors of childhood acu-

Albamonte MI. Criopreservacion de tejido ovarico en nifias y adolescentes con céncer. 3Todavia una técnica experimental? / Actualizacion @



Revista de lo Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y Reproductiva Vol. XXVIIN® 1 Suplemento 1 Enero - junio de 2020: 29-34 1SN 15158845 (impresa) ISSN 24690252 (en linea)

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

te lymphoblastic leukemia: a report from the Childhood Cancer
Survivor Study. Blood 2008;11:5515-23.

Von der Weid NX. Adult life after surviving lymphoma in child-
hood. Support Care Cancer 2008;16:339-45.

Balcerek M, Schilling R, Byrne J, Dirksen U, Cario H, Fernandez-
Gonzalez MJ, et al. Determinants of utilization of cryopreserva-
tion of germ cells in adolescent cancer patients in four European
countries. Eur J Pediatr 2019;179:51-60.

Wang X, Chen H, Yin H, Kim SS, Lin Tan S, Gosden RG. Fertility
after intact ovary transplantation. Nature 2002;415(6870):385.
Bedaiwy MA, Jeremias E, Gurunluoglu R, et al. Restoration of
ovarian function after autotransplantation of intact frozen-thawed
sheep ovaries with microvascular anastomosis. Fertil Steril
2003;79(3):594-602.

Imhof M, Bergmeister H, Lipovac M, Rudas M, Hofstetter G, Hu-
ber J. Orthotopic microvascular reanastomosis of whole cryopre-
served ovine ovaries resulting in pregnancy and live birth. Fertil
Steril 2006;85(suppl 1):1208-15.

Shi Q, Xie Y, Wang Y, Li S. Vitrification versus slow freezing for
human ovarian tissue cryopreservation: a systematic review and
meta-analysis. Sci Rep 2017;7(1):8538.

Albamonte MI, Albamonte MS, Bou-Khair RM, Zuccardi L, Vitu-
llo AD. The ovarian germinal reserve and apoptosis-related pro-
teins in the infant and adolescent human ovary. ] Ovarian Res
2019;12:22.

Forabosco A, Sforza C, De Pol A, Vizzotto L, Marzona L, Ferra-
rio E Morphometric study of human neonatal ovary. Anat Rec
1991;231:201-8.

Sforza C, Ferrario VF, De Pol A, Marzona L, Forni M, Forabosco A.
Morphometric study of the human ovary during compartmentali-
zation. Anat Rec 1993;236:626-34.

Albamonte MI, Albamonte MS, Stella I, Zuccardi L, Vitullo AD.
The infant and pubertal human ovary: Balbiani's body associated
VASA expression, immunohistochemical detection of apoptosis-
related BCL2 and BAX proteins, and DNA fragmentation. Hum
Reprod 2013;28:698-706.

Albamonte MS, Albamonte M, Vitullo AD. Germ line apoptosis in
the mature human ovary. ] Med Res Sci 2012;2:130-45.

Hileman EO, Liu J, Albitar M, Keating MJ, Huang P. Intrinsic oxi-
dative stress in cancer cells: a biochemical basis for therapeutic
selectivity. Cancer Chemother Pharmacol 2004;53:209-19.

Sharma A, Tripathi M, Satyam A, Kumar L. Study of antioxidant
levels in patients with multiple myeloma. Leuk Lymphoma
2009;50:809-15.

Hovatta O. Methods for cryopreservation of human ovarian tis-
sue. Reprod Biomed Online 2005;10:729-34.

Dolmans MM, Marinescu C, Saussoy P, et al. Reimplantation of
cryopreserved ovarian tissue from patients with acute lympho-
blastic leukemia is potentially unsafe. Blood 2010;116:2908-14.
Oktay K, Buyuk E. Ovarian transplantation in humans: indica-
tions, techniques and the risk of reseeding cancer. Eur J Obstet
Gynecol Reprod Biol 2004;(1):45-7.

Young G, Toretsky JA, Campbell AB, et al. Recognition
of common childhood malignancies. Am Fam Physician
2000;61:2144-54.

Telfer EE, McLaughlin M, Ding C, Thong KJ. A two-step serum-
free culture system supports development of human oocytes
from primordial follicles in the presence of activin. Hum Reprod
2008;23:1151-8.

McLaughlin M, Albertini DF, Wallace WHB, Anderson RA, Telfer
EE. Metaphase II oocytes from human unilaminar follicles grown
in a multi-step culture system. Mol Hum Reprod 2018;24:135-42.
Smitz J, Dolmans MM, Donnez J, et al. Current achievements and
future research directions in ovarian tissue culture, in vitro follicle
development and transplantation: implications for fertility preser-

32.

33.

34.

30.

37.

38.

39.

40.

41.

42

43.

44.

40.

47.

48.

49.

vation. Hum Reprod Update 2010;16:395-414.

Anderson RA, McLaughlin M, Wallace WH, Albertini DF, Telfer EE.
The immature human ovary shows loss of abnormal follicles and
increasing follicle developmental competence through childhood
and adolescence. Hum Reprod 2014;29:97-100.

Reddy P, Liu L, Adhikari D, et al. Oocyte-specific deletion of Pten
causes premature activation of the primordial follicle pool. Scien-
ce 2008;319:611-3.

McLaughlin M, Kinnell HL, Anderson RA, Telfer EE. Inhibition
of phosphatase and tensin homologue (PTEN) in human ovary
in vitro results in increased activation of primordial follicles but
compromises development of growing follicles. Mol Hum Reprod
2014;20:736-44.

. Li J, Kawamura K, Cheng Y, et al. Activation of dormant ova-

rian follicles to generate mature eggs. Proc Natl Acad Sci USA
2010;107:10280-4.

Grosbois J, Demeestere 1. Dynamics of PI3K and Hippo signaling
pathways during in vitro human follicle activation. Hum Reprod
2018;33:1705-14.

Gonzalez-Robayna IJ, Falender AE, et al. Follicle-Stimulating Hor-
mone (FSH) stimulates phosphorylation and activation of protein
kinase B (PKB/Akt) and serum and glucocorticoid induced kina-
ses (Sgk): evidence for A kinase independent signaling by FSH in
granulose cells. Mol Endocrinol 2000;14:1283-300.

Alum H, Maizels ET, Park Y, et al. Follicle-stimulating hormone ac-
tivation of hypoxia-inducible factor-1 by the Phosphatidylinositol
3-kinase/Akt/Ras homolog enriched in brain (Rheb/mammalian
target of rapamycin (mTOR) pathway is necessary for induction
of select protein markers of follicular differentiation. J Biol Chem
2004;279:19431-40.

Adhikari D, Liu K. Molecular mechanisms underlying the activation
of mammalian primordial follicles. Endocr Rev 2009;30:438-04.
John GB, Gallardo TD, Shirley 1J, et al. Foxo3 is a PI3K-depen-
dent molecular switch controlling the initiation of oocyte growth.
Dev Biol 2008;321:197-204.

Reddy P, Liu L, Adhikari D, et al. Oocyte-specific deletion of Pten
causes premature activation of the primordial follicle pool. Scien-
ce 2008;319:611-3.

Herraiz S, Novella-Maestre E, Rodriguez B, et al. Improving ova-
rian tissue cryopreservation for oncologic patients: slow freezing
versus vitrification, effect of different procedures and devices. Fer-
til Steril 2014;101:775-84.

Sanchez-Serrano M, Crespo J, Mirabet V, et al. Twins born after
transplantation of ovarian cortical tissue and oocyte vitrification.
Fertil Steril 2010;93:268 €211-263.

Schmid AC, Byre RD, Vilar R, et al. Bisperoxovanadium com-
pounds are potent PTEN inhibitors. FEBS Lett 2004;566:35-8.

. Morohaku K, Hoshino Y, Sasada H, et al. Incorporation of

phosphatase inhibitor in culture promotes growth initiation of
isolated non-growing oocytes. PLoS One 2013;8:¢77533.
Novella-Maestre E, Herraiz S, Rodriguez-Iglesias B, et al. Short-
term PTEN inhibition improves in vitro activation of primordial
follicles, preserves follicular viability, and restores AMH levels
in cryopreserved ovarian tissue from cancer patients. PLoS One
2015;10(5):€0127786.

Albamonte MI, Calabré LY, Albamonte MS, Zuccardi L, Stella I,
Halperin J, et al. PTEN and FOXO3 expression in the prenatal
and postnatal human ovary. ] Assisted Reprod Genet 2020. doi.
org/10.1007/s10815-020-01790-x.

Adhikari D, Liu K. mTOR signaling in the control of activation of
primordial follicles. Cell Cycle 2010,9:1673-4.

McLaughlin M, Patrizio P, Kayisli U, et al. mTOR kinase inhibition re-
sults in oocyte loss characterized by empty follicles in human ovar-
ian cortical strips cultured in vitro. Fertil Steril 2011;96:1154-9.e1.

@ Albamonte MI. Criopreservacién de tejido ovarico en nifias y adolescentes con céncer. 3Todavia una técnica experimental? / Actualizacion



REVISION

Revista de lo Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y Reproductiva Vol. XXVIIN® 1 Suplemento 1 Enero - junio de 2020: 3545 1SSN 1515-8845 (impresa) ISSN 24690252 (en linga)

Senales de transduccion y mecanismos moleculares
involucrados en la regulacion de la proliferacion de la célula

de Sertoli

Signal transduction pathways and molecular mechanisms
involved in the regulation of Sertoli cell proliferation

Cecilia L. Cenfola, Gustavo M. Rindone, Agostina Gorga, Eliana H. Pellizzari, Selva B. Cigorraga, Maria F.

Riera, Silvina B. Meroni, Maria N. Galardo

Cenfro de Investigaciones Endocrinolégicas Dr. César Bergada (CEDIE}CONICET/FEI/Division de Endocrinologia, Hospital de Nifos

Ricardo Gutiérrez, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

Contacto de la autora: Maria N. Galardo
E-mail: mngalardo@cedie.org.ar
Correspondencia: Gallo 1330, C1425 CABA
Recibido: 15/4,/2020

Aceplado: 16/6,/2020

Conlflicto de interés: los autores declaran no tener conflicto de inferés.

RESUMEN

Las células de Sertoli son células somaticas presentes
en los tibulos seminiferos que cumplen funciones esencia-
les en la regulacion de la espermatogénesis. Teniendo en
cuenta que cada célula de Sertoli es capaz de sustentar un
nimero limitado de células germinales, el nimero final de
células de Sertoli alcanzado durante el periodo proliferati-
vo determina la capacidad de produccion de esperma. Solo
proliferan las células de Sertoli inmaduras mientras no ha-
yan establecido el complejo de uniones intercelulares que
conforman la barrera hematotesticular. El cese de la prolife-
racién es un prerrequisito para la maduracion de las célu-
las de Sertoli acompanado del establecimiento de la barrera
hematotesticular. Esta revision se centra en las hormonas,
los factores producidos localmente, las vias de transduccion
de senales y los mecanismos moleculares que controlan la
proliferacion y maduracion de las células de Sertoli. La com-
prension de cémo se establece el nimero final de células
de Sertoli en la edad adulta constituye un requisito previo
para comprender las causas subyacentes responsables de la
disminucion progresiva en la produccion de esperma ob-
servada durante los ultimos 50 afnos en los seres humanos.

Palabras clave: célula de Sertoli, proliferacion, ma-
duracion, sefnales de transduccion.

ABSTRACT

Sertoli cells are somatic cells present in
seminiferous tubules which have essential roles in
regulating spermatogenesis. Considering that each
Sertoli cell is able to support a limited number of
germ cells, the final number of Sertoli cells reached
during the proliferative period determines sperm
production capacity. Only immature Sertoli cells,
which have not established the blood-testis barrier,
proliferate. Cessation of proliferation is a pre-
requisite to Sertoli cells maturation accompanied
by the establishment of the blood-testis barrier.
This review focuses on the hormones, locally
produced factors, signal transduction pathways,
and molecular mechanisms controlling Sertoli cells
proliferation and maturation. The comprebension
of how the final number of Sertoli cells in
adulthood is established constitutes a pre-requisite
to understand the underlying causes responsible
Jor the progressive decrease in sperm production
that has been observed during the last 50 years in
bumans.

Key words: Sertoli cell, proliferation, maturation,
signal transduction.
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INTRODUCCION

Las células de Sertoli representan uno de los
tipos celulares mas complejos del organismo. La
principal funcién de este tipo celular es proveer
soporte fisico y nutricional a las células germina-
les en desarrollo. Considerando que cada célula de
Sertoli es capaz de sustentar un nimero limitado
de células germinales, el nimero final de células
de Sertoli alcanzado durante el periodo proliferati-

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecolégica
y Reproductiva 2020; Vol. XXVII N° 1 Suplemento 1 Enero - junio de

vo determinara la capacidad espermatogénica del
individuo adulto'.

Solo las células de Sertoli inmaduras son ca-
paces de proliferar y se considera que la prolife-
raciéon cesa en la pubertad en la mayoria de las
especies?®. Asi, la regulacion de la proliferacion de
la célula de Sertoli —determinando el namero final
de células- vy el cese de la proliferacion simultineo
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a la maduracion constituyen la base de la funcién
testicular en el individuo adulto.

La hormona foliculoestimulante (FSH) y los
andrégenos regulan tanto la proliferacion como
la maduracién funcional de este tipo celular. Ade-
mas de estas hormonas, un gran nimero de fac-
tores participan en la regulacion fina de la célula
de Sertoli?.

A partir de estudios iniciales llevados a cabo
desde la década de 1970 y que establecieron los
conceptos basicos en lo que respecta a la pro-
liferacion de la célula de Sertoli, se sucedieron
importantes investigaciones cuyo objetivo era
comprender los mecanismos moleculares subya-
centes a la regulacion del ciclo celular en este
tipo celular.

En la presente revision se intentan describir
los mecanismos moleculares implicados en la re-
gulacion de la proliferacion y el cese de esta si-
multaneo a la maduracion.

PRINCIPALES FACTORES IMPLICADOS EN
LA ESTIMULACION DE LA PROLIFERACION
DE LA CELULA DE SERTOLI

Las hormonas y los factores producidos local-
mente —al igual que las vias de sefalizacion y los
mecanismos moleculares involucrados en la esti-
mulacion de la proliferacion de la célula de Serto-
li- son cruciales para determinar la produccion de
esperma en los animales adultos. Los conocimien-
tos actuales sobre la funciéon que desempenan la
FSH, los factores de crecimiento de la familia de
la insulina y las activinas en la proliferacion de
la célula de Sertoli se resumiran en las siguientes
secciones.

Hormona foliculoestimulante

Los efectos de esta hormona son mediados
por su asociacion al receptor (FSHR), una pro-
teina transmembrana de siete dominios, pertene-
ciente a la superfamilia de receptores acoplados
a la proteina G (GPCR). Esta ampliamente acep-
tado que, en los machos, FSHR se expresa ex-
clusivamente en las células de Sertoli durante la
vida fetal y a lo largo de la vida posnatal®. Sin em-
bargo, la respuesta a FSH varia segun el estado
de maduracion en el que se encuentre la célula
de Sertoli*>. La FSH regula la proliferacion de la
célula de Sertoli solo durante los periodos fetal y
posnatal, mientras que regula la maduracion lue-
go del cese de la mitosis en la pubertad. La pri-
mera demostracién del papel estimulatorio de la

FSH sobre la proliferacion de la célula de Sertoli
proviene de estudios realizados por Griswold et
al.>. Posteriormente, durante las ultimas décadas
numerosos estudios determinaron la relevancia
de FSH en la regulacion de la proliferacion de la
célula de Sertoli®®.

Una vez que el papel mitético de la FSH que-
d6 demostrado de manera convincente, los es-
tudios posteriores se centraron en dilucidar las
vias de transduccion de sefales involucradas en
la regulacion de la proliferacion de la célula de
Sertoli desencadenadas por la hormona. Por mas
de 20 afos, ha sido ampliamente aceptado que
la via de senalizaciéon Gs/adenosina monofosfa-
to ciclico (AMPc)/quinasa dependiente de AMPc
(PKA) era el Unico mecanismo que contribuia
a la accion de la FSH'. El aumento de la incor-
poracion de [*H]-timidina en células de Sertoli
inmaduras incubadas en presencia de dibutiril-
AMPc (dbAMPc)>® fue la primera evidencia de la
participacién de una via dependiente de AMPc
en la regulacion de la proliferacion de la célula
de Sertoli. Hoy se sabe que las acciones biologi-
cas de FSH se acompanan de la activacién de una
compleja red de sefializacion celular. Crepieux et
al.'' demostraron que la FSH incrementa la pro-
liferacion de células de Sertoli inmaduras a tra-
vés de la regulacion de la via de las proteinas
quinasas activadas por sefiales extracelulares 1
y 2 (ERK1/2) de forma PKA y Src dependiente,
dirigiendo la progresion del ciclo celular a través
de la induccién de ciclina D1. La complejidad de
la red de senalizacion desencadenada por FSHR
se ve también reflejada en la activacion de fos-
fatidil-inositol-3 quinasa (PI3K)/Akt/p70S6 qui-
nasa (p70S6K) por la FSH en células de Sertoli
proliferativas'?. Mas recientemente, Riera et al."?
demostraron que la FSH regula la proliferacion
a través de la via PI3K/Akt/mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1).

La compleja senalizacion de FSH es responsa-
ble de la induccion/represion de diversos genes
a través de la activacion de factores de transcrip-
cién en las células de Sertoli. Ademas de modu-
lar la actividad transcripcional de la proteina de
union al elemento de respuesta a AMPc (CREB),
FSH también modula la de: NFkB, AP1, c-Myc, el
factor inducible por hipoxia (HIF)1 y HIF2; sin
embargo, hasta el momento solo se ha demos-
trado que c-Myc y HIF2 estarian implicados en
la regulacion de la proliferacion de la célula de
Sertoli por FSH'*1,
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En resumen, la FSH regula positivamente la
proliferacion de las células de Sertoli a través de
la activacion de las vias dependientes de AMPc/
PKA/ERK1/2 y PI3K/Akt/mTORC1 y por el au-
mento de la actividad transcripcional de c-Myc y
HIF2 y la expresion de ciclina D1. Sumada a esta
complejidad, se debe tener en cuenta la accién
de factores autocrinos sobre la regulacion de la
proliferacion de células de Sertoli cuya secrecion
es regulada por FSH.

Factores de crecimiento de la familia de
la insulina

Los factores de crecimiento de la familia de la
insulina —insulina, el factor de crecimiento similar
a la insulina 1(IGF-1) y 2 (IGF-2) y la relaxina— son
pequenios polipéptidos responsables del control
de crecimiento y de las funciones metabdlicas y
reproductivas. IGF-1 y IGF-2 se expresan de forma
ubicua, a diferencia de la insulina, la cual se expre-
sa exclusivamente en las células 3 de los islotes de
Langerhans del pancreas. Los efectos fisiologicos
de estos péptidos son mediados por la activacion
de receptores tirosina-quinasa: el receptor de insu-
lina (InsR) y el receptor de IGF-1 (IGF-1R).

Las funciones cruciales de la insulina e IGF-1
en el desarrollo testicular han sido mas extensa-
mente estudiadas. Se ha demostrado que células
de Sertoli aisladas de testiculos de embriones y
ratones neonatales expresan IGF-1 e IGF-1R y
que el tratamiento con IGF-1 promueve la pro-
gresion del ciclo celular y la proliferacion’®. En
cuanto al papel de la insulina, esta hormona
también promueve la proliferacion; sin embargo,
dado que se requirié una mayor concentracion de
insulina que de IGF-1 para obtener la respuesta
biolégica, se sugirié que la insulina actué a través
de los receptores de IGF-1".

En relaciéon con la via de transduccion de sefia-
les desencadenada por el sistema insulina/IGF-1 en
células de Sertoli, es ampliamente aceptado que acti-
van las vias de senalizacion de PI3K/Akt y ERK1/2 a
través de distintas isoformas del sustrato del receptor
de insulina (IRS). La reduccion del peso testicular
y del nimero final de células de Sertoli, esperma-
togonias, espermatocitos, espermatidas elongadas
y espermatozoides observada en ratones adultos
nulos para Irs2, pero no en ratones nulos para
Irs1'®, permitié asumir que IGF-1 desempefia un
papel critico en el desarrollo testicular a través de
Irs2. La participacion de la via ERK1/2 en la regu-
lacién de la proliferacion de la célula de Sertoli

por IGF-1 ha sido puesta en evidencia a través de
la utilizacion de inhibidores especificos de la via
en cultivos de células de Sertoli embrionarias'e.
Cabe aclarar en este punto que se ha propuesto a
IGF-1 como mediador de la acciéon FSH en células
de Sertoli inmaduras. Los primeros estudios en la
regulacion del sistema IGF-1 por FSH demostra-
ron que la gonadotropina estimula la secrecion de
IGF-1 e inhibe la de la proteina de union a IGF
(IGFBP) 3 en células de Sertoli'?*. Ademas, se ha
demostrado que el aumento del tamafio testicular
y el recuento de esperma del epididimo en ratones
hemicastrados durante el periodo neonatal no se
observan en ratones hemicastrados nulos selecti-
vos en células de Sertoli para Insr;Igf1ry este no
se recupera al tratar con FSH?!. Por lo que se es-
tima que FSH requiere la via insulina/IGF-1 para
mediar su efecto proliferativo en células de Sertoli
inmaduras. Sin embargo, hay que considerar que
en los ratones nulos para Insr;Igf1r selectivos para
células de Sertoli se observé una disminuciéon en
la expresion de FSHR y Akt. Por consiguiente, la
incapacidad de las células de Sertoli de proliferar
luego de la hemicastracion o del tratamiento con
FSH podria ser explicada por una reduccion en la
sefalizacion de la hormona. En resumen, se puede
concluir que los efectos de la FSH en células de
Sertoli inmaduras pueden ser mediados, al menos
en parte, por IGF-1 y que la produccion local de
IGF-1 es un componente importante de la red in-
tratesticular involucrada en la regulacién del nu-
mero de células de Sertoli, el tamafo testicular y
la produccion de esperma en el adulto.

La relaxina es otro miembro de la familia de
péptidos relacionada con la insulina. Para ejer-
cer su efecto biolégico se une a receptores de
péptidos de la familia de la relaxina (RXFP 1y
2) pertenecientes a la superfamilia GPCR*. Tanto
la relaxina como RXFP1 se expresan en mayor
cantidad en células de Sertoli inmaduras, lo que
sugiere que tienen un rol importante en los perio-
dos tempranos de la vida®. La relaxina incremen-
ta la incorporacion de [*H]-timidina y los niveles
del antigeno nuclear de proliferaciéon (PCNA) en
cultivos de células de Sertoli. La proliferacion de
la célula de Sertoli inducida por relaxina involu-
cra la activacion de la proteina Gi y de las vias
ERK1/2 y PI3K/Akt*. Mas recientemente se de-
mostré la existencia de un crosstalk entre FSH
y relaxina al final de la etapa proliferativa de las
células de Sertoli en ratas, y los autores postula-
ron que mientras que la accion de FSH parece
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ser esencial para dirigir la maduracion celular, la
relaxina pareceria promover preferentemente la
proliferacion de la célula de Sertoli®.

Activinas e inhibinas

Los péptidos gonadales activinas e inhibinas
pertenecen a la superfamilia § de los factores de
crecimiento transformantes (TGF). Las activinas son
homodimeros de dos subunidades § de inhibina
codificadas por cinco genes designados de Inhba a
Inbbe®. Las activinas mas estudiadas son la activina
A (BABA) y la activina B (BBB). Por otro lado, las
inhibinas son heterodimeros conformados por una
subunidad $-BA o B- y una subunidad o, codifi-
cada por el gen Inha, llamadas inhibina A (afA) e
inhibina B (afB) respectivamente®.

Toda informacion relacionada con la regula-
cion de la funcion de la célula de Sertoli por parte
de la activina fue obtenida utilizando activina A.
La activina A se expresa en los testiculos durante
los periodos fetal y posnatal®’®. Mientas que en
los testiculos fetales las células de Leydig son la
fuente principal de activina A*, en los testiculos
neonatales lo son las células mioides peritubula-
res?. Barakat et al.>' demostraron que la concen-
tracion testicular de activina A es alta durante el
periodo de proliferacion de la célula de Sertoli y
luego disminuye hasta alcanzar un valor bajo que
se mantiene constante hasta la adultez.

La accion de activina A esta mediada por su in-
teraccion con la subunidad de tipo II del receptor
especifico, ActRIIa o ActRIIb, que provoca que esa
subunidad fosforile la subunidad de tipo I, ActRIb
(ALK4). La subunidad de tipo I fosforilada recluta
y fosforila a SMAD2 y/o SMAD?3, también llamadas
SMAD regulatorias. Las SMAD regulatorias fosfo-
riladas se disocian del receptor y se oligomerizan
con SMADA4. Este oligomero se transloca al nicleo
y afecta la transcripcion de genes especificos. Cabe
mencionar que las células de Sertoli mitéticamente
activas expresan las subunidades de tipo Iy tipo II
del receptor de activina®.

La importancia de la activina A en la regula-
cion de la proliferacion de la célula de Sertoli
quedo puesta en evidencia al utilizar ratones nu-
los para Inhba selectivos para células de Leydig.
Los resultados obtenidos permitieron postular
que la activina A producida por las células de Le-
ydig es el principal regulador paracrino de la mi-
tosis de las células de Sertoli fetales®. A su vez, se
observé que ratones que poseen una delecién en
Actrlla o una mutacién que lleva a la anulacién

de la transduccion de la senal de ALK4/5/7 tienen
menor tamano testicular y un nimero reducido
de células de Sertoli**>*. Estos resultados destaca-
ron la importancia fisiolégica de este péptido en
la mitosis de la célula de Sertoli fetal.

Como ya se menciono, la produccién de acti-
vina A decrece con la edad del animal. La caida
mas marcada ocurre en la pubertad en el momen-
to en que las células de Sertoli maduran y dejan
de proliferar®'. Aunque la produccion de activina
A decrece, esta molécula no desaparece por com-
pleto en el individuo adulto, por lo que se ha
indagado sobre el posible papel del péptido en
células de Sertoli maduras. En este contexto, Ni-
cholls et al.?® demostraron, tanto in vitro como in
vivo, que la activina A disrumpe la barrera hema-
totesticular e induce la expresion de marcadores
de inmadurez en las células de Sertoli maduras.
Los autores concluyeron que la disminucién de la
concentracion de activina A durante el desarrollo
testicular es fisiolégicamente relevante y podria
ser importante para la correcta funcién de la cé-
lula de Sertoli y para la fertilidad.

Los estudios llevados a cabo en cuanto al pa-
pel de la activina B en la regulaciéon de la proli-
feracion de la célula de Sertoli sugieren que este
péptido no esta involucrado®. Sin embargo, se-
ran necesarios mas analisis para determinar si la
activina B tiene alguna funcién en el desarrollo
testicular.

En relacion con las inhibinas, se demostr6 que
la inhibina B es la principal inhibina circulante
en machos y es producida en su mayoria por las
células de Sertoli®*'. Un ratén con una delecioén de
Inba posee un desarrollo normal del testiculo du-
rante la embriogénesis, pero desarrolla tumores
testiculares hacia el dia 30 de edad¥, por lo que
se postul6 que la inhibina B ejerce una inhibicién
de la proliferacion de la célula de Sertoli. Afios
después se comprob6é que ratones nulos para
Inba, que no producen inhibina B, tienen una so-
breproduccion de activina A, lo cual podria expli-
car el desarrollo de tumores®. En conjunto, esta
evidencia sugiere que en la adultez la inhibina B
no posee un rol en si misma, pero tiene un papel
en la modulacion de la proliferacion de la célula
de Sertoli inducida por activina A.

En resumen, la activina A estimula la prolifera-
cién de la célula de Sertoli durante los periodos
fetal y posnatal. Los niveles incrementados de in-
hibina B en la pubertad podrian contrarrestar los
efectos de la activina A.
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PRINCIPALES FACTORES INVOLUCRADOS
EN EL CESE DE LA PROLIFERACION Y LA
MADURACION DE LA CELULA DE SERTOLI

El cese de la proliferacion de la célula de Ser-
toli esta acompaniado por un proceso de madu-
racion, que consiste en cambios profundos en la
expresion de genes, el establecimiento de la ba-
rrera hematotesticular y la adquisicion de la capa-
cidad completa para sustentar el desarrollo de las
células germinales. Por lo tanto, el analisis de las
hormonas y de los factores producidos de mane-
ra local, asi como el analisis de las vias de sefali-
zacion y los mecanismos moleculares implicados
en el arresto del ciclo celular y la maduracién
de las células de Sertoli también son relevantes
para entender las posibles alteraciones en la pro-
duccion de esperma. Los conocimientos actuales
sobre el papel de los andrégenos, las hormonas
tiroideas, los estrogenos y el acido retinoico en el
cese de la proliferacion y/o maduracién se resu-
men en las siguientes secciones.

Andrégenos

El papel de los andrégenos en la fertilidad mas-
culina y en el mantenimiento de la espermatogé-
nesis es bien conocido. Estos ejercen la mayoria
de sus efectos a través de acciones genomicas, las
cuales involucran su difusion a través de la mem-
brana plasmatica para unirse al receptor de andro-
genos (AR). AR se expresa en los testiculos de rata,
en células de Sertoli, en células de Leydig y en las
células mioides peritubulares. Especificamente, en
las células de Sertoli su expresion varia a lo largo
del desarrollo: no se expresa en estadios fetales
y luego va aumentando gradualmente durante el
desarrollo posnatal®.

A lo largo de los afios se han llevado a cabo
un gran ndmero de estudios utilizando distintos
enfoques a fin de dilucidar si los andrégenos par-
ticipaban en la regulacion de la proliferacion de
la célula de Sertoli; sin embargo, los resultados
obtenidos no permitieron elaborar una conclu-
si6n convincente. Habia que enfrentar el hecho de
que durante el periodo proliferativo de las células
de Sertoli la expresion del AR es muy débil en
ese tipo celular, por lo que aquellas investigacio-
nes que mostraban la ausencia de efectos de los
andrégenos sobre la progresion del ciclo celular
en células de Sertoli® eran bien aceptadas, pero
eran de dificil interpretacion aquellos estudios
que afirmaban que los andrégenos ejercian un rol
estimulatorio sobre la proliferacion de las células

de Sertoli*"*?, Recién cuando se desarroll6 el ra-
ton nulo para AR selectivo para células de Sertoli
se logré entender casi en su totalidad el papel de
los andrégenos al comparar el nimero de células
de Sertoli de este modelo con el de los ratones
nulos para AR. Mientras que el nimero de célu-
las de Sertoli en los ratones nulos para AR estaba
disminuido, el nimero final de células de Sertoli
permaneci6 inalterado en los ratones nulos para
AR selectivos para células de Sertoli®®. De manera
concluyente, los animales nulos para AR selectivos
para células de Sertoli permitieron demostrar que
no se requiere la expresion de AR en las células
de Sertoli para lograr un nimero de células de
Sertoli normal. Los datos obtenidos del analisis de
los ratones nulos para AR sugirieron que la expre-
sion de AR en otros tipos celulares del testiculo
podria ser importante para el rol modulatorio de
los andrégenos en la proliferacion de la célula de
Sertoli. Como las células mioides peritubulares ex-
presan AR fuertemente durante los periodos fetal
y posnatal, y dado que existe evidencia suficien-
te de que las secreciones de las células mioides
peritubulares pueden modificar la funcion de la
célula de Sertoli, se propuso que los andrégenos
regulan la proliferacion de la célula de Sertoli in-
directamente a través de sus efectos sobre las célu-
las mioides peritubulares. Esta hipotesis encuentra
sustento en el hecho de que ratones transgénicos
PTCM-Ar”Y exhiben menor peso testicular y conteo
de esperma, que podria ser una consecuencia de
una disminucién en el nimero de células de Ser-
toli*. Teniendo en cuenta que la activina A produ-
cida por las células mioides peritubulares estimula
la proliferacion de las células de Sertoli*’, se ha
propuesto que este péptido podria ser el factor
paracrino involucrado en la accion indirecta de los
androgenos. Fl desarrollo de un modelo transgéni-
co que expresa prematuramente el AR de manera
especifica en células de Sertoli permitié demostrar
que los andrégenos inducen la maduracion celu-
lar de forma directa. Ademas, una expresion pre-
matura de AR en las células de Sertoli conlleva la
reduccion de la cantidad de células inmaduras dis-
ponibles para la expansion mitética inducida por
FSH y deriva en unas pocas células de Sertoli en la
adultez®. De acuerdo con estos descubrimientos,
Buzzard et al.* habian demostrado con anteriori-
dad que la testosterona inhibe la proliferacion de
la célula de Sertoli de rata en cultivos primarios a
través de la induccion de los inhibidores del ciclo
celular p21Cipl y p27Kipl.
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Se debe considerar que la regulacion por an-
drégenos de las funciones de la célula de Sertoli
podria involucrar respuestas no clasicas. En una
linea celular de células de Sertoli se describi6 la
expresion de un transportador de zinc (ZRT-and
Irt-like Protein -ZIP-9) que media la accion de los
androégenos. En esta linea celular ZIP9 participa
en la regulacién de la expresion de claudina 1y
5 y el ensamblaje de uniones estrechas?’. De este
modo, debe considerarse la contribucion de ZIP9
en la regulacion mediada por andrégenos de la
maduracién de la célula de Sertoli.

En resumen, la regulacién de la proliferacion
de la célula de Sertoli dependiente de androge-
nos es un efecto indirecto ejercido probablemen-
te a través de la secrecion de un factor paracrino.
Efectos directos de androgenos en células de Ser-
toli parecerian estar relacionados con la madu-
racion de este tipo celular. El mecanismo por el
cual los andrégenos participan en la regulacién
de la funcién de la célula de Sertoli permanece
aun sin dilucidar.

Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas T, y T, (TH) son regu-
ladores criticos del crecimiento, el desarrollo y el
metabolismo practicamente en todos los tejidos. Las
TH inician su respuesta biologica a través de vias
genémicas clasicas uniéndose al receptor de TH
(TRs) de los cuales se conocen hasta el momento
cinco isoformas funcionales: TRal, TRb1, TRb2, TR
y p43, una forma truncada de TRal de expresion
mitocondrial®®#®. También se describieron efectos
no genémicos de TH por activacion de la integrina
avb3, receptor de membrana plasmatica®.

En particular en la célula de Sertoli no se ha
encontrado expresion de la proteina TRb1 e, in-
teresantemente, la expresion de TRal varia con
la edad del animal: se expresa en el nacleo de
las células de Sertoli proliferantes y su expresion
disminuye al mismo tiempo que cesa la prolife-
racion®'. Por otro lado, se describieron sitios de
alta afinidad para T, en mitocondrias de cé€lulas
de Sertoli de rata® lo que indica la presencia del
receptor p43 en este tipo celular. Asimismo, se
evidenciaron acciones de TH mediadas por la in-
tegrina avb3 en células de Sertoli®.

A partir del analisis de los efectos del hipo-
tiroidismo y del hipertiroidismo en ratas neona-
tales, se esclareci6 el papel central de TH en la
regulacién de la funcién de la célula de Sertoli
inmadura. Por un lado, se observo que el hipo-

tiroidismo temprano causa un incremento en el
tamano testicular y un aumento en la produccion
de esperma diaria en ratas adultas®, lo que se co-
rrelaciona con un incremento en el nimero de cé-
lulas de Sertoli y con un atraso en su maduracion.
Por otro lado, los niveles neonatales altos de TH
redujeron el periodo de proliferacion de la célu-
la de Sertoli, aceleraron la formacion del lumen
tubular y aumentaron la secreciéon de inhibina®.
Estos resultados indicaron que, ademas de su rol
en la detencién de la proliferacion, TH también
promueve la maduracién de la célula de Sertoli.

En estudios in vitro realizados en cultivos de
células de Sertoli se observé que TH inhibi6 la mi-
tosis de la célula de Sertoli estimulada por FSH*
acompanandose de un aumento en la expresion
de los inhibidores del ciclo celular p21Cipl y
p27Kip1. Por otro lado, los tratamientos con TH
estimularon la expresién de marcadores de ma-
duracion de las células de Sertoli como el AR e
inhibieron la expresién de marcadores de células
de Sertoli inmaduras como la hormona antimii-
lleriana (AMH)*®. En conjunto, la evidencia indica
que TH cumple un papel central en la transicion
del fenotipo inmaduro al funcionalmente maduro
de la célula de Sertoli.

Los estudios en ratones nulos para Tro y Trf
permitieron determinar que TRal, pero no TRf,
es el receptor mediante el cual TH promueve la
maduracion de la célula de Sertoli*. Esta conclu-
sion fue luego confirmada por el analisis de un
animal mutante especifico para Tral de las cé-
lulas de Sertoli, Tra*"'-SC®. Ademas, se demos-
tré que los ratones nulos para p43 presentan un
fenotipo testicular muy similar al observado en
los ratones nulos para Tra y Tro*™-SC, lo que
sugiere que el receptor mitocondrial de p43 tiene
un rol fisiolégico en el desarrollo de la célula de
Sertoli®'.

En relacion con los mecanismos moleculares
involucrados en el cese de la proliferacion de la
célula de Sertoli por TH, el papel de la conexina
43 (Cx43), una proteina constitutiva de las unio-
nes gap que participa en la formacion de unio-
nes estrechas, y el de p27Kip1l merecen especial
atencion. Con respecto a Cx43, se observo que el
efecto inhibitorio de TH en la mitosis de la célu-
la de Sertoli esta asociado a un aumento en los
niveles de Cx43%. De manera interesante, ratones
nulos para Cx43 especifica para células de Serto-
li mostraron una proliferaciéon prolongada y una
maduracion retardada en las células de Sertoli en
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la adultez®, por lo que a Cx43 se le asigna una
funcion crucial en la capacidad de TH de pro-
mover la maduracién de la célula de Sertoli. Con
relacion a p27Kipl, se demostré que la interrup-
cion del ciclo celular inducido por TH es media-
da por p27Kip1%. Otro mecanismo molecular que
sustenta la capacidad de TH de promover el cese
de la proliferacion de la célula de Sertoli es aquel
que involucra a c-Myc, activador de la expresion
de la quinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4).
Utilizando animales nulos para Trol especificos
para células de Sertoli y nulos para p43, se ob-
servd una regulacion positiva de CDK4 y c-Myc
y se postulé que estas proteinas son los factores
principales que controlan la proliferacion de la
célula de Sertoli®®!.

La participacion de las vias de transduccion de
senales en los efectos de TH sobre células de Ser-
toli inmaduras fue analizada escasamente. En lo
que a esto respecta, Sun et al.® postularon que los
efectos de TH sobre la proliferacion de la célula
de Sertoli son dependientes de la inhibicién de la
via PI3K/Akt y que este efecto esti mediado por
la integrina receptora de membrana celular avb3.

En resumen, los estudios realizados hasta
ahora han demostrado que TH posee un rol cen-
tral en el cese de la proliferacion de la célula de
Sertoli y que promueve la maduracién de este
tipo celular a través de los receptores de TRal
y p43. Los mecanismos que participan en este
proceso involucran la regulacion de Cx43, c-Myc
y p27Kipl.

Estrogenos

Los estrégenos cumplen un papel importante
en la regulacion del desarrollo y la espermatogé-
nesis del testiculo. El 17p-estradiol (E2) es el es-
trogeno predominante y el mas activo producido
a partir de la testosterona por la enzima aroma-
tasa citocromo P45019 Al, codificada por el gen
Cyp19a1®. En el testiculo, las células de Sertoli y
las células de Leydig, espermatocitos y esperma-
tides expresan esa enzima®. Las células de Sertoli
son la mayor fuente de estrégenos en ratas inma-
duras, mientras que las células de Leydig son la
mayor fuente en animales adultos®’.

Las acciones gendmicas de los estrogenos
son mediadas por el receptor nuclear alfa (ERa
o ESR1) o por el beta (ERf o ESR2). Ademas de
acciones genomicas, se describieron eventos de
senalizacion rapida. Estos efectos rapidos pue-
den estar mediados por: a) ERa y ERf localiza-

dos en la membrana plasmaitica o cerca de ella®,
b) variantes truncadas de ERa llamadas ERa-46 o
ERa-36%7° y/0 ¢) un receptor de estrogenos aco-
plado a la proteina G (GPER o GPR30)".

Tanto ERa como ERf se expresan en el nu-
cleo de células de Sertoli y células de Leydig’*".
Asimismo, se confirmé la presencia de GPER en
células de Sertoli de ratas inmaduras’™.

Una de las primeras aproximaciones para eva-
luar el efecto de los estrégenos en la proliferacion
de la célula de Sertoli consistié en la administra-
cion in vivo de estrégenos a ratas. Al respecto,
los resultados obtenidos al tratar ratas neonatales
con estrégenos, un inhibidor de aromatasa o un
antagonista no especifico de ER (ICI 182,780) su-
girieron que la proliferacion de la célula de Ser-
toli disminuye por activaciéon de receptores de
estrogenos’®7’8, Dado que ICI 182,780 es capaz de
antagonizar el efecto tanto de ERa como de ERp,
los resultados obtenidos no distinguieron el tipo
de receptor que estaba participando en el efecto
biolégico.

Con el fin de aclarar el papel de los estroge-
nos en el desarrollo testicular, se estudiaron di-
versos modelos de ratones nulos. Debido a que
estos modelos no eran selectivos para células de
Sertoli y tampoco a las acciones pleiotropicas de
los estrégenos, el fenotipo observado no pudo
atribuirse directamente a las acciones directas de
los estrogenos sobre la proliferacion de la célula
de Sertoli.

Los estudios en células de Sertoli aisladas uti-
lizando agonistas y antagonistas especificos de
ERa y ERP permitieron dilucidar el complejo pa-
pel de los estrogenos en la proliferacion’™. Por
un lado, se observé que los estrégenos modulan
la proliferacién de la célula de Sertoli por su in-
teraccion con ERa a través de la activacion de
NFkB de manera dependiente de PI3K y ERK1/2
y que esto esta acompanado de la induccion de
la ciclina D1. Por otro lado, se demostré que
ERP media la salida del ciclo celular y la diferen-
ciacion involucrando la activacion de CREB de
manera PI3K dependiente, lo que conduce a la
expresion de marcadores de diferenciacion celu-
lar de las células de Sertoli — p27Kip, GATA1 y
DMRT1. Teniendo en cuenta que la expresion de
ERa disminuye mientras que la de ERf aumenta
con la edad del animal, se ha postulado que la
relacion ERo/ERf es relevante para determinar
la finalizacion de la proliferacion celular y el co-
mienzo de la maduracion celular.
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Los estudios mas recientes han mostrado que
no solo los receptores clasicos estan involucrados
en la proliferacion de la célula de Sertoli. Yang et
al.” han demostrado que GPER desencadena la
activacion de la via Src/PI3K/Akt que esta invo-
lucrada en la proliferacion de la célula de Sertoli
inducida por E2 a través de la regulacion de la
expresion de la proteina 2 asociada a una quina-
sa de fase S (Skp2).

En resumen, las investigaciones llevadas a cabo
hasta ahora nos han permitido llegar a la conclu-
sion de que los estrogenos aumentan la prolifera-
cion de la célula de Sertoli a través de ERa y GPER.
Por otro lado, al final del estadio proliferativo los
estrogenos promueven el cese de la proliferacion
y la maduracion celular a través de ERf.

Acido retinoico

Por décadas ha sido reconocido que la senali-
zacion a través de la vitamina A es esencial para
la reproduccion masculina. La forma biol6gica-
mente activa de la vitamina A es el 4cido reti-
noico (RA), que incluye RA todo trans (atRA) y
el 9-cis-RA (9-cRA). El atRA es producido en el
testiculo y se demostré que la sintesis de atRA
aumenta aproximadamente cinco veces en el mo-
mento de la transicién al fenotipo no proliferativo
de la célula de Sertoli y que a partir de entonces
se mantiene casi constante®.

Las acciones de RA son mediadas por receptores
nucleares especificos, los llamados receptores de
acidos retinoicos (RAR), los cuales trabajan como
factores de transcripcion dependientes de ligando
y forman heterodimeros con receptores de retinoi-
des X (RXR). Existen tres subtipos importantes de
ambos: a, P, y. Particularmente, se ha observado
que las células de Sertoli de roedor mitéticamente
activas expresan RARa y  y RXRa y y8'.

La regulacion de la mitosis de la célula de Ser-
toli por atRA fue evaluada en estudios in vitro. Se
demostré que atRA inhibe la proliferacion esti-
mulada por FSH en cultivos de células de Sertoli
inmaduras acompanandose de un incremento en
la expresion de p21Cipl y p27Kip1%. Ademas, se
evidenci6é que atRA inhibe la proliferacion de la
célula de Sertoli estimulada por activina A a tra-
vés de una disminucién de la expresion de ciclina
El y un incremento en los niveles del inhibidor
del ciclo celular p15INK4; a su vez, se acompaifa
de un aumento en la resistencia eléctrica tran-
sepitelial (TER), una medida de la integridad de
las uniones estrechas, en conjunto con una re-

localizacién de las proteinas claudina 11 y Tjpl
en la membrana plasmatica®’. En conjunto, estas
observaciones son consistentes con los roles anti-
proliferativo e inductor de maduraciéon de RA en
células de Sertoli.

El papel de las proteinas RAR y RXR en la
fisiologia testicular fue analizado a través de la
utilizacion de animales nulos. Aunque en estos
estudios se analizaron minuciosamente las carac-
teristicas de la poblacién germinal, no se presto
especial atencion a los cambios en la fisiologia de
la célula de Sertoli. Recién cuando se disenaron
modelos murinos nulos selectivos, se propuso un
posible rol de RARo. en la regulacion de la madu-
racion de la célula de Sertoli. Ratones nulos para
Raro selectivo en células de Sertoli presentan de-
ficiencias en la capacidad de esas células para
sostener el desarrollo de células germinales®.
Ademas, la sobreexpresion de la forma dominan-
te negativa del receptor RARa (dn-PARa) en las
células de Sertoli conduce a una disrupcién de la
barrera hematotesticular en estadios especificos
de los tdbulos seminiferos®. El rol de RA en el
mantenimiento de la funcionalidad de la barre-
ra hematotesticular fue respaldado por la obser-
vacién de una disrupcion parcial en las uniones
estrechas en ratas deficientes en vitamina A y en
ratones nulos para Raro®>°,

En resumen, los resultados obtenidos hasta
ahora son consistentes con el papel de RA en el
cese de la proliferacion y en la maduracion de las
células de Sertoli.

CONCLUSION

El namero final de células de Sertoli alcanza-
do durante los periodos proliferativos determina
tanto el tamano testicular como la capacidad de
produccion de espermatozoides en el individuo
adulto. Este numero final de células de Sertoli
resulta de eventos durante la vida fetal, neona-
tal y peripuberal. Ademas, la maduracion de las
células de Sertoli, que implica la pérdida de la
actividad proliferativa, la formaciéon de uniones
estrechas entre células de Sertoli y el estableci-
miento de la barrera hematotesticular, es nece-
saria para mantener la espermatogénesis. Por lo
tanto, una orquesta perfectamente sincronizada
que involucra hormonas, vias de transduccion de
senales y mecanismos moleculares que se con-
jugan para controlar la proliferaciéon de células
de Sertoli y para promover la adquisicion de un
fenotipo de célula de Sertoli maduro es determi-
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RESUMEN

Varios estudios han sugerido que la lesion en-
dometrial (ES, por su sigla en inglés) llevada a
cabo antes de un intento de fertilizacion in vitro
(FIV) podria mejorar la implantaciéon embriona-
ria. El objetivo de este ensayo clinico controlado,
aleatorizado y multicéntrico fue determinar si la
ES puede mejorar la tasa de embarazo clinico en
mujeres que realizan su primero o segundo inten-
to de inyeccion intracitoplasmatica de espermato-
zoides (ICSI, por su sigla en inglés).

Este fue un ensayo clinico controlado, alea-
torizado, multicéntrico, con dos ramas y realiza-
do en paralelo. El estudio comenzé en febrero
de 2010 y se detuvo prematuramente en julio de
2014, después de un anilisis intermedio no pla-
nificado. En el momento de su cierre, se pudo
incluir a 191 de las 358 pacientes planeadas ori-
ginalmente.

Las pacientes incluidas en el estudio fueron
asignadas al azar al grupo “con ES” o al grupo
“sin ES”. La ES local se realiz6 entre los dias 20 y
24 del ciclo anterior a la estimulacién ovarica uti-
lizando un dispositivo para biopsia endometrial.
Para la estimulacion ovarica se us6é una combina-
cion de hormona foliculoestimulante o FSH re-
combinante mas un agonista o antagonista de la
hormona liberadora de gonadotropina o GnRH,
sin ningun tratamiento previo con estréogenos. La
tasa de embarazo clinica se determin6é mediante
el andlisis por intencién de tratar. En todas las
comparaciones entre los dos grupos se utilizé un
modelo de regresion logistica ajustado por edad,
indice de masa corporal (IMC) y etiologia de la
infertilidad. Las diferencias entre los dos brazos
o grupos se consideraron estadisticamente signi-

ficativas con un valor de menos de 0,0446 solo
para el resultado primario o principal.

En todo el estudio se realizaron 68 transferen-
cias embrionarias en el grupo con ES y 64 en el
grupo sin ES. La tasa de embarazo clinica fue del
23,5% (16 de 68) en el grupo con ES y del 35,9%
(23 de 64) en el grupo sin ES (OR = 0,43; IC 95%:
0,18 a 1,02; p = 0,0568). La tasa de implantacion
fue del 19,1% en el grupo con ES y de 24,0% en
el otro grupo. Se informaron dos abortos espon-
taneos y uno ectépico en cada grupo. La tasa de
embarazo multiple fue mayor en el brazo con ES
(50,0% contra 20,0%), pero la diferencia no fue
significativa (OR = 4,54; IC 95%: 0,50 a 40,93;
P = 0,1349). El procedimiento de biopsia endome-
trial fue bien tolerado en la mayoria de las mujeres
y, de 50 pacientes del brazo con ES que recibieron
la transferencia de embriones, 40 (80,0%) informa-
ron haber sentido dolor durante el procedimiento,
que se resolvié rapidamente en 31 de ellas.

Una limitacién importante del estudio fue su
detencion antes de alcanzar el tamafio muestral
planificado. Se realiz6 un analisis intermedio de
la tasa de embarazo clinica, el resultado prima-
rio o primary endpoint del estudio y un comité
de monitoreo de datos independiente acordé de-
tener la inclusion de pacientes. Este analisis fue
impulsado por la observacion de una tendencia
hacia tasas de embarazo mas bajas en el brazo
con ES. En consecuencia, el estudio sufrié una
tasa de inclusion menor que la esperada.

Bajo la condicion técnica empleada en este
estudio, realizar la ES en la fase lautea del ciclo
antes de la estimulacién ovarica no mejora la tasa
de embarazo clinica en pacientes sometidas a un
primero o segundo intento de FIV/ICSI.
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Si bien, hasta el momento, en el campo de la
fertilizacion in vitro (FIV) se ha avanzado en mu-
chos aspectos, la receptividad endometrial sigue
siendo un tema crucial y una “caja negra” de difi-
cil abordaje. En los ultimos afios, se ha sugerido
que una de las posibles causas de las fallas de
implantacién es la asincronia o desplazamiento
de la ventana de implantacion, que se observa en
un 25% de las mujeres con fallas recurrentes, es
decir, mujeres con dos o mas transferencias de
embriones de buena calidad fallidas, y en un 12%
de las mujeres fértiles'. A partir de esto, otros au-
tores demostraron que no solo se trata de una
ventana desplazada, sino que el endometrio de
las mujeres con fallas recurrentes de implanta-
cion puede presentar un fenotipo alterado o dis-
funcional®?.

En este sentido, ain no contamos con una
estrategia terapéutica exitosa para las fallas de
implantacion. La lesién endometrial (ES, por su
sigla en inglés) o dafo intencional en el endo-
metrio, cominmente realizado en el ciclo an-
terior a la transferencia, puede ser uno de los
procedimientos mas efectivos para mejorar la
receptividad®®. El mecanismo subyacente a este
proceso sigue sin estar claro, pero se han suge-
rido varias hipé6tesis relacionadas con el proceso
de decidualizacion*>”’. Una revision sistemdtica
reciente informo que se necesita mas evidencia
sobre el beneficio que les puede traer la ES a las
mujeres que se someten a su primero o segundo
ciclo de FIV>.

Para abordar este aspecto, se diseiié un ensa-
yo clinico controlado y aleatorizado (ECA), mul-
ticéntrico, con pacientes asignadas al azar a dos
grupos: grupo con ES (tratado) y grupo sin ES
(de control o no tratado). La asignacion aleato-
ria de las mujeres fue correcta y se informé so-
bre el abandono de las participantes que asi lo
decidieron. Se detallaron los criterios de inclu-
sion y de exclusion de las pacientes para ambos
grupos y tanto el resultado primario, la tasa de
embarazo clinica (CPR, por su sigla en inglés) y
los resultados secundarios del estudio (tasa de
implantacion, tasa de abortos, tasa de embara-
zos multiples, entre otros) fueron bien definidos.
También se informaron los efectos adversos ocu-

rridos antes y después de la intervenciéon, como
dolor y sangrado. El tamafio muestral se calcul6
antes de comenzar el ensayo y se estimé un N
total de 358 pacientes (179 por grupo). Para el
analisis del resultado primario se considerd el
principio de intencién de tratar —clave para man-
tener la comparabilidad entre los grupos y evitar
la introduccién de sesgos— asi como el principio
as-treated, por el cual se considera a quienes
efectivamente recibieron el tratamiento.

El hallazgo principal de este estudio fue que
la ES no mejora la CPR en las mujeres que tie-
nen hasta una falla en una FIV previa, al menos
en las condiciones metodolégicas llevadas a cabo
en este ensayo. Ademas, los autores destacan que
aun sin ser significativa, existe una tendencia a
presentar menor CPR en el grupo sometido a la
ES. Al analizar por subgrupos, discriminando a las
mujeres que se sometian a la primera FIV de las
que ya presentaban una falla previa, las tenden-
cias se mantuvieron, aunque menos marcadas, en
el ultimo subgrupo. En ningun caso las diferen-
cias fueron significativas. Cabe destacar que el N
de las mujeres que presentaban una falla previa
fue bajo en ambos grupos y que la cantidad de
mujeres que llevaban a cabo su primera FIV fue
mayor en el grupo tratado.

Una de las primeras limitaciones que tiene el
estudio es no haber podido alcanzar el tamano
muestral planificado. A partir de la tendencia a
la disminuciéon de la CPR observada en el gru-
po tratado, se realiz6 un analisis intermedio no
planificado de los resultados obtenidos hasta el
momento y, por sugerencia de un comité inde-
pendiente de monitoreo de datos, se resolvio fi-
nalizar el estudio. La finalizacién prematura por
falta de beneficio (futilidad) se determina cuando,
ante un analisis intermedio de un ensayo clinico
de superioridad, la diferencia observada entre
los grupos es tan exigua que la probabilidad de
encontrar diferencias significativas con el tama-
fio muestral previsto es muy baja®. En este caso,
como concluyen los autores, aun con el tamano
muestral planificado no se hubiera demostrado la
superioridad de ES sobre no ES. Desde el punto
de vista bioético, el objetivo del analisis interme-
dio es ahorrarle a la paciente la exposicion inne-
cesaria a un régimen terapéutico potencialmente
ineficaz, sobre todo si tiene efectos adversos im-
portantes®. En este sentido, segun lo informado, a
pesar del dolor y el sangrado posteriores a la ES,
el procedimiento fue, en general, bien tolerado.
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Alcanzar el tamano muestral previsto es un
factor clave para que el ensayo clinico tenga va-
lidez cientifica. Ciertos estudios de simulacion
estadistica determinaron que se puede sobres-
timar la magnitud del efecto del tratamiento
dependiendo del momento en que se decide
interrumpir el ensayo, es decir, en funcion del
numero de sujetos incluidos con respecto al pla-
neado. Al respecto, algunos autores recomien-
dan evitar la realizacion de este tipo de analisis
intermedios de manera no planificada, ya que
puede afectar la integridad del estudio y la inter-
pretacion de los datos, y sugieren preestablecer
su uso con un protocolo que detalle los criterios
para considerar®®. Ademas, como si adecuada-
mente se llevé a cabo en este estudio, es impe-
riosa la evaluacion de los datos por un comité
independiente, ya que le otorga mayor credibili-
dad al proceso.

Una cuestion para considerar y que dificulta
la comparaciéon con otros analisis es que existe
mucha variabilidad en los grupos de pacientes
incluidas en los ECA disponibles. Una revision
sistematica publicada en 2015 en la que se ana-
lizaron 14 trabajos con 2128 pacientes concluyo
que la ES mejora significativamente la CPR en
mujeres tratadas’. Sin embargo, esta revisién es
heterogénea porque incluye estudios mixtos con
pacientes con multiples fallas previas y sin ellas;
solo un ensayo incluye unicamente a pacientes
que cursan su primera FIV. En otros trabajos en
los que, por el contrario, se concluy6é que no hay
diferencias significativas entre el grupo de ES y
el grupo de control, gran parte de las mujeres
incluidas tenian solo una falla previa o no te-
nian ninguna, como las pacientes seleccionadas
en este ensayo. Ademas de la heterogeneidad de
las pacientes incluidas en los ensayos, al no ha-
ber consenso en la bibliografia sobre el uso de la
ES, se generan muchas variables metodologicas,
como la cantidad de biopsias por realizar, en qué
fase del ciclo, si en el ciclo previo o en el mis-
mo de la transferencia, entre otras. En conjunto,
todas estas variables dificultan la comparacion
entre distintos ensayos clinicos y limitan la ob-
tencién de conclusiones claras.

Por ultimo, considerando que se estima que
dos tercios de las fallas de implantaciéon pueden
explicarse por la calidad del embrion transferido,
controlar o al menos considerar esta variable al
analizar los resultados es mas que necesario'®. Un
punto débil de este trabajo es que no se infor-

ma en detalle como se clasificaron los embriones
obtenidos para transferir al dia 2/3, ni tampoco
se discute la disponibilidad de embriones de alta
calidad para las transferencias llevadas a cabo en
los distintos grupos de pacientes. Mas aun, los
autores informaron un menor nimero de embrio-
nes de “grado 1” transferidos en el grupo tratado
en comparacioén con el grupo de control. Aunque
no especificaron el criterio de clasificaciéon em-
brionaria utilizado, se podria especular que si los
embriones de “grado I” eran los de mejor calidad,
esto podria haber influido directamente en la dis-
minucién de la tasa de embarazo observada en
el grupo tratado. Hubiera sido interesante con-
tar con mayor informacién al respecto y realizar
un analisis discriminado por calidad embrionaria
para independizarse de esta variable.

En relaciéon con esto, un trabajo retrospectivo
no aleatorizado reciente informé mejoras signifi-
cativas en las tasas de embarazo al realizar la ES
a un subgrupo de mujeres con multiples fallas re-
currentes de implantaciéon, que suelen presentar
una tasa extremadamente baja de embarazo. Sin
embargo, al discriminar por calidad embrionaria,
observaron que el grupo tratado habia tenido un
mayor numero de embriones disponibles para
transferir y de mejor calidad que el grupo no trata-
do'!. Fue necesario, entonces, un analisis multiva-
riable para demostrar que el beneficio observado
en el grupo de ES no se encontraba sujeto a una
mayor disponibilidad de embriones de alta cali-
dad. Por ultimo, seria interesante determinar en
un futuro si los resultados del ensayo presentado
en este andlisis se mantienen en el caso de trans-
ferir en el dia 5 o 6 de desarrollo embrionario (es-
tadio de blastocisto), que ha demostrado mejorar
las tasas de implantacion y embarazo por permitir
una mejor selecciéon del embrioén por transferir.

En resumen, el trabajo comentado aqui aporta
evidencias que sustentan el debate del uso de esta
practica en la clinica. Hasta el momento, la ES pa-
receria beneficiar solo a determinados grupos de
pacientes, particularmente mujeres con fallas re-
currentes de implantacion'®'?. Consideramos que
antes de rechazar o de aceptar esta practica, es ne-
cesario determinar su efecto en las pacientes que
presentan una disfuncion especifica en el endome-
trio. A su vez, nuevas herramientas de diagnoéstico
y tamizaje para la funcién endometrial abriran el
camino a un enfoque personalizado para el mane-
jo de las fallas de implantacion, entre otras com-
plicaciones reproductivas.

®
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El proceso por el cual se logra una implanta-
cion exitosa depende de multiples factores, pero
a modo de resumen se podrian acotar a tres gran-
des grupos causales:

* Esfera del embrion, en la que se incluye lo
que aportan los gametos y su consecuencia en el
embrion.

¢ El desarrollo de un endometrio competente
para permitir una implantacién exitosa; esa pre-
paracion arranca antes de que exista un contacto
con el embrion y es, en resumidas cuentas, lo que
se conoce como ventana de implantacion.

* El correcto dialogo que se debe generar en-
tre ambos, endometrio y embrion que, si es fruc-
tifero, conlleva una implantacién exitosa.

La fertilizacion asistida de alta complejidad ha
evolucionado desde los primeros trabajos en la
década de 1980 al mejorar la tasa de implanta-
cion, pero sus posibilidades de éxito permanecen
limitadas y su techo esta influido por los factores
antedichos.

Sin embargo, en el ultimo tiempo se les ha
prestado una creciente atencion a estos procesos.
Serian las poblaciones de células inmunes y sus
productos los encargados de preparar el nicho de
implantacion favoreciendo una respuesta tolero-
génica y antiinflamatoria.

Al carecer de un procedimiento diagnostico
que permita tener una evidencia fehaciente de
lo que podria estar alterado, se han ido acu-
mulando terapias potenciales para mejorar las
posibilidades en un futuro tratamiento, pero sin
criterios claros de indicacion.

Una de las terapéuticas sugeridas es la lesion
endometrial, cuyo valor en las publicaciones ha
oscilado entre los extremos de su utilidad, sin ha-
ber podido llegar a ese equilibrio entre la indica-
cion y la utilidad logrado en otros tratamientos.

El objetivo del presente trabajo fue plantear
la utilidad de la lesion como medida preventiva y
sin haber alcanzado la presuncién de un diagnos-
tico de falla de implantacion; el dano endome-
trial se realiz6 en el ciclo previo a la FIV/ICSI en
un primero o segundo intento de tratamiento. El
valor de este trabajo estriba en que al ser un estu-
dio prospectivo y aleatorizado, se logra controlar
una serie de variables confundidoras.

La lesion como tal busca la movilizacion de
células inmunes, en un intento de promover ese
estado tolerogénico tan necesario para la im-
plantacion.
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Por otro lado, la lesion endometrial tiene otro
valor y es el aportado por el estudio anatomo-
patoloégico, que permite el descarte de patologia
silente (principalmente endometritis cronica, hiper-
plasia endometrial, entre otras) que si bien tiene baja
incidencia, esta no es nula. Aunque no fueron el ob-
jetivo del trabajo, estos resultados no estan incluidos.
Dado que se mencion6 el envio de la muestra para
estudio histolégico, este resultado podria tener rele-
vancia.

Los resultados de este estudio no muestran
una ventaja en la practica sistemdtica y preven-
tiva de la lesion endometrial, lo cual tiene 16-
gica. Por un lado, hay muchos aspectos de este
proceso que desconocemos; puede haber una
exacerbacion de un estado proinflamatorio (con
predomino de una respuesta Th1, Th17 y demas
citoquinas proinflamatorias), un déficit de res-
puesta tolerogénica (es decir, de la aceptacion
de antigenos paternos en el area de implanta-
cién asociados con una respuesta Th2 y linfoci-
tos Treg) o una coexistencia de ambas'.

Entonces, la identificacion de los criterios de
la indicacion de una terapia personalizada podria

llevar a tener un resultado diferente, como ciertos
autores encontraron cuando se indico la lesion
en la subpoblacion de pacientes con falla de im-
Pplantacion?.

En conclusion, la implementacion indiscrimina-
da de un procedimiento terapéutico sin un aval
diagnostico adecuado lleva a resultados, muchas
veces, contradictorios. La observacion de que la
lesion endometrial podria ser beneficiosa muy
probablemente quede restringida a una subpobla-
cion de pacientes con una respuesta tolerogénica
disminuida, en las que el estimulo de movilizacién
de células inmunes, particularmente los linfocitos
Treg, podria ser de capital importancia.
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El cancer de endometrio (CE) se origina por
la proliferacion descontrolada del endometrio,
epitelio que reviste internamente al utero. Es la
segunda neoplasia ginecolégica mas comin en
el mundo y se proyecta un aumento de hasta un
50% de casos a nivel nacional y global.

Fl CE se clasifica segin la histologia, estadio,
invasion miometrial (IM), grado y riesgo de recu-
rrencia (RR; combina estadio/grado) tumoral. El
diagnoéstico involucra la evaluacion preoperatoria
anatomopatolégica convencional, ajustada en la
pieza quirurgica. El ~70-75% de los tumores son
diagnosticados en estadio temprano (estadio I de
la Federacion Internacional de Ginecologia y Obs-
tetricia, FIGO), pero ~20% se reclasifican quirargi-
camente como estadio avanzado (II-IV), con peor
pronostico. El ~25-30% de los CE restantes se diag-
nostican en etapas avanzadas de la enfermedad,
cuando la IM > 50%. Ademas, a pesar de la buena
respuesta inicial al tratamiento (76%), existe alto RR,
con peor prondstico y tratamientos mas complejos.

En los ultimos anos, ha cobrado interés la
identificaciéon de biomarcadores moleculares
evaluados en tejidos/liquidos biolégicos de pa-
cientes con cancer y otras patologias, pues contri-
buyen al diagndstico/prondstico/terapéutica de
forma sensible, especifica y reproducible.

En la progresion del CE se reportaron alte-
raciones en la expresion de la molécula de ad-
hesion cadherina epitelial (CadE), pero es un
biomarcador con baja sensibilidad. Diversos es-
tudios nuevos han informado una relacién entre
la disminucién de CadE y la expresion aumenta-

da de FXYD5 o disadherina (FXYD5/Dys), glico-
proteina de membrana asociada a la progresion/
agresividad en varios tumores sélidos.

La publicacion en el nimero de diciembre de
2019 de la revista cientifica internacional Fron-
tiers in Oncology describe la investigacion ori-
ginal realizada en el Laboratorio de Estudios de
Interaccion Celular en Reproduccion y Cancer del
IBYME, dirigido por la Dra. Vazquez-Levin. Se eva-
lu6 la expresion de FXYD5/Dys y su relaciéon con
la progresion tumoral/agresividad del CE. Se de-
terminaron los niveles de ARNm de FXYD5/Dys
en biopsias de tejido y aspirados uterinos de pa-
cientes con CE. La expresion de FXYD5/Dys se
evalu6 también en bases de datos de repositorios
publicos. El impacto de la expresion de FXYD5/
Dys sobre la expresion de CadE, el comportamien-
to celular y la activacion de vias se evaluaron en
células Hecla-ETV5 (factor sobreexpresado en el
frente tumoral) tratadas con un ARN de interferen-
cia (ARNi) para FXYD5/Dys, en Hecla transfecta-
das con un plasmido que contenia la secuencia de
FXYD5/Dys o tratadas con TGF-f31.

Como resultado, los niveles de ARNm de
FXYD5/Dys se asociaron a la agresividad tumo-
ral; se encontraron altos (p < 0,05) niveles en tu-
mores con IM > 50%, grado 3 y RR intermedio/
alto. Asimismo, se determinaron niveles mayores
(p < 0,05) de FXYD5/Dys en el frente tumoral
invasor en comparacién con el area superficial.
Se registraron resultados similares en aspirados
uterinos, obtenidos en forma ambulatoria.

La transfeccion de las células Hecla-ETV5
con el ARNi para FXYD5/Dys se asoci6é a menor
(p < 0,01) migracién celular, mayor (p < 0,05)
expresion de CadE y mayor (p < 0,05) adhesion
intercelular. Lo opuesto se observo en células He-
cla transfectadas con el plasmido FXYD5/Dys. El




Revista de lo Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y Reproductiva Vol. XXVIIN® 1 Suplemento 1 Enero - junio de 2020: 51-52 I1SSN 15158845 (impresa) ISSN 24690252 (en linea)

tratamiento de células Hecla con TGF-$1 indujo
la expresion de FXYD5/Dys. El analisis de datos
del repositorio TCGA (TCGA-UCEC RNAseq) re-
vel6 una correlacion positiva entre los niveles de
ARNm FXYD5/Dys, TGF-B1 y PAI-1. En las célu-
las Hecla, FXYD5/Dys indujo la activacion de la
via NF-kB. Los niveles de ARNm de FXYD5/Dys
se correlacionaron con la activacién transcripcio-
nal de genes regulados por NF-kB-p65. El anilisis
de datos de pacientes de alto RR y supervivencias
mas cortas reveld niveles mayores de FXYD5/
Dys, PAI-1, TNF-a. y TGF-B1.

Los estudios han aportado a la comprension
de las bases moleculares del CE y permiten pro-
poner a FXDY5/Dys como un nuevo biomarcador
de progresion/agresividad, relacionado con las
vias TGF-f1 y NF-kB, que promueven la disemi-
nacion tumoral.

Acceso al articulo completo:

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/
fonc.2019.01306/full
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Una clinica de fertilidad libre del nuevo coronavirus

A fertility center free of coronavirus
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Los centros de reproducciéon asistida han im-
plementado protocolos sanitarios para proteger
a los pacientes y al personal de los estragos de
la actual pandemia guiados por los lineamientos
internacionales y locales?, a medida que se iba
acumulando informacion seria y responsable, aun
sabiendo que algunos de esos protocolos iban a
necesitar una constante actualizacion. La asi llama-
da infodemia (una sobrecarga de datos sobre la
pandemia) ha dificultado distinguir qué informa-
cion era precisa y cudl no'. El objetivo era lograr
clinicas libres de la enfermedad provocada por el
nuevo virus corona (COVID-19 en su acréonimo en
inglés, es decir, Coronavirus Disease 2019).

La mala noticia es que las clinicas “libres de
COVID-19” no existen en la realidad que nos toca
vivir y, por ende, una fertilidad asistida libre de
COVID-19, tampoco. Asumir que “seguridad” sig-
nifica “sin riesgo” es incorrecto y una situacion
que no existe en la vida diaria de un embri6-
logo o de un médico de reproduccion asistida’.
Una definicion mas realista es la que menciona
la norma ISO 14971 para la seguridad de los pro-
ductos sanitarios: “libre de riesgos inaceptables”.
Eso mismo es lo que deberia tener como objetivo
cualquier clinica de fertilidad al trabajar en las

especiales condiciones de la COVID-19: hacerlo
libre de riesgos inaceptables relacionados con la
impericia o la necedad.

El propésito de este articulo es hacer hincapié
en algunos conceptos que pueden resultar de uti-
lidad para pensar una clinica libre de estos ries-
gos inaceptables. Puede ocurrir que cuando esto
llegue al lector, el escenario de la pandemia haya
cambiado totalmente, pero en todo caso correre-
mos un riesgo aceptable.

El virus

Ya todos sabemos que es un virus nuevo pero,
¢estamos en presencia de una especie nueva? No
una especie animal ni tampoco vegetal, sino... vi-
ral. Esto nos recuerda que la discusion acerca de
si los virus son o no seres vivos sigue ridicula-
mente en pie. Lo cierto es que de la familia de los
coronavirus ha surgido por mutaciéon un nuevo
linaje (sespecie?) llamado coronavirus 19 (técni-
camente, SARS-CoV-2), un pariente muy cercano
filogenéticamente a los otros dos coronavirus (el
SARS-CoV y el MERS-CoV), que han cruzado la
barrera de las especies en lo que va del siglo xxi°.
Recordemos que este “derrame” viral interespeci-
fico ya ha tenido otros antecedentes registrados
recientemente, desde el virus de la inmunodefi-
ciencia en chimpancés hasta los mercados que
comercializan especies silvestres como pangoli-
nes, civetas, camellos o murciélagos, todos posi-
bles de transmitir zoonosis.
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Se sabe que las mutaciones en el aminoacido
30 de la proteina Gag de humanos del virus de la
inmunodeficiencia 1 (VIH-1) han sido propuestas
como una adaptacion del virus de la inmunodefi-
ciencia simia (SIV) en chimpancés para aumentar
la infectividad en los seres humanos. En el virus
chikungunya, una mutacién simple (E1-A226V)
que aparece durante las epidemias se ha suge-
rido como una adaptacién a un mosquito vector
alternativo (Aedes albopictus), mientras que una
mutacién tnica (GP-A82V) en el virus del Ebola
aumenta la tasa de infeccion de células humanas’.
La mutacion que originé al SARS-CoV-2 lo ha do-
tado de una mayor transmisibilidad y virulencia
que sus antecesores.

Mas alla de estas evidencias recientes y de las
series o peliculas donde los mutantes siempre tie-
nen superpoderes, si bien esta increible capacidad
de mutar alimenta el motor del cambio evolutivo,
la mayoria de las mutaciones afectan negativamen-
te algunos aspectos de la funcién del virus y se
eliminan por seleccién natural. De hecho, las mu-
taciones pueden producir que un virus sea mas o
menos virulento, pero no necesariamente siempre
mas virulento. Por lo tanto, aunque una mutaciéon
pueda aparecer facilmente en una poblacion de vi-
rus, no va a propagarse a altas frecuencias a me-
nos que sea selectivamente ventajoso, es decir, que
permita dejar mayor nUmero de descendientes en
la préxima generacion (aunque tratandose de virus
los descendientes se llamen “copias” y el tiempo
generacional sea muy breve). Al mismo tiempo, los
rasgos epidemiologicamente relevantes y comple-
jos como el modo de transmisioén y la virulencia
son controlados por multiples genes que proba-
blemente estén sujetos a estrictas restricciones
evolutivas porque requieren multiples mutaciones
para evolucionar. Esta virulencia aumentara o dis-
minuira solo si aumenta la tasa de transmision del
virus, o sea, el nimero de “descendientes” de ese
virus. Mds aun, una virulencia excesiva podria lle-
gar a reducir su transmisibilidad si el huésped esta
demasiado enfermo como para exponer a otros
posibles huéspedes’.

Los huéspedes

Ahora hablemos de los potenciales huéspe-
des, que en este caso en particular venimos a
ser nosotros. A pesar de la ignorancia de quie-
nes afirman que nada hemos avanzado desde la
mal llamada gripe espanola de 1918 o aun desde
la peste negra del Medioevo, y mas alla de las

teorias conspirativas mas absurdas, lo cierto es
que el genoma de 30.000 letras de ribonucle6-
tidos del nuevo virus se descifr6 en menos de
un mes y que hemos sido testigos, exceptuando
patéticas excepciones, de medidas de proteccion
y aislamiento concertadas mundialmente por la
OMS, sin precedentes en la historia humana®. En
nuestro medio de la reproduccion asistida, he-
mos visto crecer una red mundial de lazos entre
sociedades cientificas con recomendaciones que
han ido actualizindose vertiginosa y generosa-
mente. En este momento sabemos que el riesgo
de contaminacion viral hacia y desde gametos y
embriones en el laboratorio de FIV es minimo!,
a pesar de que hay evidencia de que 27 virus,
en un amplio rango de familias de virus, pueden
encontrarse en el semen humano®. En cuanto al
riesgo de contaminacion cruzada mediada por ni-
trogeno liquido, hay suficiente informacién para
desestimar esa posibilidad, una cuestion de la
cual ya teniamos conocimiento desde los tiempos
de la pandemia del HIV'’. Se han tomado efecti-
vas medidas de distanciamiento'’, de estrategias
de trabajo de los equipos de embridlogos'? y de
proteccion del personal y los pacientes!®!4,

La Asociacion de Cientificos Clinicos en Re-
produccion Asistida del Reino Unido (ARCS, por
su sigla en inglés) y la Sociedad Britanica de Fer-
tilidad (BFS) han propuesto cinco principios cla-
ves para enfrentar esta pandemia'>:

* La reanudacion de los servicios de fertilidad
debe llevarse a cabo de manera que se reduzcan
al minimo las posibilidades de propagacion de la
infeccion por COVID-19 a los pacientes y al per-
sonal de la clinica de fertilidad.

* Los centros deben garantizar un enfoque
justo y transparente a cualquier politica de prio-
rizacion (es decir, a cualquier acciéon o proceso
de decidir la importancia relativa o la urgencia
de las cosas).

* La reanudacion de los tratamientos no debe
derivar en una carga indebida para el sistema na-
cional de salud.

e Las pacientes deben estar completamente
informadas sobre el efecto de la pandemia en sus
tratamientos y dar su consentimiento para recibir
un tratamiento de fertilidad en este momento.

* El sector de la fertilidad debera adoptar cam-
bios sostenibles en las practicas de trabajo que
ayuden a construir resiliencia contra cualquier au-
mento futuro en la propagacion de COVID-19 en
la comunidad.
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Pero las recomendaciones hay que cumplirlas,
de lo contario no tiene sentido haberlas escrito.
Puede ser que los lineamientos de estas socie-
dades nos parezcan un tanto exagerados o de-
masiado puntillosos, y que con un poco menos
de detalle seria probablemente suficiente. Puede
ocurrir que con el tiempo se demuestre que esto
es asi, o no. Esto sucede cuando se desconoce
el verdadero sentido de lo que se han dado en
llamar Las leyes de Murphy'°, las cuales a menu-
do se citan como una definicién popular de la
mala suerte. Mas alla del clasico corolario de “la
tostada cae sobre la alfombra del lado de la mer-
melada”, las verdaderas leyes de Edward Murphy
sugieren, muy por el contrario, lo siguiente:

* Si algo puede salir mal, saldra mal.

* Si hay dos o mas formas de hacer algo y una
de ellas puede conducir a un desastre, entonces
alguien lo hara.

En una obra en construccion los albaniles tienen
la orden de llevar sus herramientas en la cartuchera
y no dejarlas sueltas por cualquier lado, porque pue-
den caer al vacio y lastimar a alguien. Murphy nos
dice que si hay una minima posibilidad de que algo
vaya a salir mal (en nuestro ejemplo, que se caiga
una herramienta al vacio e impacte sobre la cabeza
de alguien), ineludiblemente va a ocurrir. Esta apa-
rente irrevocabilidad de los hechos tiene, sin embar-
go, un antidoto: el casco de uso obligatorio.

No obstante, en general, solemos pensar en sen-
tido opuesto: es raro que eso ocurra; a mi nunca me
va a pasar; jcomo va a caer justo sobre mi cabeza?

Supongamos que es asi de cierto, pero veamos
qué nos dice la segunda ley. Hay dos formas de
guardar las herramientas mientras no se usan: en
la cartuchera, convenientemente aseguradas, o ti-
radas por cualquier parte. Una de ellas conduce
al desastre. Y alguien, en algin momento, lo va a
hacer. Nuestra mente, en general, no funciona de
esta manera, pero deberia. En el caso de la reanu-
dacion de la actividad en las clinicas de fertilidad,
los cascos son las recomendaciones de las socie-
dades nacionales e internacionales mencionadas.

Si hay una cierta obstinacién en seguir pen-
sando de forma opuesta a Murphy es porque esta
haciendo falta un analisis de costo-beneficio.

El costo de no cumplir las normativas
¢Cual seria el beneficio de no cumplir las nor-
mas? En principio se ahorraria algo de dinero,
tiempo y complicaciones: nada de comprar mas
guantes y barbijos que lo estrictamente necesa-

rio, ni incomodas mascaras, ni de distanciar a los
pacientes en las salas de espera, ni de espaciar
las punciones y transferencias embrionarias.
Analicemos el costo de tal decision: si se in-
fecta alguien del personal se debera aislar a los
que estuvieron con esta persona, con lo cual ha-
bra menos gente para hacer el trabajo, una si-
tuacion dificil de sobrellevar en un contexto tan
especializado como un laboratorio de FIV.

El beneficio de cumplir las normativas

¢Cual seria el costo de cumplir las normas? En
principio, un mayor gasto en una época desfavo-
rable econémicamente y una serie de incomodi-
dades varias (p. €j., usar barbijo todo el tiempo o
mascaras de proteccion facial).

¢El beneficio? Nada menos que una clinica li-
bre de riesgos inaceptables.

Para lograr esto es fundamental mantener-
se alerta constantemente y ser estricto en el
cumplimiento de los protocolos, no cansarse ni
acostumbrarse a una rutina que vaya perdiendo
fuerza a medida que pasa el tiempo. La firma de
codigos de conducta implica aceptarlos y cum-
plirlos. Resulta inadmisible que alguien cumpla
las normas en una instituciéon y luego vaya a un
asado con amigos o a una fiesta familiar. Por for-
tuna, la firma de estos compromisos tiene adn
un peso simbélico que no se ha perdido. La ver-
sion 1.0 de las recomendaciones de la ARCS y la
BFS decia que los centros de fertilidad debian
tener actitudes claras y transparentes. Hay algo
que el mejor programa de control de riesgos es
incapaz de detectar porque depende de la ética
de todos los que trabajamos en las clinicas de
fertilidad: los comportamientos inescrupulosos
o ajenos a la responsabilidad profesional'”'®,

La situacion de las donantes de ovocitos
merece un parrafo especial. En general, en los
webinars y recomendaciones aparece como pre-
ocupacion principal la salud de las pacientes y
del bebé que se va a gestar. Eso es 16gico por-
que se supone que el riesgo de transmision via-
ja desde una donante infectada a una receptora.
Pero, ya que las donantes son, en sentido amplio,
también nuestras pacientes, ¢cuales deberian ser
nuestros cuidados hacia ellas? Las donantes con-
forman un grupo particular de riesgo, dado que
en su mayoria viven lejos de las clinicas de FIV,
emplean transportes publicos, habitan en luga-
res pequenos o de pocos ambientes o en barrios
donde resulta dificil cumplir el distanciamiento
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social. Por todas estas razones, merecen nuestros
mayores cuidados. Son, entonces, inadmisibles
los riesgos relacionados con:

e El traslado desde su domicilio hasta las clinicas
y su retorno al hogar.

* Las complicaciones clinicas que puedan origi-
narse tanto durante los estimulos ovaricos como en
las punciones foliculares, lo cual puede significar,
ademas, la ocupacién de un lugar de internacion,
tan limitado en los tiempos que corren.

Se podria argumentar, con justa razén, que
existe una probabilidad de que nunca ocurra una
infeccion en nuestro lugar de trabajo y que, en-
tonces, se haya incurrido innecesariamente en
gastos e inconvenientes infundados. Puede ser
que sea asi, pero recordemos que si algo malo
puede ocurrir, va a ocurrir. Y que seguramente
alguien va a ocuparse de llevarlo a cabo.

Por dltimo: la tostada cae sobre la alfombra
del lado de la mermelada porque la distancia me-
sa-piso no es lo suficientemente larga como para
permitirle dar una vuelta completa'® o porque el
lado con mermelada es mas pesado y no porque
el Universo esté contra nosotros (aunque también
es cierto que, a veces, un poquito en contra, esta).
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La hormona paratiroidea (PTH) induce la pérdida 6sea a
través de una expansion dependiente de microbios de las
células T positivas para TNF y de las células Th17 intestinales

PTH induces bone loss via microbial-dependent expansion of
intestinal TNF+ T cells and Th17 cells

Mingcan Yu, Abdul Malik Tyagi, Jau-Yi Li, Jonathan Adams, Timothy L. Denning, M. Neale Weitzmann, Rhei-

nallt M. Jones, Roberto Pacifici

Nature Communications 2020:11(1):468. doi: 10.1038/541467-019-14148-4.

RESUMEN

La pérdida 6sea es una complicacion frecuen-
te, aunque no universal, del hiperparatiroidismo.
Usando ratones libres de gérmenes o tratados
con antibidticos demostramos que la hormona
paratiroidea (PTH) causé una pérdida 6sea solo
en los ratones cuya microbiota estaba enrique-
cida por los taxones de bacterias filamentosas
segmentadas inductores de células Th17. Las mi-
crobiotas que contenian bacterias filamentosas
segmentadas permitieron a la PTH expandir las
células T positivas para TNF y las células Th17,
y aumentar su egreso mediado por el receptor
1 de esfingosina-1-fosfato del intestino y su re-

clutamiento en la médula 6sea, lo que causa la
pérdida 6sea. El reclutamiento de las células T
positivas para TNF a la médula 6sea mediado por
el receptor de quimiocinas CXCR3 regul6 de ma-
nera positiva al quimioatrayente de Th17 CCL20,
el cual reclut6 las células Th17 a la médula 6sea.
Este estudio revela los mecanismos para la co-
municacion entre el intestino y el hueso mediada
por la microbiota en modelos murinos de hiper-
paratiroidismo que podrian ayudar a predecir su
curso clinico. Tener como blanco la microbiota
intestinal o la migracién de las células T podria
representar una estrategia terapéutica contra el
hiperparatiroidismo.
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