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1- Tracto reproductor femenino de la rata

1.1- Desarrollo perinatal

La diferenciacién sexual ha sido motivo de asombro por siglos. En el
ano 335 antes de Cristo, Aristoteles postulaba que el dimorfismo sexual se
debia a diferencias en la temperatura del semen al momento de la
copulacién (Haqq y Donahoe 1998). Muchos siglos después, Painter (1923)
descubrio la primera pista genética: todos los machos de mamiferos poseian
un par de cromosomas XY y todas las hembras XX. En 1947, Jost y
colaboradores demostraron que los embriones (de cualquier sexo
cromosémico) de conejos castrados se desarrollaban como hembra,
sugiriendo que no era necesaria la presencia de una gdénada para la
diferenciacion de la hembra. Mas tarde, en la década del 90, el
descubrimiento del gen SRY (del inglés: Sex-determining Region on the Y
chromosome) terminaria con la larga busqueda del responsable de la

diferenciacion de machos y hembras en mamiferos (Hagq y Donahoe 1998).

En la actualidad, luego de tantos afios de investigaciones, se sabe
que la diferenciacién sexual en los mamiferos es un proceso controlado
genéticamente y por hormonas. Comienza con el establecimiento del sexo
genético o cromosdmico (XY o XX) al momento de la concepcion. Durante el
desarrollo embrionario temprano, los dos sexos son indistinguibles. Los
embriones XX o XY tienen inicialmente dos pares de conductos genitales: a)
los conductos mesonéfricos o de Wolff y b) los conductos paramesonéfricos
o de Miller, situados dentro de las crestas genitales. Aproximadamente a la
sexta o séptima semana de gestacién en los humanos o dia 11,5 postcoito
en el ratén, la expresion del gen SRY inicia la diferenciacion gonadal en
machos (Haqq y Donahoe 1998). La diferenciacion del sexo masculino en
los conductos de Wolff (desarrollo de 6rganos reproductivos internos y
externos, y la adquisicion de caracteres sexuales secundarios masculinos)
es controlado por las hormonas producidas por los testiculos: hormona anti-
Mulleriana (HAM) y testosterona. En ausencia de genes codificados en el
cromosoma Y y de las hormonas producidas por el testiculo (testosterona y
HAM) en el conducto de Miller ocurre la diferenciacion sexual femenina
(Vigier y col. 1989).
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Respecto al estadio de gonada indiferenciada o bipotencial, diversos
experimentos sugieren que las células que son precursoras para las células
de Sértoli, son las mismas que pueden dar origen a células foliculares en el
ovario; por lo tanto, se las ha denominado “linaje de células de sostén”
basado en su rol para sostener el desarrollo de células germinales en ambos
sexos (Albrecht y Eicher 2001, Wilhelm y col. 2005). En la génada XY, la
presencia del gen SRY expresado en estas células estimula la diferenciaciéon
del linaje de células de sostén hacia células de Sertoli. El gen SRY pertenece
a una familia de genes denominados SOX (del inglés: SRY-related high-
mobility-group {HMG?} box). Ellos comparten un dominio de unién al ADN
altamente conservado (HMG), de alta movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida y que originalmente fue identificado en el SRY (Lefebvre y col.
2007). Ademas del SRY, otros genes SOX (SOX3, SOX8, SOX9) han sido
demostrados por participar en la diferenciacién sexual (Lefebvre y col.
2007). Se cree que una de las funciones del gen SRY es activar la
transcripcion del gen SOX9, debido a que se observé un aumento de su
expresion en células pre-Sertoli luego de la activacion del gen SRY
(Schepers y col. 2003).

El conducto paramesonéfrico del ratén, antes del nacimiento, es
histolégicamente indiferenciado y de apariencia homogénea, consistiendo de
un epitelio simple sostenido por un mesénquima indiferenciado. Las dos
primeras semanas postnatal se corresponden con el tiempo de maxima
diferenciacion del tracto reproductor femenino. Durante este tiempo se dan
diversos eventos histolégicos controlados por la expresién de determinados
genes (Daftary y Taylor 2006). Eventos comunes al desarrollo del Utero en
todos los mamiferos incluyen: 1) organizacion y estratificaciéon del estroma
endometrial, 2) diferenciacion y crecimiento del miometrio, y 3) desarrollo
coordinado de glandulas endometriales. Por el contrario, el cérvix y la
vagina no desarrollan glandulas y el epitelio sufre una transicidn
morfoldgica de cilindrico simple a escamoso o estratificado (Gray y col.
2001).

Experimentos de recombinacidon de tejido han demostrado que las

interacciones epitelio-mesénquima son criticas para una diferenciacion
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apropiada de los 6rganos derivados del conducto Milleriano. Si se combina
un mesénquima de vagina de un animal recién nacido con un epitelio
uterino, las células epiteliales presentaran diferenciacion vaginal
adquiriendo caracteristicas de epitelio estratificado (Kurita y Cunha, 2001).
También se ha demostrado que el receptor de estrégeno alfa (REa) es
necesario en el mesénquima pero no en el epitelio para mediar una
respuesta estrogénica sobre el epitelio (Cooke y col. 1997, Kurita y col.
2000). Estos estudios demuestran que el mesénquima envia sefiales
paracrinas al epitelio que inducen su diferenciacién. Los procesos de
maduracion y diferenciacién de los diferentes tipos de epitelios se
manifiestan por la expresion de moléculas especificas tales como las

citoqueratinas (CK) que componen el citoesqueleto.

A nivel genético, la diferenciacién del tracto genital femenino esta
regulada por una familia de genes llamados Hox (del inglés: Homeobox, que
es una secuencia altamente conservada que codifica un motivo proteico
conocido como “homeodominio”). En el ratdon y en el humano, los genes
HOX se distribuyen en 4 grupos separados: A, B, C y D, conteniendo cada
uno entre 9 y 13 genes. Estos genes codifican proteinas que actian como
factores de transcripcion activando una cascada de genes reguladores
(Duboule y Dolle, 1989, Daftary y Taylor 2006). Se ha demostrado que el
gen Hoxa9 se expresa preferentemente en los oviductos, el Hoxal0 en el
Utero, Hoxall en el Utero y cérvix y Hoxal3 en la vagina (Figura 1). En
ratones modificados genéticamente se ha observado que la alteracion de
este patron de expresion produce cambios anatdmicos significativos en la
organizacion espacial del tracto reproductor (Taylor y col. 1997). Asi, la
interrupcion en la expresion del gen HoxalO provoca que el 25% de la
porcién anterior del Utero se transforme en oviducto, impidiendo la correcta

implantacién del embrién (Block y col. 2000).
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Figura 1: Representacion esquematica del dominio espacial de los genes HOX en el
desarrollo del conducto paramesonéfrico humano. Modificado de Daftary y Taylor
2006.

Otro grupo importante de genes que regulan el crecimiento y la
diferenciacion tisular y celular del tracto reproductor de la hembra son los
Wnt (del inglés: Wingless-like morphogenic). Estos genes codifican una gran
familia de proteinas secretadas, ricas en cisteinas, que actdan como
moléculas de sefializacion intercelular durante el desarrollo embrionario
(Katayama y col. 2006). Tres miembros de la familia de los genes Wnt
(Wnt4, Wntb5a,

reproductor femenino (Miller y col. 1998). La expresion de Wnt4 es crucial

Wnt7a) son principalmente expresados en el tracto
para la determinacién del sexo hembra y la formacidon del conducto
Milleriano. Wnt5a es necesario para establecer el desarrollo de la regidn
posterior del tracto reproductor femenino; ademas, el Utero de animales
deficientes en Wnt5 falla en la formacidon de glandulas que son esenciales
para la funcién adulta. Wnt7a es expresado en las células epiteliales
luminales del tracto Milleriano fetal y se mantiene en altos niveles en el
epitelio luminal del Utero adulto (Katamaya y col. 2006). Una deficiencia en
la expresion de Wnt7 produce esterilidad debido a un desarrollo anormal del
oviducto y Uutero, imitando las anormalidades observadas en hembras
expuestas prenatalmente al xenoestrégeno dietilstilbestrol (DES) (Miller y
col. 1998).

La expresion de estos genes reguladores del desarrollo es controlada
por las hormonas esteroides sexuales (Akbas y col. 2004, Katamaya y col

2006). Los genes Wnt y HOX son factores necesarios para la morfogénesis
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normal y son también reguladores cruciales de la funciéon uterina en el
adulto (Miller y col. 1998; Pavlova y col. 1994). Una falla en la regulacién
de estos procesos puede provocar problemas durante la implantacién y
defectos en la preparacion uterina responsables de pérdidas recurrentes de

prefez e infertilidad (Dey y col. 2004).

1.2- Organizacion durante la vida adulta

El aparato reproductor de la hembra estd formado por los ovarios y el
sistema conductor. Este ultimo no solo recibe el évulo expulsado por el
ovario, y lo conduce al lugar de implantacién, el Gtero, sino que recibe a los
espermatozoides y los transporta hasta el oviducto, donde se realiza la
fecundacion. En sentido craneo-caudal el sistema conductor de la hembra
consta de las siguientes partes: los oviductos, el Utero, el cérvix, la vagina y

los genitales externos.

El utero de la rata, a diferencia del de la mujer, posee un par de

cuernos uterinos que se encuentran completamente separados (Figura 2).

Figura 2: Esquema comparativo de

la anatomia del utero y cérvix. A.
Rata, B. Mujer. Modificado de

Nalbandov, AV. La estructura de los
sistemas reproductores. En: Fisiologia
de la Reproduccién. Ed. Nalbandov,

AV; Acribia, Zaragoza, Espafia, 1969.

En los roedores, la pared uterina puede dividirse histolégica y
funcionalmente en 3 capas (Figura 3): 1- el endometrio, constituido por un
epitelio cilindrico simple que reviste el lumen del Utero. Por debajo de este
epitelio y separado por una membrana basal, se localiza una capa de tejido
conectivo laxo, muy vascularizada, donde es muy frecuente encontrar
infiltracion leucocitaria. También pueden observarse glandulas uterinas que

son invaginaciones tubulares del epitelio luminal; 2- el miometrio, consiste
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de dos capas de musculo liso, una interna orientada circularmente y una
mas externa orientada longitudinalmente; y 3- el perimetrio, constituido de
tejido conjuntivo laxo, recubierto por la serosa peritoneal. Presenta muchos
vasos linfaticos, sanguineos y fibras nerviosas (Perez Martinez y Romano
Pardo, 1996; Geneser, 2000).

El cérvix (s. cuello uterino) es un anillo fibroso, situado entre el
Utero y la vagina. En la rata se encuentra dividido completamente por un
septum cervical, que divide al 6rgano en dos compartimientos que se
comunican en sentido craneal con el cuerno uterino correspondiente,
mientras que en sentido caudal ambos canales cervicales desembocan en la
vagina (Nalbandov 1969) (Figura 2). Desde el punto de vista histoldgico se
puede distinguir el epitelio luminal que sufre cambios graduales en su
longitud. En la regiéon préoxima a los cuernos uterinos (denominada
endocérvix en la mujer) el epitelio del cérvix se presenta cilindrico simple
mientras que en la regién proxima a la vagina (exocérvix) su epitelio se
vuelve estratificado. Estas modificaciones son mas notorias de acuerdo al
estadio del ciclo estral, haciéndose mas visibles durante el estro. El epitelio
se encuentra separado por una membrana basal del estroma cervical
compuesto fundamentalmente por tejido conectivo laxo a denso. Por debajo
de esta tunica se encuentra, al igual que en el Gtero, una capa de musculo
liso circular y otra dispuesta longitudinalmente. Por ultimo, el cérvix esta
recubierto por la serosa (Figura 3) (El-Banna y Hafez 1972, Perez Martinez
y Romano Pardo, 1996).

Utero » 525

Figura 3: Fotomicrografia de los cuernos uterinos y cérvix de la rata. En la foto de

la izquierda se observa la cavidad peritoneal en la que han quedado expuestos los
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cuernos uterinos y cérvix de la rata. Sobre la derecha se observa un panel de
fotomicrografias correspondientes a cortes histoldgicos de biopsias de los érganos
mencionados, en los que se pueden apreciar las caracteristicas tisulares de cada
compartimiento. Coloracién: hematoxilina-eosina. Magnificacién: 1980 X. Tomado
de Varayoud 2004.

1.3- Adaptaciones fisioldégicas
1.3.1- Ciclo estral

El ciclo estral es una cascada de eventos hormonales y de
comportamientos, altamente sincronizados y que se repiten en el tiempo.
Los ciclos reproductivos son precisos en su naturaleza pero demuestran
gran diversidad entre especies. El ciclo estral de la rata, a diferencia del
ciclo menstrual de la mujer, se caracteriza por la conducta de apareamiento
en forma coincidente con la ovulacién, asegurando asi la oportunidad para
la fertilizacion y la prenez. Tiene una duracién de 4 o 5 dias y se da durante
todo el afo, sin influencias estacionales en las colonias de laboratorio
(siempre que los animales se mantengan en un estricto esquema de luz-
oscuridad y con control de temperatura). Los ciclos estrales ocurren desde
el comienzo de la pubertad hasta la senescencia (Lohmiller y Swing 2006) y
consiste de 4 etapas: proestro, estro, metaestro y diestro (Figura 4). La
duracion del proestro es aproximadamente de 12 horas, mientras que el
estro presenta un rango de 9 a 15 horas, el metaestro entre 14 y 18 horas,

y el diestro tiene una duracién de 60 a 70 horas (Lawson 2001).
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Figura 4: Niveles hormonales de progesterona (Pg), prolactina (PRL), estradiol
(E,), hormona leutinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) durante el
ciclo estral de la rata. Los numeros sobre el eje x representan distintos momentos
del dia considerando 24 horas de reloj. Las barras en negro representan el periodo
de oscuridad. Las lineas de punto verticales sefialan la medianoche. Cada punto
representa el promedio de la concentracion hormonal con su desviacion estandar.
Modificado de Smith y col. Endocrinology 96: 219-226, 1975

El ciclo estral es caracterizado por cambios ciclicos en el (tero,
ovarios, mucosa vaginal, comportamiento y niveles hormonales (Maeda y
col. 2000). Fluctuaciones en las hormonas esteroides ovaricas estréogeno y
progesterona, reguladas por las gonadotropinas (LH, del inglés: Luteinizing
Hormone y FSH, del inglés Follicle Stimulating Hormone) secretadas por la
hipofisis anterior, resultan en cambios en la citologia vaginal que permiten

identificar facilmente las diferentes etapas del ciclo estral (Montes y Luque
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1988). Los perfiles de secrecién de LH muestran una secrecién pulsatil, con
frecuencias mas altas durante el proestro y mas bajas durante el
estro/diestro. El pico de LH durante el proestro estimula al foliculo
preovulatorio a ovular y a formar el cuerpo luteo. Dos picos de FSH
periovulatorios estimulan el crecimiento de foliculos mas pequeiios. El
primer pico se correlaciona con el de LH y el segundo pulso esta asociado
con una disminuciéon de la inhibina después de la ovulacion. Durante el
metaestro el cuerpo lUteo secreta progesterona (Pg) que decae durante el
segundo dia del diestro cuando comienzan a aumentar los niveles de Eg. El
ciclo se completa durante el proestro cuando ocurre el pico de estrégenos
(Eg) que estimula la liberacidn de gonadotrofinas que llevan a la ovulacion
(Lohmiller y Swing 2006).

1.3.2- Gestacién y parto

La gestacién en la rata tiene una duracion de 22 - 24 dias. El
establecimiento y mantenimiento de la prefiez en la rata involucra dos
eventos endocrinos. El primero es desencadenado por el apareamiento, en
el que la estimulacion cervicovaginal y de los flancos desencadenan un
reflejo neuroendocrino que modifica la liberacidon de factores hipotaldmicos,
los que permiten la descarga bifasica (una diurna y otra nocturna) de
prolactina (PRL) hipofisaria. El aumento de PRL induce la expresion de
receptores para LH en las células Iuteas que estimula la produccién de Pg
necesaria para el mantenimiento de la prefiez (Lohmiller y Swing 2006). El
segundo evento endocrino necesario para mantener la prefiez es
dependiente de la implantacion y del desarrollo de un feto normal. En los
roedores prefiados, la placenta y las células deciduales del endometrio
producen hormonas similares a la PRL, que ejercen el efecto luteotréfico
necesario para mantener la funcién del cuerpo lUteo hasta el final de la

prefez (Bazer, 1999).

1.3.2.1- Implantacion

Una etapa critica en la prefiez es la implantacion del embrién en la
pared del Utero, una caracteristica de la reproduccion de los mamiferos que
es el resultado de una compleja serie de pasos interactivos, comenzando

con la fijacién del blastocisto en el Utero y terminando con la formacién de
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una placenta definitiva. El Utero responde a un estimulo apropiado, con
cambios tanto en el epitelio como en el estroma conduciendo a la formacién
de una decidua. Esta reaccién decidual es una respuesta inflamatoria que
involucra una variedad de citoquinas que promueven la proliferacion y
diferenciacion celular del compartimiento subepitelial, como asi también, al
incremento localizado de la permeabilidad vascular (Weitlauf, 1994). Estos
eventos estan primariamente bajo el control de los esteroides ovaricos, Eg y
Pg, permitiendo asi que el Utero sea receptivo y acepte la implantacién del
bastocisto (Wang y Dey, 2006).

El endometrio uterino es un tejido altamente vascularizado
compuesto de elementos estromales y glandulares que en su mayoria
funcionan independientemente de los elementos musculares del cuerpo del
Utero. La naturaleza sensible a esteroides del endometrio crea un ambiente
tisular especifico para las complejas necesidades fisiolégicas de los fetos.
Ademds, en humanos y otras especies, el sustento provisto por los
esteroides en la prefiez temprana controla los eventos altamente invasivos
necesarios para la implantacion y placentacion. Una compleja, precisa e
interactiva seleccion de caminos de comunicaciéon bioldgica, involucrando la
accion de los esteroides en conjunto con factores de crecimiento y
citoquinas locales, es necesaria para organizar el crecimiento vy

diferenciacion controlada del endometrio uterino (Bridges y Byrnes 2006).

Dos eventos vasculares caracterizan la etapa temprana de la
implantacién del embrién en la rata. El primero de estos es un aumento
localizado en la permeabilidad vascular endometrial, siendo uno de los
indicadores anatdmicos mas tempranos del sitio de implantacién. El
segundo evento vascular asociado con la implantacién del embrién es un
incremento en la proliferacién de las células endoteliales (Rabbani y Rogers
2001). Gooder y Rogers (1993) mostraron que en la rata la proliferacion
endotelial aumenta desde el dia 3 hasta el dia 5 de la gestacion en todo el
compartimiento endometrial, mientras que en el dia 6 permanece elevada
solo en los sitios de implantacion. Diversos estudios otorgan evidencias que
el factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A, referido

generalmente y en esta tesis como VEGF) mediaria estos eventos

10
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vasculares. La administraciéon de un anticuerpo anti-VEGF en el dia 3 de
prefiez redujo significativamente la permeabilidad vascular endometrial en
respuesta a la implantacion, indicando que este factor es clave para regular

este acontecimiento (Rabbani y Rogers 2001).

1.3.2.1- Gestacién y parto

Durante la prefiez, la funcidén contractil uterina es suprimida, mientras
que el cérvix uterino, en orden a retener el feto dentro del Utero, debe ser
resistente a la tension y permanecer rigido durante la mayor parte de la
gestacidon. La quiescencia uterina durante la prefez, es esencial para el
desarrollo del feto. La Pg ejerceria un control sobre la quiescencia uterina:
disminuyendo la expresién de genes esenciales para la contractilidad
miometrial (ej. conexina 43), estimulando los mecanismos de relajacion
incluyendo el sistema del oxido nitrico y suprimiendo la liberacion de
citoquinas proinflamatorias. Luego, al momento del parto, debe suceder lo
contrario. El miometrio experimenta cambios en los mecanismos de
traduccion de sefal y la sintesis de nuevas proteinas, incluyendo conexina,
canales idnicos y receptores de uterotoninas, favoreciendo asi la
contractilidad del utero. Al mismo tiempo hay una regulacién hacia abajo
del sistema del o6xido nitrico, disminuyendo la relajacion uterina y
colaborando con la expulsién del feto al momento del parto (Garfield y col.
1998).

Si bien la actividad uterina es el signo de parto mas comun, los
cambios que ocurren en el cérvix son la caracteristica determinante de un
parto pre-término y a término. Un punto significativo en la evaluacion del
parto pre-término se relaciona con los cambios cervicales, y esta claro que
el cérvix juega un papel importante tanto en el mantenimiento de la prefiez
como en la iniciacion del parto (Clark y col. 2006). El cérvix uterino, que
durante la gestacién permanece cerrado actuando como una barrera fisico-
bioldgica que protege al feto en desarrollo, en el momento del parto debe
dilatarse siendo esto un requisito necesario para un parto normal y asi
evitar traumatismos del neonato. Esta significativa funcién dual del cuello
uterino esta asociada con importantes cambios histofisiolégicos (Mufioz-de-
Toro y col. 2003).

11
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Se ha sugerido que los cambios morfolégicos y bioquimicos
observados en el cérvix uterino durante la prefiez y el parto presentan
caracteristicas semejantes a los procesos inflamatorios clasicos (Liggins,
1981), sin embargo, el control del ablandamiento del cérvix uterino es un
proceso muy complejo del cual se conoce poco. En varias especies se
demostré que la dilatacion del cérvix uterino esta asociada con una extensa
remodelacién del coldageno temporalmente asociada a una infiltracién de
leucocitos polimorfonucleares. Estudios de nuestro laboratorio, y de otros
grupos, evaluaron el control hormonal de ambos procesos en la rata y se
demostré que el 17-B estradiol (E;) es responsable de promover la
infiltracion de eosindfilos, mientras que la Pg inhibe el efecto del E;
(Duchesne y Badia 1992, Luque y col. 1996, Ramos y col. 2000). También
se observd que la remodelacién del colageno del cérvix la induce la relaxina
y que esto ocurre de manera independiente de la infiltracion de los
polimorfonucleares (Luque y col. 1998; Ramos y col. 2000). En el tracto
genital de ratas y ratones durante la prefiez, se ha descripto ademas, la
aparicion de edema, produccién de prostaglandinas y leucotrienos,
neovascularizacion e infiltracion y activacién celular (Luque y Montes 1989,
Lugue y col. 1996).

La Pg es una hormona clave para el mantenimiento de la prefez. La
disminucidon de su accién, ya sea por una menor sintesis hormonal o por
cambios en la expresién de sus receptores, cumple un rol significativo en la
iniciaciéon del parto (Clark y col. 2006). Lee y Sherwood (2005) demostraron
que Eg, Pg y relaxina promueven la proliferacion celular e inhiben la
apoptosis en el cérvix, siendo estos efectos hormonales mas pronunciados
hacia el final de la prefiez cuando es significativo el crecimiento del cérvix.
El aumento en el contenido de células epiteliales es necesario para alcanzar
el incremento en la circunferencia del lumen cervical que se da durante la
segunda mitad de la prefiez; mientras que la acumulacién de células
estromales contribuyen al ablandamiento del cérvix, haciéndolo mas
extensible al momento del parto. Ambos aspectos de la remodelacién

cervical son necesarios para un parto seguro.

12



Introduccion

Los eventos moleculares responsables del ablandamiento cervical son
pobremente conocidos. La literatura ha implicado a las metaloproteasas de
la matriz (MMP) como enzimas responsables de la disminucién de la fuerza
de tension del cérvix (Chien y col. 2005). Se demostré que las MMP-2, -3, -
7, -9, y -13 estan presentes en la rata durante la gestacion. Un incremento
en la expresion del ARNm de la MMP8 en humanos ha sido correlacionado
con la dilatacién cervical durante el parto (Chien y col. 2005). MMP-3 puede
también jugar un papel importante en este proceso de remodelacion tisular.
MMP-7 y -13 alcanzan un pico de expresion en el periodo postparto y se los
ha asociado con la involucion uterina (Clark y col. 2006). Lee y Sherwood
(2005) han sugerido que estos eventos de remodelacion son también

controlados por el microambiente hormonal de la prefez.

La vascularizacion del tracto reproductivo posee una funcién clave
permitiendo la adecuada fuente de nutrientes para el normal mantenimiento
de la prefiez. Los procesos celulares antes mencionados son demandantes
de energia, y para ello es necesario un adecuado desarrollo vascular. Asi
mismo, los cambios en la permeabilidad vascular y la infiltraciéon de
leucocitos observados a término, fuertemente sugieren un rol activo del
compartimiento vascular durante la gestacién y el parto (Hyder y Stancel
2000).

2- Angiogénesis

2.1- Generalidades

En el adulto, las células endoteliales se encuentran quiescentes o en
reposo y rara vez se dividen, sin embargo bajo estimulos adecuados pueden
entrar en el ciclo de divisidn celular y desarrollar nuevos vasos sanguineos.
Este evento ha sido denominado angiogénesis, refiriéndose asi, al
crecimiento de nuevos vasos a partir de una microvasculatura pre-existente.
Este es un evento de gran importancia en muchos procesos tanto
fisioldgicos como patoldgicos. En el adulto, la angiogénesis estd asociada
con remodelacidn/reparacion tisular (e.g.: como durante la menstruacion),
cicatrizaciéon, inflamacién, generacién y metdstasis de tumores (Dvorak
2000; Griffioen y Molema 2000). Los eventos que ocurren durante el

desarrollo de la angiogénesis son complejos, involucrando factores de
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crecimiento pro-angiogénicos e inhibidores de angiogénesis. Normalmente,
el organismo mantiene un perfecto balance entre estos moduladores. Sin
embargo, cuando los factores de crecimiento angiogénicos son producidos
en exceso en relacion a los inhibidores, la balanza se inclina en favor del
crecimiento de nuevos vasos. A la inversa, cuando los inhibidores se
encuentran en exceso respecto a los estimuladores, la angiogénesis es

frenada (Turner y col. 2003).

Un listado de factores pro- y anti-angiogénicos son presentados en la

Tabla 1 (http://www.angio.org/understanding):

Tabla 1: Factores que regulan el proceso de angiogénesis

Factores angiogénicos

Inhibidores de la angiogénesis

= Angiogenina

= Angiopoietina-1

»Factores de crecimiento fibroblastico:
acido (aFGF) y basico (bFGF)

= Follistatina

= Factor estimulante de colonia de
granulocitos (G-CSF)

= Factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF)

=Interleuquina -8 (IL-8)

=Leptina

= Factor de crecimiento placental

= Factor de crecimiento de células
endoteliales derivado de plaquetas (PD-
ECGF)

= Factor de crecimiento derivado de
plaquetas-BB (PDGF-BB)
=Pleiotrophina (PTN)

=Progranulina

=Proliferina

=Factor de crecimiento transformante -
alfa (TGF-a)

= Factor de crecimiento transformante -
beta (TGF-B)

= Factor de necrosis tumoral -alpha
(TNF-a)

= Factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF)/factor de permeabilidad
vascular (VPF)

= Angioarrestina

= Angiostatina (fragmento del
plasminégeno)

= Antitrombina III antiangiogénica
»Inhibidor derivado del cartilago (CDI)
*Fragmento de complemento CD59
»Endostatina (fragmento del colageno
XVIII)

*Fragmento de fibronectina
=Heparinasas

*Fragmento hexasacarido de heparina
= Gonadotrofina coriénica humana (hCG)
=Interferén o/p/y

= Proteina inducible por interferén (IP-
10)

=Interleuquina-12

=Inhibidores de metaloproteinasas
(TIMPs)

= 2-Methoxiestradiol

=Inhibidor de activador del
plasminégeno

=Factor de plaqueta-4 (PF4)
=Prolactina (fragmento de 16kD)
=Retinoides

=Tetrahidrocortisol-S
*Trombospondina-1 (TSP-1)

=Factor de crecimiento transformante -
beta (TGF-B)

=Vasculostatina
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Como previamente se comenté el aporte vascular es un
requerimiento fundamental para las funciones reproductivas (Ferrara y
Davis-Smyth 1997, Goth y col. 2003). La angiogénesis ocurre regularmente
en asociacion con los cambios ciclicos en el endometrio de la hembra adulta
y durante la implantacién y subsiguiente placentacién (Heryanto y Rogers,
2002). Durante la prefiez y el parto, el cérvix uterino sufre procesos de
adaptacién, tal como infiltracién de polimorfonucleares y remodelacién del
colageno. (Luque y col. 1996, 1998). Todos estos procesos son
demandantes de energia, y es esencial un sistema vascular que provea

suficientes nutrientes.

2.2- Proceso de angiogénesis
La angiogénesis, basicamente involucra los siguientes pasos (Figura 5):

1- La presencia de un estimulo apropiado (e.g. injuria, hipoxia tisular,
isquemia, cambios morfolégicos de las células endoteliales que las hace
susceptibles a mitdgenos) desencadena el proceso, produciendo y liberando
factores angiogénicos que difunden dentro del tejido cercano.

2- Los factores angiogénicos se unen a sus receptores especificos
localizados sobre las células endoteliales de vasos sanguineos pre-
existentes ubicados en su cercania.

3- La unidn del factor de crecimiento a su receptor activa a la célula
endotelial. Se traduce la sefal dentro de la célula y esta comienza a
producir nuevas moléculas, incluyendo enzimas.

4- Las enzimas degradan la membrana basal que rodea a los vasos
sanguineos.

5- La célula endotelial comienza a proliferar y migra hacia el estimulo
inicial, pasando a través de la membrana basal degradada. Este paso es
conducido principalmente por mediadores angiogénicos. Estos mediadores
se pueden encontrar solubles, unidos a la matriz extracelular o a la
membrana celular o bien pueden ser componentes de la misma matriz
extracelular. La plasmina es una proteasa importante en este paso debido a
que degrada fibronectina, laminina y activa algunas metaloproteinasas de la
matriz (MMP), lo cual facilita la migracion de las células endoteliales.
Ademas, moviliza diversos factores de crecimiento unidos a la matriz

extracelular.
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6- Moléculas especializadas, moléculas de adhesién o integrinas,
ayudan a la formacién del nuevo vaso.

7- Varios tipos celulares, incluyendo células epiteliales, fibroblastos,
células inflamatorias y células endoteliales producen enzimas adicionales
tales como MMP para degradar el tejido que rodea al vaso en crecimiento
facilitando la disposicién del mismo. A medida que el vaso se extiende, el
tejido circundante se re-acomoda.

8- Las células endoteliales se constituyen en una estructura tubular,
caracteristica de los vasos sanguineos.

9- Los vasos sanguineos individuales se conectan para formar,
eventualmente, una red anastomosada por la que puede circular la sangre.

10- Finalmente, la interaccion de las células endoteliales con la matriz
extracelular y las células mesenquimales es un requisito para formar una
vasculatura estable. El reclutamiento de células de la pared estd mediado
generalmente por las células endoteliales a través de la sintesis y secrecién
del factor de crecimiento derivado de plaquetas, que es mitégeno y
quimioatrayente de una variedad de células mesenquimales. La
subsiguiente diferenciacion de la célula precursora mural a pericito y a
célula muscular lisa se cree que es dependiente del contacto célula-célula.
Por lo tanto, los nuevos vasos sanguineos formados son estabilizados por
células musculares especializadas (células musculares lisas, pericitos) que
proveen un soporte estructural. Ademas, la coincidente envoltura del vaso
creciendo por los pericitos con la deposicion de la membrana basal y el cese
del crecimiento del vaso indican una importante regulacion del crecimiento
de los vasos por parte de los pericitos (Turner y col. 2003, Griffioen y
Molema 2000, Albrecht y Pepe 2003).
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Figura 5: Resumen de los eventos que se llevan a cabo durante el proceso de

angiogénesis. Modificada de http://www.angio.org, 2000.

Como puede deducirse en base a lo anteriormente expuesto y a

diversos trabajos publicados (http://www.angio.org, Tonini y col. 2003), la

angiogénesis involucra varios factores de crecimiento pro-angiogénicos, sin
embargo muchas evidencias muestran que el VEGF juega un rol clave en la
angiogénesis fisioldgica y patoldgica (Turner y col. 2003, Ferrara y col 2003,
Griffioen y Molema, 2000)

2.3- Regulacién de la angiogénesis por las células inmunes

Aunque la angiogénesis es sustancialmente un evento de células
endoteliales, hay otros tipos de células y muchos clases de mediadores
involucrados en este proceso (Griffioen y Molema 2000, Hiromatsu y Toda
2003). Las células del sistema inmune tales como macréfagos/monocitos,
linfocitos y mastocitos (MC) pueden afectar de manera significativa el
balance de factores pro y anti-angiogénicos, ejerciendo un efecto

importante sobre el proceso de angiogénesis.

2.3.1- Mastocitos
Los MC han sido reconocidos como células efectoras versatiles que

sirven como un vinculo clave para las interacciones entre el sistema
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nervioso, inmune y endocrino (Rudolph y col. 2004). Los MC tienen
importantes funciones en una variedad de respuestas bioldgicas. Hace mas
de 20 afos, diferentes estudios in vitro e in vivo han vinculado a la
degranulacion y activacion de MCs con la neovascularizacidon (Folkman 1982,
Levi Schaffer y Pe’er 2001, Norrby 2002). Esta consideracion es
parcialmente sostenida por las observaciones que establecen una estrecha
asociacion anatomica entre los MCs y los vasos sanguineos, ya que estas
células inmunes se localizan frecuentemente en areas préximas a los vasos;
y por el reclutamiento de estas células durante el crecimiento de un tumor,
la cicatrizacion de tejidos y la inflamacion (Benitez-Bribiesca y col. 2001,
Fukushima y col. 2001, Norrby 2002).

Los MCs son células grandes, a menudo ovales, cuyo citoplasma esta
ocupado completamente por granulos. Estos granulos contiene varias
sustancias que son importantes mediadores relacionados con la inflamacién
y las reacciones inmunes (Geneser, 2000). Todas estas sustancias son
liberadas de los MCs por exocitosis, en un proceso denominado

degranulacion.

Especificamente, en relacién a la angiogénesis, la degranulacion de

MCs puede ejercer su efecto a través de multiples intermediarios y vias
(Figura 6):

a- Factores pro-angiogénicos potentes tales como VEGF, bFGF, TGF-B,
TNF-a e IL-8,

b- Proteinasas y heparinasas, que liberan factores pro-angiogénicos
unidos a la heparina sobre la superficie celular y la matriz extracelular,

c- Histamina, y algunos mediadores derivados de lipidos que inducen
permeabilidad vascular teniendo efectos pro-angiogénicos,

d- Reclutamiento quimiotactico de monocitos/macréfagos y linfocitos que
pueden contribuir con moléculas moduladoras de angiogénesis,

f- Liberacién de mediadores tales como TNFa, TGFB, IL-6 que estimulan
la sintesis de VEGF por otras células (Ribatti y col. 2001, Norrby 2002,
Puxeddu y col. 2005).
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La activacién de los MCs resulta en la sintesis de varios mediadores,
los cuales pueden tener efectos bioldgicos diversos y a veces opuestos.
Asimismo, otros tipos celulares también producen los mismos mediadores,
complicdndose aun mas el andlisis de las funciones de los MCs in vivo y la
prediccion de su efecto biolégico neto (Norrby, 2002). Actualmente existen
numerosas herramientas para estudiar, de manera mas especifica, la
participacion de los MCs en diferentes procesos. Por ejemplo, la aplicacién
in vivo de agentes que afectan la secrecién/degranulacién de estas células
es una metodologia muy utilizada; ya sea estimulando la liberacion del
contenido de sus granulos [con agentes polibasicos como el componente
48/80 (secretagogo), citoquinas o anafilotoxinas] o actuando como agentes
estabilizadores de la membrana de los granulos que impiden la
degranulacion (como por ejemplo, el cromoglicato de sodio) (Gunin y
Sharov, 1998; Norrby, 2002).

2.3.2- Macroéfagos

Varios trabajos han demostrado que los macréfagos también juegan
un rol clave en la angiogénesis de tumores y de procesos inflamatorios. Su
importancia deriva de: a) su presencia en tejidos normales y varios tejidos

tumorales, b) su potencial para activarse en respuesta a un estimulo
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apropiado, y c) su gran repertorio de productos secretorios tales como
proteasas, interleuquinas y factores de crecimientos (bFGF, TGF y VEGF)
(Sunderkotter y col. 1994).

En los tejidos, los macréfagos no son angiogénicos per se, necesitan
ser estimulados para ejercer un rol angiogénico cambiando o modificando el
patron de expresiéon de sus productos secretorios (Polverini y col. 1977;
Sunderkoétter y col. 1994). La funcidon primaria de la angiogénesis es
proveer suficiente aporte sanguineo para revertir una isquemia tisular (por
una pobre perfusién) y la hipoxia resultante (baja tensién de oxigeno), la
escasez de nutrientes y la acumulacién de productos metabdlicos de
desechos. Los macréfagos tienen la habilidad para adaptarse a estas
condiciones desfavorables tales como hipoxia o alta concentracion de
lactato, alterando su perfil de expresidon génica y su actividad metabdlica
(Crowther y col. 2001, Sunderkétter y col. 1994). La hipoxia induce la
liberacion de factores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos. Ademas,
estudios in vitro mostraron que la hipoxia induce la activacién de
macréfagos estimulando la liberacion de citoquinas y factores de
crecimiento angiogénicos (e.g.: VEGF), junto con enzimas proteoliticas que
podrian jugar un rol en la promocién de la formacién de nuevos vasos
(Crowther y col. 2001). Cabe senalar, que los macrofagos son capaces de
promover varias etapas del proceso de angiogénesis en virtud de sus
productos secretorios. Los macréfagos pueden aumentar la permeabilidad
vascular liberando sustancias vasoactivas como VEGF, sustancia P o
prostaglandinas. En el mismo sentido producen varias citoquinas ademas de
proteasas que facilitan la migracién, mitosis y diferenciacién de las células

endoteliales (Sunderkdétter y col. 1994).

Por otra parte, recordando que Liggins y col. (1981) sugirieron que
los cambios histomorfolégicos y vasculares caracteristicos del uUtero y del
cérvix a término, imitan una reaccién inflamatoria, los macréfagos podrian
intervenir en estos procesos. Un estudio realizado por Mackler y col. (1999)
demostré que el niumero de macréfagos en el cérvix uterino de raton varia
con respecto a las etapas de la prefez, encontrandose una mayor densidad

al final de la misma, permaneciendo alta hasta 12 horas después del parto.

20



Introduccion

Ademads, concentraciones aumentadas de citoquinas producidas por los
macrofagos en el cérvix uterino a término ha sido asociado con su

ablandamiento y dilatacion (Sennstron y col. 1997, Young y col. 2002).

2.4- Control endocrino de la angiogénesis

Si bien las acciones de los Eg sobre las células estromales y
epiteliales estan bien estudiadas, hasta la fecha han sido conflictivos los
resultados obtenidos en lo concerniente al efecto estrogénico sobre el
endotelio endometrial. El E; rapidamente estimula la permeabilidad vascular
uterina y la expresion del VEGF y debido a que el aumento de permeabilidad
vascular es considerada como un prerrequisito para la angiogénesis, se
sugiere al E; como un potente estimulador de la angiogénesis uterina
durante los procesos reproductivos normales in vivo. Sin embargo, no hay

evidencias experimentales que demuestren esta conclusion (Ma y col 2001).

Ma y col. (2001) observaron que el E, regula transitoriamente la
expresion uterina del ARNm del VEGF durante las primeras 6 horas después
del tratamiento hormonal, mientras que la Pg tiene un efecto mas tardio y
sostenido sobre la expresidon de este gen (Figura 7). La induccién del ARNm
del VEGF en las células estromales y del ARNm de su receptor (VEGFR-2) en
el endotelio estromal, junto con un incremento de la densidad de vasos
después de tratamiento con Pg, sugieren que este esteroide estimula la
angiogénesis uterina. Ademdas observaron que el E, seria un regulador
negativo, debido a que la expresion de estos dos genes (VEGF y VEGFR-2)
disminuye después de 6 horas de administracién de la hormona y asimismo
el endometrio mostré una reduccién en el nimero de vasos. También,
observaron que los cambios inducidos por la administracion de Pg sola eran
atenuados cuando ésta se administraba junto con E,. En concordancia con
estos resultados, Hastings y col. (2003) reportaron que mientras que el E;
es mitogénico para las células epiteliales uterinas y aumenta la
permeabilidad vascular no tiene efecto sobre la proliferacién de las células

endoteliales.
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Figura 7: Esquema representativo de los cambios de expresion uterina del ARNm

del VEGF y su receptor (VEGFR-2) en respuesta a los esteroides (E, y Pg) en
funcién del tiempo. Modificado de Ma y col. 2001.

Por el contrario, Heryanto y Rogers (2002), observaron que la
administracion de E, provocd un aumenté significativo de la proliferacion de
las células endoteliales conjuntamente con un aumento de la densidad
vascular relativa al compartimiento estromal dentro de las 24 horas de
administrada la hormona. Esta rapida respuesta proliferativa de las células
endoteliales endometriales al E, seria mediada por VEGF. La administracién
de un anticuerpo anti-VEGF o de un inhibidor del receptor de VEGF
significativamente inhibi6 la proliferacién de las células endoteliales
endometriales mediada por E; en ratones ovariectomizados (Heryanto y col.
2003).

A diferencia del control de la angiogénesis por los Eg, el efecto
ejercido por la Pg sobre dicho proceso no es discordante entre los diferentes
experimentos. Walter y col. (2005) han demostrado que la Pg estimula la
proliferacion de las células endoteliales endometriales y que esta

proliferacién es mediada en parte por el VEGF. Ademas, en concordancia
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con los resultados de Ma y col. (2001), observaron que no es necesario un
cebo de E, para que la Pg ejerza su accion, al contrario, el E, inhibe la
angiogénesis mediada por Pg. Estudios en rata prefiadas han mostrado que
la proliferacion de las células endoteliales endometriales aumenté
significativamente durante los primeros dias de gestacion cuando las
concentraciones de Pg estan aumentando (Goodger y Rogers, 1993). Este
evento es de gran importancia fisiolégica, porque la Pg es una hormona
esencial para la iniciacibn y mantenimiento de la prefez en todos los
mamiferos, y la angiogénesis es un componente esencial durante la

implantacién y gestacion.

En base a lo expuesto podemos concluir que la angiogénesis
endometrial esta bajo el control de los esteroides ovaricos, principalmente
Eg y Pg, los cuales actian a través de sus receptores, funcionando como
factores de trascripcion y moduladores de la expresion de genes en células
blanco. La via corriente abajo por medio de la cual los Eg y la Pg regulan la

angiogénesis permanece oscura.

3- Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

En 1983 Senger y col. observaron que el fluido ascitico de tumores de
cobayos hembra, hamsteres y ratones, como asi también los medios de
cultivos de células tumorales, presentaban cierta actividad que se
caracterizaba por el aumento rapido de la permeabilidad vascular. Fue
entonces, que a partir de estos medios, aislaron y purificaron, una proteina
de 34 a 42 KDa que era distinta a los factores conocidos que inducian
aumento de permeabilidad y la denominaron factor de permeabilidad
vascular (VPF). Seis afios después, Ferrara y Henzel (1989) aislaron y
purificaron del medio de cultivo de células foliculares estrelladas de la
hipofisis bovina, un factor de crecimiento especifico y mitogénico para las
células endoteliales que llamaron VEGF. Posteriormente, Connolly y col.
(1989) demostraron que el VPF era mitdgeno especifico para las células
endoteliales. Su caracterizacion estructural por secuenciacién de proteina y
clonado de ADN complementario mostré que éste factor era idéntico al

VEGF (Connolly y col. 1989b, Keck y col. 1989), considerandoselo entonces
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como un unico factor. Es asi como el VEGF exhibe dos actividades bioldgicas
principales: el aumento de la permeabilidad vascular y la capacidad para
estimular la proliferacién de las células endoteliales. Ademas promueve la

supervivencia y migracion de las células endoteliales.

3.1- Estructura y sintesis de VEGF

El VEGF pertenece a una familia de genes que incluyen al factor de
crecimiento placental, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E. Si bien estas
proteinas son productos de distintos genes muestran una alta homologia
estructural, conservando ocho residuos de cisteina en las mismas posiciones
(Halder y col. 2000, Roy y col. 2006). Estos productos funcionan como
dimeros dado que dos residuos de cisteina fuera de los ocho generan
enlaces disulfuros intermoleculares (Muller y col. 1997). El VEGF esta
principalmente involucrado en angiogénesis, mientras que el VEGF-C vy el

VEGF-D participan en la generacion de vasos linfaticos (Byrne y col. 2005).

En este trabajo de tesis nos abocamos exclusivamente al estudio del
VEGF. El gen humano de este factor estd organizado en ocho exones,
separados por siete intrones (Houck y col. 1991; Tischer y col. 1991) y su
localizacion cromosdmica es 6p21.3 (Vincenti y col. 1996). Presenta al
menos nueve variantes debido al empalme (splicing) alternativo de su
ARNmM: VEGF;21, VEGFi45, VEGFi4s, VEGFi62, VEGFi6s5, VEGFi6sb, VEGFiss3,
VEGFig9 Y VEGF,06 (Figura 8) (Takahashi y Shibuya, 2005). Los productos
son nombrados en funciéon del nimero de aminoacidos que constituyen el
mondmero. El VEGF;esb es una forma inhibitoria enddgena de VEGF, la cual
puede unirse a su receptor con la misma afinidad que el VEGF65 pero no
activa ni estimula el camino de sefalizacién corriente abajo (Woolard y col.
2004).
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Figura 8: Esquema comparativo de los miembros de la familia del VEGF. El splicing
alternativo genera diversas variantes para el VEGF, PIGF y VEGF-B. Los nlumeros
sobre la derecha indican el porcentaje de identidad aminoacidica comparada con
VEGF¢s. Las flechas indican el lugar de corte proteolitico que da origen al VEGF-C y
VEGF-D maduros. Modificado de Takahashi y Shibuya, 2005.

El VEGF es producido por las células endoteliales, macréfagos,
linfocitos y una variedad de otros tipos celulares (Ferrara y Davis-Smyth
1997). Si bien, no se conoce como es regulada la expresién de las
diferentes variantes, la mayoria de las células productoras de VEGF

expresan preferencialmente VEGF;,;, VEGFi65 ¥ VEGF;g9. El VEGFies5, €5 la
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variante predominante, es secretada como un homodimero de 46 KDa,
constituyendo una proteina basica y con moderada afinidad por la heparina
debido a la presencia de 15 aminoacidos basicos dentro de los 44 residuos
codificados por el exén 7 (Leung y col. 1989, Keck y col. 1989). En
contraste, VEGF;,; que no contiene los residuos codificados por los exones 6
y 7, no se une a la heparina y puede difundir relativamente libre en el tejido.
VEGF,g9, contiene una secuencia adicional codificada por el exén 6 que se
une fuertemente a la heparina y es completamente secuestrado en la matriz
extracelular y en una menor extensién a la superficie celular. Las variantes
unidas a la matriz extracelular pueden ser lentamente liberadas por
exposicidon a heparinasas o mas rapidamente como fragmentos bioactivos a
través de la ruptura proteolitica inducida por plasmina o uroquinasas en el
extremo C- terminal (Plouet y col. 1997, Ferrara y col. 2003, Puxeddu y col.
2005). Esto sugiere que las diferentes variantes del VEGF podrian estar
biodisponibles mediante difusion libre o tras la accién de proteasas sobre las
variantes mas grandes (Ferrara 1999, Dvorak 2002). Estas diferencias en
las propiedades bioquimicas de las variantes de empalme podrian promover
roles fisiolégicos diferentes y formar un entramado complejo que regule la

angiogénesis en el tracto reproductor femenino.

En la rata han sido identificadas tres variantes principales: VEGFi,o,
VEGFi64 Y VEGFigg (Cullinan-Bove y Koos 1993; Hyder y col. 1996),
presentando cada una de ellas un aminoacido menos que la correspondiente
variante humana. Al igual que en el humano la variante VEGFi44 €s la
predominante (Cullinan-Bove y Koos 1993). También, han sido reportadas
en roedores otras isoformas de empalme alternativo, tales como VEGFi44 ¥
VEGF;;:5 (Ding y col. 2006, Sugihara y col. 1998).

3.2- Receptores de VEGF

Inicialmente, los sitios de union del VEGF fueron identificados in vitro
e in vivo sobre la superficie de las células endoteliales. Se han reconocido
diferentes receptores a los que pueden unirse los miembros de su familia.
Tres de ellos son receptores del tipo tirosina quinasa, VEGFR-1 (Ems-like-

tirosine kinase-1, FIt-1), VEGFR-2 (Kinase insert Domain containing
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Receptor, KDR o Fetal liver kinase, Flk-1) y VEGFR-3 (Flt-4). VEGFR-1 y
VEGFR-2 se localizan primariamente sobre el endotelio vascular mientras
que VEGFR-3 se encuentra mayormente en el endotelio linfatico. Una
variante de empalme alternativo del VEGFR-1 (sVEGFR-1) se encuentra en
forma soluble y actia como un inhibidor de la actividad del VEGF (Ferrara y
col. 2003). Otros receptores identificados son las neurofilinas (NRP-1 y
NRP-2) que son proteinas transmembrana sin actividad tirosina quinasa,
originalmente identificadas como receptores de los miembros de la familia
de polipéptidos semaforina/colapsina. Originalmente estos receptores
fueron implicados en la inhibicién del crecimiento de los conos nerviosos
(Luo y col. 1993) y posteriormente identificados en células endoteliales.
Debido a que carecen de un dominio intracelular tirosina quinasa deben

actuar en conjunto con otro receptor (Soker y col. 1998).

La afinidad de VEGFR-1 por VEGF es diez veces mayor que el VEGFR-
2, pero su actividad tirosina quinasa es diez veces menor que la del VEGFR-
2. El VEGFR-1 puede actuar como “secuestrador” capaz de regular en forma
negativa la actividad del VEGF sobre el endotelio vascular, evitando la unién
de éste al VEGFR-2 que es el receptor con mayor capacidad mitogénica. La
interaccion del VEGF con el VEGFR-2, es un requerimiento critico para
inducir el amplio espectro de respuestas bioldgicas mediadas por este factor
(Figura 9). La via de traduccion de sefiales intracelular en las células
endoteliales a través de la dimerizacion del VEGFR-2 conduce a un aumento
de la permeabilidad vascular, proliferacion y migracion celular (Ferrara y col.
2003). La funcién de las proteinas NRP seria la de actuar como co-
receptores de VEGF;¢5, formando un complejo con los receptores tirosina
quinasa del VEGF y potenciando asi la actividad de estos (Neufeld y col.
2002). Posiblemente, la unidén de la isoforma VEGF;s5 a NRP explica en parte
la gran potencia mitogénica de esta variante respecto a la VEGF;,;. NRP-1
también pueden unirse a otros miembros de la familia del VEGF (Neufeld y
col. 1999, Neufeld y col. 2002), y NRP-2 a la variante VEGFi45 (Gluzman-
Poltorak y col. 2000). La figura 9 resume la afinidad de unién de cada uno

de estos receptores por los integrantes de la familia del VEGF.

27



Introduccion

VEGF-C
VEGF-D

.

VEGF14s
VEGF 5
VEGF-C
¥ 4/

sVEGFR-1 VEGFR-1 NRP-1 VEGFR-2 NRP-2 VEGFR-3

(Y | %5 |

F{eorgamzacmn .
de actina l
Produccion de
L oxido nitrico

Mlgracmn Permeabilidad vascular Supervivencia Proliferacién

Ras

Figura 9: Diagrama esquematico, ilustrando la especificidad de unién de los
miembros de la familia del VEGF y el camino de sefalizacién del VEGFR-2. La
tirosina 1175 (Y1175) y 1214 (Y1214) son los dos principales sitios de
autofosforilacion en VEGFR-2. La fosfolipasa C-y (PLC-y) se une a Y1175,
conduciendo a la fosforilacidon y activacion de esta proteina. Y1214 seria necesaria
para la activacidén secuencial de Cdc42 y p38 MAPK. Muchas proteinas son activadas
por el VEGFR-2 a través de un mecanismo desconocido, incluyendo FAK, PI3K y
Src. La activacion de estas moléculas de sefializacion promueve varias funciones de
las células endoteliales, tales como migracidon, permeabilidad vascular,

supervivencia y proliferacion. Modificado de Takahashi y Shibuya, 2005.

Estudios realizados con ratones a los cuales se les ha silenciado el
gen del VEGFR-1 o del VEGFR-2 han demostrado que ambos receptores son

imprescindibles para la formacién vascular del embrién (Fong y col. 1995;
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Shalaby y col. 1995). En el organismo adulto, la uniéon del VEGF a uno u
otro receptor da lugar a respuestas diferentes; mientras que la mayoria de
las respuestas funcionales del VEGF, especialmente en células endoteliales,
son mediadas por el VEGFR-2. Al igual que para los receptores, VEGFR-1 y
VEGFR-2, estudios en ratones modificados genéticamente en los cuales se
ha silenciado el gen de NRP-1 han demostrado que el mismo es un
regulador esencial en la formaciéon de la estructura vascular embrionaria
(Kitsukawa y col. 1997).

3.3- Regulacién de la expresion de VEGF

Un analisis bioinformatico de la regiéon 5° promotora del gen de VEGF
humano reveld un gran nimero de potenciales elementos reguladores. Se
identificaron sitios de union para la proteina especifica 1 (Sp1), factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1), traductor de sefal y activador de
transcripcién 3 (Stat-3), proteina activadora 1 (AP-1), AP-2, y otros,
revelando la complejidad de la regulacién transcripcional del VEGF (Figura
10) (Xie y col. 2004).

S22Td =181 -1012 -788 -1 -2ET -109 2e +1
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| Bart $apz [Epr1 [JERE (QHIF-1L [ NF-1  §Smad [0 5p1 @ Statd

Figura 10: Estructura del promotor del VEGF. Principales factores de transcripcion
reconociendo elementos dentro del promotor del gen de VEGF humano. El sitio de
inicio de la transcripcion esta indicado como +1. AP: proteina activadora; Egr-1:
factor de respuesta de crecimiento temprana-1, ERE: elemento respuesta a
estrogeno; HIF-1: factor inducible por hipoxia 1, NF-1: factor nuclear-1, Smad:
homologo al MAD en la Drosophila (del inglés: mothers against decapentaplegic),
SP1: proteina especifica 1, Stat3: traductor de sefial y activador de transcripcion 3.
Modificado de Xie y col. 2004.

Spl es un factor de transcripcidn que presenta conformaciéon de

dedos de zinc y ha sido implicado en la regulacién de la expresion de varios

genes involucrados en la diferenciacién celular. La region dedos de zinc se
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une a regiones regulatorias GC (Guanina-Citosina) o GT (Guanina-Timina)
presentes en los promotores de un gran numero de genes blanco (Thomas y
col. 2007). En el gen VEGF se han identificado posibles sitios de uniéon a SP1
en cercanias del inicio de la transcripcion. Muchos estudios in vitro han
demostrado que esta region rica en GC juega un importante rol tanto en el
control de la expresion basal del VEGF como en la induccién mediada por
numerosos factores (Finkenzeller y col. 1997, Gille y col. 1997, Salimath y
col. 2000). La mutacién de alguno de estos sitios puede resultar en una
disminucién o eliminacion de la actividad promotora del gen. La hipoxia es
también un importante regulador de la expresion del VEGF tanto in vitro
como in vivo (Ferrara 1999, Marti y Risau, 1998). En condiciones de baja
tensién de oxigeno, HIF-1 activa la transcripcion del gen del VEGF
uniéndose a un elemento de respuesta a hipoxia localizado en la regién 5’
promotora del gen. Stat3 es otro factor que se puede unir directamente al
promotor del VEGF in vivo e inducir la transcripcién (Xie y col. 2004). Es asi
como modificaciones genéticas que afecten la expresién de cualquiera de
estas proteinas reguladoras (HIF-1, SP1, etc) modulan indirectamente la
expresion del VEGF. Por ejemplo, el silenciamiento de la expresion de HIF-1

disminuiria la transcripcion del VEGF.

La regulacion de la transcripcién del VEGF se ha estudiado utilizando
en gran medida la regidn promotora del gen humano. En este sentido la
mayoria de los estudios realizados in vitro utilizando lineas celulares de rata
usan construcciones obtenidas a partir de secuencias derivadas del gen
humano del VEGF (Chau y col. 2002). En los ultimos afios se han
comenzado a realizar algunos experimentos que permiten conocer como es
la regulacion transcripcional del gen del VEGF en la rata. Es ampliamente
conocido que el E, rapidamente induce la expresion del VEGF en el Utero de
la rata y este efecto se da a nivel transcripcional (Cullinan Bove y Koos
1993, Rockwell y col. 2002). Recientemente, Kazi y col. (2005) utilizando
una técnica de inmunoprecipitacion de cromatina, identificaron algunos
factores de transcripcidn que interactian con el promotor del VEGF en el
Utero de la rata en respuesta al E,. El tratamiento con E, promovid el
reclutamiento de factores reguladores de la transcripcién tales como SP-1,

RE y p300, a una region proximal del promotor rica en GC. También
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identificaron que el E, indujo el reclutamiento de HIF-1 a la region
promotora del VEGF que contiene un elemento de respuesta a hipoxia,
indicando que el HIF-1 es ademas un importante mediador de la respuesta
del VEGF al E,.

A pesar de que se han reconocido multiples factores capaces de
modificar la expresion del VEGF (leucocitos, citoquinas, hormonas, etc.)
muy poco es lo que se sabe acerca del mecanismo molecular que controla

su expresion en roedores.

4- Receptores de hormonas esteroides

Los esteroides ovaricos son reguladores claves del crecimiento,
diferenciacion y funciones fisioldgicas de muchos tejidos, incluyendo el
tracto reproductor. Los esteroides ejercen sus efectos bioldgicos por unién a
sus receptores especificos. Estos forman parte de la superfamilia de
receptores nucleares, los cuales son factores de transcripcién activados por
ligando que actian normalmente por unién a secuencias especificas del ADN
llamadas elementos de respuesta hormonal (HRE) (Beato y Sanchez-
Pacheco, 1996) regulando asi la expresion de numerosos y bioldgicamente

importantes genes blancos.

Estructuralmente los receptores nucleares han sido divididos en
varios dominios (Figura 11). Todos los receptores nucleares tienen una
region animo terminal de longitud variable (100 - 500 aminoacidos) que
usualmente contiene una funcién de activacién (AF-1) que contribuye a la
actividad transcripcional del receptor y es independiente del ligando.
Adyacente, se encuentra el dominio de uniéon al ADN que es la zona mas
conservada entre los distintos receptores. Este dominio posee un motivo de
dos dedos de zinc coordinados por ocho residuos de cisteina estrictamente
conservados. A continuacién se localiza el dominio de uniéon a hormona
cerca del extremo carboxilo terminal y contiene una funcion de
transactivacion 2 (AF-2), dependiente de la presencia del ligando. En
algunos casos los dominios de unién a hormona funcionan como dominio de

represion en ausencia de ligando (Lodish y col. 2000).
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Figura 11: Representacion esquematica de la familia de receptores nucleares. Se
destacan los dominios que componen las proteinas. Modificado de Lodish y col.
Nuclear Receptor Response Elements en Molecular Cell Biology. Ed. Freeman y Co.
New York, 2000.

4.1- Receptores para Eg y Pg

La presencia de receptores de union para Eg en el Utero fue descripta
en la década del 60 por trabajos de Jensen y Gorski y sus colaboradores
(Jensen y Jacobsen 1962, Toft y Gorski 1966). Durante afnos se creyd que
sOlo existia un tipo de receptor en el nucleo de la célula blanco, sin embargo
en 1996, se descubre un segundo mediador de los efectos fisioldgicos del E,
que fue llamado receptor de estrégeno beta (REB), y se definié al clasico
receptor como RE alfa (REa) (Kuiper y col. 1996). Estos receptores son
proteinas diferentes codificadas por genes que estan localizados en distintos
cromosomas (Kuiper y col. 1996). Ambos subtipos poseen los dominios ya
definidos y tienen una alta afinidad a la hormona, pero su expresion es
diferencialmente regulada (Kuiper y col. 1997). El analisis molecular de
ambos receptores reveld que presentan un 95% y un 55% de homologia en
el dominio de uniébn a ADN y en el dominio de unién a ligando,

respectivamente (Kuiper y col. 1997).

En general el mecanismo de accién de ambos RE se cree que es
similar. En ausencia de hormona, el receptor es secuestrado en un complejo
multiproteico en el citoplasma de las células. La unidn del ligando induce un

cambio conformacional dentro del receptor, promoviendo la dimerizacién del
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mismo, su migracion al nucleo y la unién de alta afinidad a elementos de
respuesta a estrégenos (ERE) localizados en la regién promotora de los
genes sensibles (Figura 12). Ademas, el REa puede formar heterodimeros
con REP en las células que co-expresan ambos receptores. Por lo tanto, los
RE tienen la habilidad de interactuar con los genes blancos formando tres
complejos diferentes: homodimeros de REa, homodimeros de REB vy
heterodimeros REa/REB (Couse y Korach, 1999; Pavao y Traish, 2001).

Dominio de unidn "
a hormona —— Hormona

// NUCLEO \

]~

%) Transcripcion

\ * ARNm / Respuesta
/ : Traduccién

QEguladores %— /

Figura 12: Modelo hipotético del mecanismo gendmico de accion del RE. El RE se
encuentra unido a un complejo de proteinas de shock térmico (Hsp) en ausencia de
ligando. Cuando esta presente la hormona, ésta se une al RE y se disocia de las
Hsp, permitiendo que el RE actle como factor de transcripcion mediando sus

respuestas.

Los receptores que especificamente unen Pg fueron inicialmente
caracterizados en el Utero de mamiferos en 1970 (Milgrom y Baulieu, 1970).
En este caso un Unico gen codifica para RP y puede producir 9 diferentes
transcriptos mediante mecanismos de empalme diferenciales de su ARNm.
Sin embargo, se han reportado 4 isoformas proteicas en varias especies,
siendo 2 de ellas las mas encontradas: RP-A (81-83 kDa) y RP-B (116-120
kDa) (Funk y DeMayo, 1999). Estas isoformas se originan como
consecuencia de la activacion de diferentes promotores que presentan
diferentes sitios de inicio de la transcripcién. RP-A es una isoforma

naturalmente truncada de RP-B y funciona como un transactivador en
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algunas células en las que actua como homodimero, y como represor de RP-

B cuando ambas isoformas estan presentes (Graham y Clarke 1997).

4.2- Coreguladores

Funcionalmente, la actividad de los receptores nucleares depende de
una gran variedad de factores celulares que no se unen al ADN
directamente pero son reclutados por ellos a las regiones promotoras de los
genes blancos modulando las actividades transcripcionales o bioldgicas
mediadas por los receptores. Estas proteinas son denominadas
colectivamente coreguladores. Dependiendo del efecto de |los
coreguladores sobre el resultado de la expresidon génica, ellos pueden ser
divididos en coactivadores que promueven la activacion de la transcripcion
mediada por receptores nucleares y corepresores que disminuyen la

expresion de genes dependientes de receptores nucleares (Wu y col. 2005).

De acuerdo al modelo clasico de accién de los receptores nucleares,
descripto en la figura 12, estos se unen a secuencias especificas del ADN
(HRE) e interaccionan con el aparato de transcripcion general para regular
positiva o negativamente la transcripcion de genes (Hall y McDonnell 2005).
Ademads, de la uniéon del complejo hormona-receptor a los HRE se ha
reportado la induccién de genes mediadas por la asociacion de dicho
complejo a otras regiones regulatorias (no HRE, por ejemplo regiones ricas
en CG) dentro de los genes blanco. Especificamente, la expresién mediada
por el REa del gen del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) y de
colagenasa es mediada a través de la interaccion del receptor con otros
factores de transcripcion, c-Jun y c-Fos, en sitios de union AP-1 (Kushner y
col. 2000), mientras que varios genes conteniendo secuencias promotoras
ricas en GC, tales como el VEGF, pueden ser activadas a través de los
complejos ERa-Sp1 (Kazi y col. 2005). Estas interacciones proteina-proteina
entre los coreguladores y los receptores nucleares resultan en un modo

complejo y combinable de regulacién de la transcripcién (Privalsky 2004).

4.2.1- Coactivadores
Los coactivadores son moléculas reclutadas por los receptores

nucleares activados por la unién del ligando y que llevan a un aumento en
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la expresion de genes sensibles. Experimentos iniciales realizados en
levaduras por Ptashne y Gann (1990) presentaron a los coactivadores como
“adaptadores transcripcionales”. Estos adaptadores fueron predichos para
proveer un puente entre los factores de transcripcién unidos al ADN vy la
maquinaria de transcripcion general. Actualmente, este simple escenario de
la accion de los coactivadores ha cambiado notoriamente (Lonard y O’Malley
2006). Se prevé que los coactivadores tienen otras actividades sumadas a
la de control del inicio de la transcripcidn, tales como transporte del ARNm
desde el nucleo, traduccién del ARNm y modificaciones post-traduccionales
de la proteina sintetizada, lo cual refleja el hecho que ellos no actuan solos
sino como parte de un complejo multiproteico (Lonard y O’Malley 2006).
Esta entidad de multiples subunidades, conteniendo actividades enzimaticas
individuales, representa una maquina compleja que es capaz de concentrar
y unir diversas enzimas y procesos, que ellos regulan, juntos en un lugar.
En este sentido, el complejo coactivador ejecuta el programa final que es
“un gen particular expresado como una proteina funcional madura” (Lonard
y O’Malley 2006).

EL primer coactivador fue clonado en 1995 por Ofate y col., al que
denominaron coactivador de receptores esteroides (SRC, del inglés: Steroid
Receptor Coactivator -1). Ellos observaron que su interaccion con el RP o el
RE era promovida por agonistas e inhibida por antagonistas. La capacidad
de los diferentes ligando del RE (y, en general, de los receptores nucleares)
para actuar como agonista o antagonista, depende en gran medida de su
habilidad para inducir cambios conformacionales en el dominio de unién a
ligando y modular adecuadamente el reclutamiento de coreguladores. La
presencia de agonistas, determinan que la a-hélice 12 (anfipatica), que
forma parte del dominio de unién a ligando y del AF-2 de los receptores, se
pliegue de manera tal que origina una superficie hidrofébica, que favorece
el acoplamiento de diversos coactivadores transcripcionales (Kressler y col.
2007). La posicién de la hélice 12 es diferente cuando el receptor se
encuentra unido a un antagonista o cuando no hay interacciéon con ningun
ligando, adquiriendo el receptor, una conformacién que impide Ila
interaccion con los coactivadores y en su lugar se sugiere que esta diferente

conformacion favoreceria el reclutamiento de corepresores. Por lo tanto se
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propone que la hélice 12 es un importante regulador en el reclutamiento de

coactivadores (Hall y McDonnell 2005).

Las regiones dentro de los coactivadores, interactuando con los
Heery y col. (1997)
la familia de SRC

receptores nucleares han sido caracterizadas.
identificaron un motivo dentro de los miembros de
llamado box NR (del inglés: Nuclear Receptor) representado por el siguiente
motivo: LLxxL (donde L es leucina y x es cualquier aminoacido), el cual es
suficiente y necesario para la unién del coactivador al receptor activado.
Ademas de los miembros de la familia SRC que aumentan la actividad de los
receptores por interaccion con el dominio de uniéon a ligando, se han
descubierto coactivadores que interactian con el dominio AF-1 de los
receptores o con factores que aumentan indirectamente la actividad de los
receptores a través de su habilidad para interactuar con los coactivadores

de la familia de SRC (Tabla 2) (Hall y McDonnell, 2005).

Tabla 2: Coactivadores de la actividad del RE

Cofactor Nombre Sitio de interaccioén Funcién
(variants) con el RE
SRC-1 Coactivador de AF-2, a través de Acetil-
(NCoA-1) receptor esteroide -1 motivos LXXLL transferasa de
histonas
SRC-2 Coactivador de AF-2, a través de Acetil-
(GRIP1, TIF-2, receptor esteroide -2 motivos LXXLL transferasa de
NCoA-2) histonas
SRC-3 Coactivador de AF-2, a través de Acetil-
(AIB1, ACTR, receptor esteroide -3 motivos LXXLL transferasa de
p/CIP, RAC3, histonas
TRAM-1, NCoA-3)
CBP/p300 Proteina de unién al AF-2, a través de Acetil-
CREB (proteina de motivos LXXLL transferasa de
union al elemento de histonas
respuesta al AMP
ciclico)
TRAP220, Proteina (de 220kDa) AF-2, a través de
TRAP/DRIP activadora del motivos LXXLL
(PBP) receptor de hormona
tiroides
SRA Activador de AF-1 Splicing
receptores esteroides
p68 Helicasa de ARN p68 AF-1 Helicasa de ARN
CARM 1 Proteina AF-2, indirectamente | Metiltransferasa
metiltransferasa a través de la de histonas
asociacién con SRC (arginina)

Tomado de Hall y McDonnell, 2005

36




Introduccion

Como puede deducirse de la tabla anterior, los principales
mecanismos de accion de los coactivadores son:

a) modificadores covalentes de histonas: varios coactivadores poseen
actividad acetil o metiltransferasa. La acetilacion o metilacion de las
histonas modifican las interacciones entre los nucleosomas y el ADN,
permitiendo que la maquinaria de transcripcidon acceda en forma eficiente a
la region promotora de los genes, facilitando su transcripcion.

b) complejos de remodelacion de la cromatina dependiente de ATP:
tales como Swi/Snf, que alteran la estructura de mayor orden y la posicién
de los nucleosomas.

c) componentes del complejo mediador: TRAP/DRIP que interactuan
con la maquinaria de transcripcidn general para ayudar en el ensamblaje de

la maquinaria de preiniciacion.

Un modelo general de interaccién de coreguladores con el ERa es

presentado en la siguiente figura:

Hormona

CBP/p300
Coactivadores " : PCAF

Actividad

Receptor 7 AF-2 acetilasa
de histonas

\ AF-1
4

Figura 13: Reclutamiento de coactivadores por el receptor nuclear. Cuando esta
presente la hormona el receptor recluta coactivadores. El complejo receptor-
coactivador activa acetiltransferasas de histonas. Las histonas acetiladas se
disocian de la cromatina y permitan que el complejo de la maquinaria de
transcripcion basal se una al ADN vy active la transcripcion de genes. Modificado de

Gene Regulation and chromatin modification. www.sigma-aldrich.com/cellsignaling

4.2.1- Corepresores
Aunque existen menos corepresores de receptores nucleares, estas

moléculas cumplen un rol importante en la expresidon de genes dependiente
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de receptores regulados negativamente. El receptor de acido retinoico (RAR)
y el de hormonas tiroideas (RT) reprimen la transcripcidn basal en ausencia
de sus ligandos, y esta funcidn es mediada por al menos dos proteinas
nucleares: el corepresor de receptores nucleares (NCoR) y el mediador del
silenciamiento para los receptores de hormonas retinoicas y tiroideas (SMRT)
(Tabla 3) (Smith y O’Malley, 2004). Los corepresores se unen a los
receptores a través de cajas CoRNR, los cudles consisten en motivos
LxxxI/HIxxxI/L (Perissi y col. 1999). En general, los receptores de
esteroides tales como RE, RP, receptor de androgeno y receptor de
glucocorticoides interactian con los corepresores en presencia de sus
antagonistas respectivos. Por ejemplo, 4 hidroxitamoxifeno y raloxifeno han
sido usados para reclutar NCoR y SMRT sobre ciertos promotores de genes
blanco del RE (Smith y O'Malley, 2004). La existencia de corepresores que
moderen la actividad agonista provee un mecanismo adicional en el ajuste
de la expresién de genes blancos, atenuando el producto fisiolégico en
situaciones donde hay niveles cronicamente elevados de hormona (Hall y
McDonnelly, 2005)
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Tabla 3: Corepresores del RE

Cofactor Nombre Sitio de Funcion
interaccion
con el RE
NCoR Corepresor de AF-2, a través Desacetilasa de histonas
receptores nucleares de motivos
CoRNR
SMRT Mediador del AF-2, a través Desacetilasa de histonas
silenciamiento para de motivos
los receptores de CoRNR
acido retinoico y
tiroides
RIP140 | Proteina (de 140 kDa) | AF-2, a través

Compite con coactivadores,

de interaccién con de motivos asociado con desacetilasas
receptores LXXLL de histonas
REA Represor de la Indirecta Interfiere con el acceso de
actividad del RE SRC-1 al RE
RTA Represor de la AF-1 Interfiere con el acceso de
actividad SRC-1 al RE, se une al ARN
transcripcional del
tamoxifeno
MTA1ls Proteina asociada a AF-1, dominio Secuestro del RE en el
metastasis 1 (forma de unién a citoplasma
corta) ADN, AF-2
BRCA1 | Proteina supresora de AF-2 Interaccion con proteina de
tumores asociada ala interaccién con
cancer de mama -1 CtBP(proteina de unién c-
terminal). Presente en el
complejo de la ARN
polimerasa II
SAFB1 Factor de unioén a la Dominio de Se une al dominio carboxilo
matriz B1 union a ADN terminal de la ARN
polimerasa II
SHP Receptor nuclear AF-2 Interferencia con la unién al
huérfano ADN, competencia con
coactivadores
TR2 Receptor nuclear Dominio de Inhibe la dimerizacién del RE
huérfano unién a ADN,
AF-2

Tomado de Dobrzycka y col. 2003, y Hall y McDonnell 2005

En su mayoria, los corepresores descriptos actlan sobre casi todos

los receptores nucleares, sin embargo recientemente se ha descripto un

corepresor especifico del RE, denominado represor de la actividad de RE

(REA) el cual actua interfiriendo con el acceso del coactivador SRC-1 al
receptor (Martini y col. 2000).

Los corepresores regulan la actividad del receptor a través de una

variedad de mecanismos que incluyen (Figura 14):
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a) remodelacion de la cromatina: reclutando diferentes complejos de
proteinas con actividad desacetilasa de histonas (HDAC)

b) interaccién con la maquinaria de transcripcién basal

c) competicidon con los coactivadores por la union a los receptores

d) interferencia con la dimerizacién del receptor y con la unién al ADN

e) secuestro del receptor en el citoplasma

f) modificacion del procesamiento del ARN.
La mayoria de los corepresores pueden controlar la actividad de los
receptores por mas de un mecanismo y es posible que la sinergia entre
diferentes mecanismos cooperen en la inhibicion de la actividad

transcripcional (Dobrzycka y col. 2003).

Citopiasma Nutcleo Remodelacion de la cromatina

@%E X\

Secuestro del
receptor

Competencia con CoA

@
e 7
o Mo

ERE

Inhibicién de la dimerizacion
del receptor y la unién al ADN

RE ﬁéE
.};-;‘. ?é

ol 'il-_'_-"" Myl ':'I':_-'.-.l'

ERE

! ¥

Figura 14: Mecanismo de accion de corepresores de RE. Un corepresor pueden
utilizar mas de un mecanismo y otros nuevos mecanismos pueden ser descubiertos.
CoR: corepresor, CoA: coactivador, MRR: motivo de reconocimiento del ARN, MTB:
magquinaria de transcripcién basal, ARN pol 11: ARN polimerasa II, NURD:

desacetilacion de histonas y remodelacién de nucleosomas.

Esta claro que la actividad transcripcional de los RE y RP es regulada
por una variedad de proteinas celulares. Inclusive, muchos coreguladores

parecen ser expresados en una manera dependiente de tejido y ser
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regulados por hormonas (Molenda y col. 2003). Esta compleja red de
coactivadores y corepresores provee un control sensible y equilibrado de la

expresion de genes blanco.

5- Efectos de perturbadores endocrinos sobre la angiogénesis del
utero

La diferenciacién perinatal del tracto genital de los mamiferos ocurre
siguiendo una compleja serie de interacciones entre los receptores
hormonales clasicos y las moléculas de sefializacién que en ultima instancia
programan a las células blanco para responder apropiadamente al medio
hormonal mas tarde en la vida. El organismo en desarrollo es sensible a las
perturbaciones por quimicos con actividad enddcrina, los cuales pueden
resultar en una respuesta hormonal anormal afectandose varios procesos

fisioldgicos.

En los ultimos afos se ha alcanzado un consentimiento global en
relacién a los efectos adversos que resultan de la exposicion a quimicos que
poseen actividad hormonal y pueden interferir con el sistema endocrino. Se
ha sugerido como hipdtesis que determinados efectos adversos sobre la
salud humana y de poblaciones animales, como el incremento de algunas
neoplasias, malformaciones y disfunciones reproductivas, algunas formas de
neurotoxicidad o el fracaso de la respuesta inmune, podrian deberse a la
exposicion a este tipo de sustancias llamadas perturbadores endocrinos
(PE). Los PE son sustancias quimicas, exdgenas al organismo animal o
humano que tienen actividad hormonal o antihormonal y que, actuando
como agonistas o antagonistas, pueden alterar la homeostasis del sistema
endocrino (Colborn y col. 1992, Olea y col. 2002). Estos compuestos no
poseen una estructura quimica similar a las hormonas esteroides naturales,
pero sin embargo han demostrado tener una potente actividad estrogénica
(xenoestrégenos) y antiandrogénica en ensayos in vitro (National
Research Council 1999).

La capacidad de estos compuestos de interactuar con los receptores
para hormonas esteroides in vivo, ha alertado sobre la posibilidad de que

estas sustancias interfieran negativamente en la homeostasis endocrina del
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organismo (National Research Council 1999). Los xenoestrégenos se unen
débilmente a los RE alterando su capacidad de activar la transcripcidon de
genes dependientes de Eg (Sonnenschein y Soto 1998, Burow y col. 1999).
Basicamente, estos quimicos pueden ejercer sus efectos a través de

diferentes mecanismos (http://e.hormone.tulane.edu/learning):

- Pueden imitar la actividad bioldgica de la hormona uniéndose a los
receptores celulares, conduciendo a una respuesta innecesaria, en un
tiempo quizas erréneo o en una medida excesiva

- Pueden unirse a los receptores pero no activarlo, lo cual evitaria la
union de la hormona natural

- Se pueden unir a proteinas transportadoras en la sangre, alterando
la cantidad de hormona natural presente en la circulacion

- Pueden interferir con los procesos metabdlicos en el cuerpo,

afectando la sintesis o la degradacién de la hormona natural

5.1- Dietilstilbestrol

El dietilstilbestrol (DES) es un potente Eg sintético y representativo
de esta clase de quimicos con actividad estrogénica. El DES fue
ampliamente utilizado en mujeres embarazadas durante los afios 1950 y
1960 administrandose para evitar abortos espontaneos y complicaciones del
embarazo. Los Centros para el control y prevencion de enfermedades de los
Estados Unidos calculan que, durante este tiempo, hasta 10 millones de
mujeres estadounidenses tomaron DES durante el embarazo. En 1971, se
pidié a los médicos que dejaran de recetar DES porque se relacionaba con
una forma inusual de cancer vaginal y de cuello uterino, el adenocarcinoma
de células claras, en las hijas de las mujeres que habian tomado DES

durante el embarazo (http://www.cdc.gov/des, Herbst y col. 1971).

Ademads del aumento en el riesgo de adenocarcinoma de células claras,
también aumenta su riesgo de defectos del tracto reproductor, como Utero
en forma de T, infertilidad y complicaciones del embarazo, como embarazo
ectopico y parto prematuro. También se ha sugerido que las mujeres
expuestas prenatalmente a DES tienen mayor riesgo de cancer de mama,

gue sus madres, después de los 40 ainos (Palmer y col. 2006). Aunque en la
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actualidad el DES no se prescribe durante el embarazo, es usado
experimentalmente como control positivo de la accién xenoestrogénica para
investigar el efecto de Eg ambientales, especialmente cuando la exposicion

se realiza durante etapas criticas del desarrollo.

En crias hembras de ratones tratadas con DES durante los primeros 5
dias de vida, mas del 90% desarrollé adenocarcinoma uterino a los 18
meses de edad. Se ha propuesto que el mecanismo por el cual la exposicidon
neonatal a DES causa anormalidades permanentes en el tracto reproductivo
involucra vias tanto epigenéticas como dependientes de Eg. La exposicion a
DES alterd la expresidon de genes relacionados con el crecimiento y
diferenciacion del tracto reproductivo, tales como genes homeodticos (Hox),
morfogenes (Wnt) (Ma y col. 1998, Sassoon 1999) y genes involucrados en
el control del ciclo celular (ciclina D1) (Newbold y col. 2007). Estas
alteraciones persistieron en animales adultos, mucho tiempo después de

finalizada la exposicién a DES (Block y col. 2000).

Otros estudios en animales han sugerido que el DES influencia
adversamente el proceso de angiogénesis en el Utero como asi también en
el ovario, perturbando el desarrollo folicular y la vascularizacién durante la
implantacién y formaciéon de la placenta (Dubey y col. 2000). La
administracion exdégena de DES estimuld la expresién de la proteina de
VEGF en el ovario de la rata en una manera tiempo-dependiente, siendo
significativamente aumentada a las 24 y 48 horas después del tratamiento
(Danforth y col. 2003). Estudios in vitro han demostrado que el DES indujo
significativamente la transcripcién del VEGF tanto en células GI-101A y HL-
60 (Ramakrishnan y col. 2000). Esta gran susceptibilidad a la exposicién a
Eg alerta sobre los posibles efectos de sustancias con actividad hormonal en

determinados periodos del desarrollo fetal y postnatal.

5.2- Bisfenol-A

Bisfenol-A  (BPA, di-(p-hidroxifenil) dimetilmetano) es otro
perturbador endocrino que estd recibiendo marcada atencidon debido a su
alto potencial para causar efectos adversos sobre la salud humana. Es un

compuesto sintetizado por primera vez en 1891 cuya actividad estrogénica
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fue descripta 45 afilos mas tarde en ratas ovariectomizadas, por Dodds vy
Lawson (1936). Sin embargo, su uso no fue muy difundido hasta
descubrirse su capacidad de polimerizacién para generar policarbonatos
plasticos. Lamentablemente, el enlace éster que une a los mondmeros de
BPA entre si para formar el polimero no es estable y en consecuencia, el
polimero se debilita con el tiempo, liberando BPA al material con el que se
encuentra en contacto. El calentamiento y el contacto con compuestos
acidos o alcalinos, acelera la hidrdlisis del enlace éster. En la actualidad el
BPA se encuentra ampliamente utilizado en la produccién de productos de
policarbonato, resinas epoxi y otros plasticos que incluyen polisulfonas,
alquilfenoles, poliéster-estirenos y ciertas resinas de estireno. Ademas de la
industria del plastico, el BPA se ha utilizado en la formulaciéon de pesticidas
(fungicidas), antioxidantes, gomas y estabilizantes (cloruros de polivinilos)
(Takahashi y Oishi 2000, vom Saal y Hughes 2005). Su amplio uso crea una
fuente de exposicion incalculable debido a que se encuentra presente en
selladores dentales, recubriendo el interior de latas de conserva, recipientes
plasticos para alimentos y bebidas, mamaderas, utensilios para usos en
horno microondas. Otras exposiciones resultan del uso de BPA en laminas
films, tuberias reforzadas, filtros de agua, esmaltes y barnices, adhesivos,
dentaduras artificiales, discos compactos, aislantes eléctricos, repuestos de

automoviles, electrodomésticos (Takahashi y Oishi 2000).

Una evidencia consistente de la exposicion a BPA se mostré en un
estudio realizado por Calafat y col. (2005), en el cual el 95% de las
muestras de orina de 394 personas de Estados Unidos analizadas por el
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Atlanta, EE.UU.), poseian
niveles detectables de BPA (entre 0,4 y 8 ppb). Estos valores concuerdan
con los observados en otros paises. Si se tiene en cuenta que la tasa de
metabolizacion de BPA es rapida (Volkel y col. 2002), estos datos sugieren
que la exposicion humana a cantidades significativas de BPA debe ser
continua y proveniente de multiples vias. Se estima que la dosis ingerida de
BPA via oral en humanos es de: a) 6,3 pg/dia a través del consumo de
alimentos provenientes de latas de conserva (Howe y Borodinsky, 1998), b)
aproximadamente 0,75 ug/dia por ingerir bebidas contenidas en envases

plasticos (Brotons y col. 1995), y c) 90-931 jg/dia seria la exposicidén
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estimada dentro de la primer hora de colocado un sellador dental (Olea y
col. 1996).

En roedores prefiados expuestos a BPA se observd que la absorcion y
distribucién del xenoestrégeno en drganos de la madre es muy rapida vy,
ademas, la presencia de BPA en los fetos demuestra que la placenta no
actla como una barrera para éste compuesto (Takahashi y Oishi 2000).
También se ha encontrado BPA en fluido folicular y amniético, y en suero
fetal durante la prefiez (Zalko y col. 2003). El BPA indujo alteraciones en los
ciclos estrales, niveles plasmaticos de hormona luteinizante, e incremento
del peso corporal en ratas expuestas perinatalmente a este compuesto
(Rubin y col. 2001). En ratones se observé adelantamiento de la pubertad
(Howdeshell y col. 1999, Honma y col. 2002). Se ha demostrado que el BPA
rapidamente estimularia la expresion del ARNm de las variantes de
empalme del VEGF en tejidos de rata de respuesta clasica de Eg, siendo la
respuesta primaria del Utero, la vagina y la hipdfisis a BPA una rapida
induccién de la expresion del VEGF (Long y col. 2001).

Otros estudios in vivo han establecido que el BPA puede inducir
alteraciones en las funciones reproductivas (vom Saal y Hughes 2005, vom
Saal y Welshons 2006, Maffini y col. 2006). En nuestro laboratorio, usando
diferentes modelos animales, hemos evaluado los efectos reproductivos de
la exposicion perinatal a BPA mostrando desarrollo anormal de la glandula
prostatica, mama y Utero en roedores (Ramos y col. 2001, Ramos y col.
2003, Mufioz-de-Toro y col. 2005, Durando y col. 2007, Varayoud y col.
enviado) y efectos de reversion sexual en el cocodrilo silvestre Caiman
latirostris (Stoker y col. 2003). Otros estudios, utilizando modelos de
exposicion prenatal a BPA, demostraron que roedores hembras presentaban
(durante el estro) cambios morfoldgicos y en la expresion de receptores
hormonales (REa y REB) en los compartimientos epitelial y/o estromal del
Utero (Schonfelder y col. 2004, Markey y col. 2005). Recientemente, hemos
demostrado que ratas expuestas a BPA durante los primeros dias de vida
tienen alterada la expresion de REa y RP en el Utero y presentan una
significativa disminucién en la expresion de genes Hox (Hoxal0O y Hoxall).

En la etapa adulta, estos mismos animales mostraron alteraciones en la
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respuesta uterina frente a un tratamiento hormonal exégeno con esteroides

ovaricos (Varayoud y col. enviado).

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en esta introduccidn
al trabajo de tesis, deducimos que el compartimiento vascular y uno de sus
principales moduladores, el VEGF, poseen una significativa participacion en
la fisiologia del tracto reproductivo. Por lo tanto, creemos que conocer
diversos aspectos de la generacién de vasos nuevos en el cérvix uterino
durante la gestacién ayudaria a mejorar el conocimiento de las
adaptaciones maternas durante la prefez y al desarrollo de terapias que

permitan un parto normal y una descendencia saludable.

Ademas, debido a que el avance cientifico y biotecnoldgico a llevado a
la utilizacién (y por lo tanto exposicién) cada vez mayor de sustancias con
actividad de perturbador endocrino con preocupantes consecuencias sobre
la capacidad reproductiva, creemos que también es de real importancia el
estudio de la exposicion neonatal a xenoestréogenos durante periodos
criticos de la organogénesis y diferenciacion uterina que pueden modificar el
microambiente tisular alterando la respuesta a hormonas del
compartimiento vascular y mas especificamente, la expresion del VEGF, en
momentos claves, como ser en el periodo preimplantatorio en el Gtero. Los
resultados a obtener aportarian evidencias necesarias para el desarrollo e
implementacion de politicas de prevencidon que eviten los efectos adversos

sobre la salud.
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Objetivos

Objetivo General: Evaluar en el cérvix y utero de la rata durante la
gestacion el proceso de angiogénesis y los posibles mecanismos
involucrados en su regulacién. Investigar la repercusion de la exposicion
neonatal a sustancias xenoestrogénicas sobre el desarrollo del
compartimiento vascular uterino y su potencial influencia en la eficiencia

reproductiva.

Objetivos Particulares:

1. En el cérvix uterino de ratas prenadas intactas evaluar cualitativa vy
cuantitativamente parametros que caracterizan la  angiogénesis
(proliferacion endotelial, densidad y maduracidon vascular y expresion del

factor de crecimiento de endotelio vascular).

2. Evaluar la participacién de células inmunes en el proceso de angiogénesis:
a) determinando la densidad de mastocitos y macréfagos en el cérvix
uterino durante el ciclo estral, gestacién y postparto.

b) investigando la funcidén de los mastocitos en el proceso de angiogénesis

cervical durante la gestacion.

3. Evaluar si la exposicion neonatal a estrogenos ambientales, tales como
bisfenol A y dietilstilbestrol:

a) modifican los parametros relacionados con la angiogénesis uterina en la
vida adulta.

b) afectan algunos parametros relacionados con la eficiencia reproductiva:
numero de cuerpos lGteos, sitios de implantacion, pérdidas pre- y post-

implantatorias.
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Materiales y métodos

1- Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar pertenecientes al
bioterio del Laboratorio de Endocrinologia y Tumores
Hormonodependientes, de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional del Litoral. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones reguladas de temperatura (22 + 2 °C) y con fotoperiodo de 14
hs de luz (6:00 - 20:00 hs) y 10 hs de oscuridad. Se les permitié libre
acceso al agua y al alimento balanceado en forma de pellets (Alimentos
Cooperacién, Rafaela, Santa Fe). Todos los animales utilizados fueron
manipulados de acuerdo a la Guia de Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias (USA).

2- Obtencién de las muestras

2.1- Momentos seleccionados

a) Durante el ciclo estral

La identificacién de las distintas fases del ciclo estral se realizé
mediante la obtencion diaria de extendidos vaginales (Montes y Luque,
1988); seleccionando para el trabajo experimental los animales que
presentaron 3 o mas ciclos estrales consecutivos regulares de 4 o 5 dias.
Los momentos del ciclo estral estudiados fueron las fases del estro y diestro
I, considerados como dos situaciones fisiolégicas sometidas a diferente

estimulo hormonal (Smith y col. 1975).

b) Durante la prefiez

Para la obtencion de animales prefiados se alojé a la hembra en la
jaula del macho y se observé su comportamiento. Si la hembra presentaba
conducta receptiva, evidenciada por el reflejo de lordosis, se la dejaba toda
la noche con el macho. A la mafana siguiente se procedia a hacer
extendidos vaginales y la presencia de espermatozoides confirmaba la
prefiez del animal. Este dia se considerd como el dia 1 (D1) de la gestacion.
En nuestra colonia la gestacién tiene una duracién de 23 dias y el horario
aproximado de parto es entre las 12 y 14 hs. Los animales se sacrificaron a
las 10 hs en diferentes dias de la prefiez a partir de D5 hasta el dia del

parto (D23) inclusive.
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c) Durante el postparto

Con el objetivo de obtener muestras durante el postparto (PP), a un
grupo de animales prenados se los dejé completar la gestacidn y realizar el
parto. Las madres fueron mantenidas con sus crias hasta el sacrificio que se
realizd 24 o 48 hs posteriores al momento del parto (entre las 12-14 hs del
D24 y D25, respectivamente). Se utilizaron ratas que tuvieron 8 o mas crias

nacidas vivas y que no presentaron partos distdcicos.

2.2- Cirugias

2.2.1- Disecciones de cuernos y cérvix uterinos

Los animales se sacrificaron por decapitacién para evitar situaciones
de estrés y se recogid la sangre para la posterior obtenciéon de suero. Luego,
se colocaron en la tabla de diseccidn sujetandolos de sus extremidades, con
el abdomen hacia arriba. Se procedié a levantar la piel con pinza de punta
"diente de ratéon" a unos 1,5 cm del orificio vaginal y con la tijera de punta
roma se practicd una incision en angulo de 45 grados hacia los laterales
hasta la altura de las ultimas costillas, quedando expuestos los musculos
abdominales en los que se practicé la misma maniobra quirdrgica. De esta
manera quedd expuesta la cavidad abdominal. Con pinza anatdmica de
punta roma se separaron las asas intestinales y la grasa mesentérica hacia
un lado, visualizando el tracto genital (en el caso de animales prefiados
también se observaron los fetos dentro del Utero). Con tijera de punta fina

se procede a disecar los drganos que se desean estudiar (Figura 15)

Cuerno uterino
derecho: para histologia

Cuerno uterino
izquierdo: para
extraccion de ARN

]2

Cérvix uterino: para
histologia o extraccion de ARN

Figura 15: Fotografia representativa de las muestras disecadas: cérvix y cuernos

uterino.
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a) cérvix uterino: la muestra de cérvix se disecd en su totalidad, desde la
vagina hasta el comienzo de la bifurcacién de los cuernos uterinos (Figura
15)

b) cuernos uterinos: se disecaron ambos cuernos uterinos desde su
bifurcacion hasta la cercania con los ovarios. Uno de los cuernos uterinos se
lo destind para su procesamiento histoldogico mientras que el otro
rapidamente se congeld en nitrogeno liquido para posterior extraccion de
ARN (Figura 15).

2.2.2- Ovariectomias bilaterales

Antes de comenzar la cirugia se sumerge el instrumental en alcohol al
70% vy se prepara el hilo de sutura. Se anestesia el animal en cadmara de
éter y se lo coloca en la tabla de cirugia con el abdomen hacia abajo,
sujetandolo por sus extremidades. Durante el tiempo que dura la cirugia, la
anestesia es mantenida por un algodén embebido en éter, colocado sobre el
hocico del animal. Se desinfecta con alcohol al 70% el campo de cirugia y
se procede a practicar una incisién de 1,5 cm en la linea media de la piel
dorsal. Se divulsiona el tejido subcutadneo para separar la piel del tejido
muscular subyacente. Para ingresar a la cavidad abdominal se debe
atravesar la pared muscular y el peritoneo, para ello se realizan dos
incisiones, una a la izquierda y otra a la derecha, a 0,5 cm de la columna
vertebral y a 0,5 cm de la ultima costilla. Se buscan con pinza anatdémica de
punta roma cada uno de los ovarios y una vez localizado se lo expone
tomandolo por la grasa circundante, para evitar cualquier tipo de presion.
Se liga a nivel de la unidn Utero-tubarica y se secciona por arriba de la
ligadura, extrayéndose asi la bursa ovarica (con ovario y oviducto incluidos).
Se introduce el resto del material expuesto en la cavidad abdominal y se
procede a suturar el peritoneo junto con el tejido muscular, con sutura
continua. Por ultimo, se sutura la piel con puntos discontinuos. La hembra
operada se deja en jaula individual hasta su recuperacion de la anestesia y

recuperacion parcial de la herida.

3- Procesamiento de las muestras
De acuerdo a las técnicas aplicadas sobre el material obtenido las

muestras se procesaron de maneras diferentes:
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a) Para determinacion de niveles séricos de hormonas esteroides las
muestras de sangre obtenidas al momento del sacrificio fueron recolectadas
en tubos de vidrio, los cuales luego de retraido el coagulo, fueron

centrifugados, separandose el suero que se conserva a -80°C hasta su uso.

b) Para estudios por microscopia Optica, los cérvix y cuernos uterinos
se fijaron por inmersién en una soluciéon de formol al 4% tamponada a pH:
7,5 con una soluciéon reguladora de fosfato 0,05 M (PBS, del inglés:
Phosphate Buffer Solution) durante 6 hs a 4°C, respetando la proporcion
recomendada de fijador/muestra (20:1) para permitir una adecuada
conservacion morfoldgica del tejido. Luego se realizaron dos lavados con
PBS (pH: 7,5) de 10 min cada uno y se mantuvieron los tejidos en una
solucidn de alcohol 70° a 4°C. El procedimiento hasta su inclusiéon en tacos
de parafina que se aplicé fue el descripto por Junqueira (1983), en el que
las muestras son deshidratadas en alcoholes de graduacidén creciente,
clarificadas en sucesivos pasajes por xilol e incluidas en parafina.
Posteriormente, se realizaron cortes histoldgicos seriados de 5 um de
espesor que se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular
(3-aminopropil trietoxysilano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y se

secaron en estufa a 37°C durante 24 hs.

c) Para la extraccion del ARN total, las muestras de cérvix y Gteros
fueron disecadas en condiciones de esterilidad, congeladas inmediatamente
en nitrégeno liquido y conservadas a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

4- CAPITULO 1. Angiogénesis en el cérvix uterino de la rata durante

la gestacion

4.1- Evaluacion de parametros angiogénicos

Con el objetivo de determinar eventos que caracterizan el proceso de
angiogénesis en el cérvix uterino durante la gestacién se sacrificaron
animales desde el dia 12 (D12) hasta el D23 de prefiez. Las ratas prenadas

fueron obtenidas como se describié previamente en la seccién 2.1. Al
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momento del sacrificio se obtuvo sangre para la separacién de suero y se
disecaron las muestras de cérvix uterino siguiendo la descripcién realizada
en la seccion 2.2.1. El cérvix uterino fue procesado para su analisis por
microscopia 6ptica o se congelé en nitrégeno liquido hasta la extraccién de
ARN (Seccién 3).

Sobre las muestras de cérvix uterino procesadas para microscopia
optica se determinaron los siguientes parametros angiogénicos:
— area ocupada por vasos
— proliferacion de células endoteliales
— maduracion vascular
A partir de las muestras congeladas de cérvix uterino se evalué:

— expresion de ARNm del VEGF

La determinacion de los parametros angiogénicos mencionados se
realiz6 por inmunohistoquimica (IHQ) acoplada a andlisis digital de
imagenes. Para la inmunomarcacién se siguié un protocolo previamente
publicado que utiliza el calentamiento de la muestra en horno microondas
como método de recuperacion antigénica y extravidina-biotina peroxidasa
como sistema de revelado (Mufoz-de-Toro y col. 1998). El protocolo basico

empleado se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Protocolo basico de inmunohistoquimica

Desparafinar e hidratar:

Xilol
Alcohol 100°
PBS

3 pasajes de 3 min c/u
3 min

5 min

Recuperacion Antigénica

Calentamiento en Horno microondas. Buffer Citrato
0.01 M, pH: 6

Calentar el buffer 3 min a
100% de potencia, agregar
las muestras y calentar 1
min a 100%, 14 min a 40%
y 20 min apagado.

PBS 5 min
Bloqueo de actividad de peroxidasa endégena

Agua oxigenada 3% en metanol 15 min
PBS 15 min

Bloqueo de uniones no especificas

Suero normal de cabra 1:20 disuelto en PBS con

1,5% de leche en polvo descremada

30 min (en cdmara himeda)

Anticuerpo Primario

Incubacién con el anticuerpo especifico

PBS

14 - 16 hs (en camara
humeda) a 4°C

15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo secundario biotinilado

PBS

Extravidina-peroxidasa

PBS

Sustrato enzimatico (5 pl de H,0, 30 vol) +
cromégeno (2,3mg de diaminobencidina: DAB)
disueltos en 3,3 ml de 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5)
Agua destilada

30 min (en cdmara himeda)
5 min
30 min (en cdmara himeda)
5 min

10 min

5 min

Contracoloraciéon (opcional). Deshidratar y montar

En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad

sustituyendo el anticuerpo primario con

un Ssuero no inmune o

preabsorbiendo el anticuerpo con el péptido especifico contra el cual fue

generado.
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Oportunamente se describiran los reactivos especificos empleados en

cada determinacion.

4.1.1- Area ocupada por vasos

El area del cérvix uterino que se encuentra ocupada por vasos
sanguineos representa un importante parametro que nos permitid
determinar la existencia de un proceso de angiogénesis. La evaluacion se
realizé mediante la deteccién por IHQ de un antigeno especifico de las
células endoteliales: el factor de von Willebrand (FvW). Para ello se siguid el
protocolo descripto en la tabla 4. La figura 16 detalla los reactivos utilizados

en esta IHQ.

e Anticuerpo primario Anti-FvW"
Dilucién utilizada 1:100
_ }'5 Anticuerpo secundario | Anticonejo
: B biotinilado 1:200
Yy : Extravidina 1:150
ey peroxidasa
s Cromdgeno empleado | DAB+ NiCl,
TSk, *proveedor: Dako, Glostrup, Denmark.
D,
75um

Figura 16: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccién del antigeno
de células endoteliales (FYW). vs: vasos sanguineos. Contracoloracion con Nuclear
Fast Red. En la tabla localizada a la derecha de la figura se mencionan los reactivos
utilizados.

Cuantificacién: Se cuantificé el area vascular absoluta y relativa
utilizando los cortes histolégicos sometidos a ensayos de IHQ para la

deteccion del FvW combinado con una técnica de analisis de imagenes.

Para la obtencion de las imdagenes se utilizd una camara de video
color Spot Insight V3.5 acoplada a un microscopio Olympus BH2
(iluminacién: ldampara halégena de 12 voltios, 100 W, equipado con una
fuente de luz estable; Olympus Optical Co., Ltd, Tokyo, Japdén) con
objetivas Dplan de distintos aumentos. El microscopio fue apropiadamente
acondicionado para la iluminacidn Koehler. Correcciones de iluminacion

desigual (correccion de sombras) y la calibracién espacial del sistema fue
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realizada con imagenes de las celdillas de una cadmara de Neubauer
utilizando el software Image Pro-Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA). Se obtuvieron imagenes del estroma cervical (15
imagenes por seccién y 2 secciones de tejido por animal) usando una
objetiva de 40X. Luego, usando el lenguaje de programacién Auto-Pro, se
crearon rutinas automatizadas para medir las areas vasculares. En este
proceso de analisis automatizado, las imagenes de los cortes histoldgicos
inmunotefidos fueron convertidos a escala de grises. Por segmentacion de
color se identific6 el perimetro de cada vaso y luego se calculé su
correspondiente seccién transversal. La suma de todas las secciones
transversales se considerd como el area vascular absoluta. El area vascular
relativa se determind dividiendo el drea vascular absoluta por el area total

ocupada por el estroma cervical (Varayoud y col. 2001, Ramos y col. 2002).

4.1.2- Proliferacion de células endoteliales

La incorporacién de nucleétidos modificados al ADN durante la
divisién celular es una metodologia muy utilizada para la determinacién de
células proliferando (Woosley 1991). La Bromodeoxiuridina (BrdU) cumple
con este requisito, es un andlogo de la timidina que se incorpora al ADN
durante la fase S del ciclo de divisidn celular. Con el objetivo de determinar
el grado de proliferacion de las células endoteliales, todos los animales
estudiados recibieron 2 horas antes del sacrificio una inyeccién
intraperitoneal (i.p.) de BrdU (Sigma). La dosis empleada fue de 6 mg/100
g de peso corporal y se disolvié en PBS (pH: 7,5).

Sobre cortes histolégicos se aplicd la técnica de IHQ optimizada en
nuestro laboratorio (Kass y col. 2000). Este protocolo incorpora al
procedimiento descripto en la tabla 4 un paso fundamental de hidrélisis
acida (utilizando HCI 2 N durante 30 min a 37°C) en el que se
desnaturalizan las hebras de doble cadena del ADN del tejido, previo al
bloqueo de uniones inespecificas. Posteriormente, los cortes de tejido deben
ser neutralizados por incubacién durante 10 min en una solucién 0.1 M de
bérax (pH: 8). La figura 17 muestra una imagen representativa de esta IHQ
junto con las condiciones de los reactivos utilizados. Para esta

determinacién, ademas de los controles habituales de la técnica, se debe
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realizar un control negativo adicional que consiste en efectuar la reaccion en
un corte histolégico de un animal que no haya sido inyectado con BrdU

antes del sacrificio.

& p V> Anticuerpo primario Anti-BrduU”
Clon 85-2C8
- Dilucién utilizada 1:100
—— Anticuerpo secundario | Antiratén 1:80
biotinilado
Extravidina 1:100
e Y & perox[dasa
= \ Cromégeno empleado | DAB
% ¢ *proveedor: Novocastra Laboratories
£ ':' —4 e 'ﬂﬂm

Figura 17: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccién de la BrdU
incorporada a las células. La flecha indica una célula endotelial proliferando, vs:
vasos sanguineos. Contracoloraciéon con hematoxilina. En la tabla localizada a la

derecha de la figura se mencionan los reactivos utilizados.

Cuantificacién: La cuantificacion de la proliferacién de las células

endoteliales en el cérvix uterino se realizd teniendo en cuenta la

regionalizacion histolégica del estroma tisular previamente descripta
(seccion 1.2 de la introduccidn de esta tesis, Varayoud y col. 2001):

a) el subepitelio o ldamina propia (considerando una regiéon de 110 um desde
la membrana basal hacia la serosa)

b) el estroma muscular (abarcando tanto la capa longitudinal como la
transversal de musculo liso).

La cuantificacidén se realizé usando un microscopio Olympus BH2 con
una objetiva Dplan de 100X. Se evaluaron un total de 100 vasos sanguineos
en cada una de las regiones tisulares y se calculé el porcentaje de
proliferacién endotelial dividiendo el nimero de células endoteliales que

incorporaron BrdU por el nimero de células endoteliales totales.

4.1.3- Maduracién vascular

El recubrimiento de las células endoteliales con pericitos o células
musculares lisas vasculares refleja el grado de maduraciéon vascular. La
identificacion de estas células se realizé utilizando como marcador Ia

expresion de alfa actina de musculo liso (a-SMA). La deteccién se realizd
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por IHQ siguiendo el protocolo descripto en tabla 4 y las condiciones de los

reactivos mostrados en la figura 18.

Anticuerpo primario Anti-a-SMA "

Clon asm-1
E Dilucién utilizada 1:50

\ Anticuerpo secundario | Antiraton
' biotinilado 1:130

Extravidina peroxidasa | 1:150
Cromdgeno empleado | DAB + NiCl,

*proveedor: Dako, Glostrup, Denmark

75 um

Figura 18: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccién del pericitios
y células musculares lisas vasculares. vs: vasos sanguineos. Contracoloracién con
Nuclear Fast Red. En la tabla localizada a la derecha de la figura se mencionan los

reactivos utilizados.

Cuantificacion: Para calcular el indice de maduracion vascular se

utilizaron cortes histoldgicos consecutivos inmunotenidos con FYW y con a-
SMA. La cuantificacidn se realizé usando un sistema de analisis de imagenes
similar al descripto previamente para la determinacién del area vascular
(seccién 4.1.1). Se calculd el indice de maduraciéon vascular expresado
como el area ocupada por vasos sanguineos que fueron positivos para a-

SMA dividido el area vascular relativa.

4.1.4- Expresion de ARNm del VEGF

Como se comentd en la introduccion de esta tesis (seccién 3) la
angiogénesis se encuentra regulada por una amplia variedad de factores. En
este apartado se investigd la expresion de ARNm total del VEGF y sus
variantes de empalme alternativo. Se utilizaron las muestras de cérvix
uterino extraidas en los diferentes dias de gestacion y que habian sido
guardadas a -80 °C. A partir de las mismas se realizd la extraccion del ARN

total como se describe a continuacion.

4.1.4.1- Extraccion del ARN total: Se realizé utilizando el reactivo

comercial “TRIzol Reagent” (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) que se
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fundamenta en el método de isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo
(Chomczynski y Sacchi 1987). Basicamente, en el contenedor del
homogeneizador Ultra Turrax® T25 Basic (IKA®- Werke GMBH & Co.KG,
Staufen, Germany) se agregaron 1000 ul del reactivo TRIzol por cada 50-
100 mg de tejido congelado, y se homogeneizd suavemente. Durante la
homogeneizacion de la muestra el reactivo preserva la integridad del ARN.
El agregado de cloroformo y posterior centrifugacion, separa la solucidon en
una fase acuosa y otra fase organica. El ARN permanece exclusivamente en
la fase acuosa, de donde es recuperado por precipitacion con alcohol
isopropilico, lavado con etanol al 80% vy re-disuelto en agua libre de
ribonucleasas. La cantidad de ARN total fue determinada mediante la
lectura en espectrofotometro Beckman DU Serie 500 (Beckman Instruments,
INC., Fullerton, CA, USA) a una longitud de onda de 260 nm. La integridad

del ARN fue evaluada en geles de agarosa conteniendo formaldehido.
A partir de los ARN totales se realizaron transcripciones reversas (RT)
obteniéndose los correspondientes ADN copia. Seguidamente se describe el

protocolo de RT empleado.

4.1.4.2- Transcripcién reversa: Cantidades iguales (4 pg) del ARN

total se sometieron a retrotranscripcion (RT) utilizando la enzima Moloney
Murine Leukemia Virus transcriptasa reversa (M-MLV, 300U, Promega,
Madison, WI, USA) utilizando oligonucledtidos hexaméricos (0,5 png,
Promega) como cebadores. Al tubo de reaccion se le adicionaron 20 U de
inhibidor de ARNasa (RNAout, Invitrogen) y 10 nmol de una mezcla de
dNTP’s (deoxinucledtidos trifosfatos) hasta alcanzar un volumen final de 30
ul con la solucién amortiguadora de la reaccién provista por el fabricante de
la enzima. La reaccion de RT se realizdé a 22°C por 8 min, luego a 30°C por
15 min y 37°C por 60 min. La reaccién finalizd calentando a 80°C por 5 min
y a 94°C por 30 segundos para posteriormente efectuar un enfriamiento a
4°C. Las reacciones de RT se llevaron a cabo en un termociclador Bio-Rad
iCycler®. Seguidamente se diluyd el ADN copia (ADNc) generado llevandolo
a un volumen final de 60 ul con agua libre de ARNasa. Como control
negativo de la reaccidon se utilizé el ARN incubado en condiciones idénticas,

pero sin transcriptasa reversa.
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Usando el ADNc generado en la reaccién de RT se procedié a evaluar
cuantitativamente la expresion del ARNm total del VEGF mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva. Las variantes de
empalme alternativo se cuantificaron a través de PCR multiple en un solo

tubo. El protocolo de PCR competitiva se describe a continuacion.

4.1.4.3- Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva:

Esta metodologia se basa en la co-amplificacidon (en la misma reaccidon y con
el mismo par de oligonucleétidos) del ADN blanco en estudio (VEGF) y de

un estandar interno (competidor) de concentracién conocida.

En este trabajo de tesis se utilizé un competidor de tipo heterdlogo el
cual posee una secuencia de nucleotidos diferente a la secuencia del ADN
blanco excepto en la regién de hibridacion de los oligonucledtidos cebadores.
(http://bio.takara.co.jp/BIO EN). Para la obtenciéon de fragmentos de ADN

que actien como competidores heterdlogos se utilizd una técnica que

desarrollamos en nuestro laboratorio y que se describe a continuacion:

a) Se realiza una PCR con los oligonucledtidos especificos para VEGF
(Tabla 5) pero utilizando como molde ADN que provenga de un genoma que
no contenga el gen del VEGF. En nuestro caso utilizamos ADN purificado de
fago lambda (ADNAL) y de Arabidopsis thaliana. El tubo de reaccién contenia
1 ul de ADN polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu) (Promega), 1 mM
MgCl,, 0,2 mM de cada uno de los cuatro dNTPs, y 20 pmol de cada primer
especifico (todos de Invitrogen) en un volumen final de 25 ul en solucién
reguladora de PCR 1X (Promega). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo

en un termociclador Bio-Rad iCycler®. El protocolo de ciclado es el siguiente:

Temperatura Tiempo Ne de ciclos
Desnaturalizacion a 96°C 1 min 1

- Desnaturalizacién a 95 °C 30 seg 30

- Hibridizacion a 42 °C 1 min

- Extensidon a 72 °C 1 min

Extension final 720C 2 min 1
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Se realiza la amplificacion usando bajas temperaturas de hibridacion
(42 °C) forzando de esta manera la obtencién de fragmentos de
amplificacion inespecificos, de distintos pesos moleculares, cuyos extremos
5" y 3’ poseen las secuencias de los oligonucledtidos utilizados como
cebadores. Los productos de la PCR se detectaron en geles de agarosa
teflidos con bromuro de etidio (Sharp y col. 1973). El peso molecular de las
bandas obtenidas se determind por comparacion con un estandar de ADN

(Biodynamics) (Figura 19).

Figura 19: Esquema representativo de

>
P
o

un gel que permite seleccionar un
producto de amplificacion con un peso
molecular (PM) similar al de nuestra

secuencia blanco (VEGF) y que se

utilizara como competidor. La flecha

amarilla indica la banda seleccionada.

b) Se selecciona una banda cuyo peso molecular sea cercano al
producto de amplificacidon especifico de nuestra secuencia blanco (VEGF, de
320pb) (Figura 19). Luego se recorta la porcién del gel que contiene la
banda con un bisturi estéril y se purifica usando el kit Wizard SV gel and
PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Al terminar la purificacion se obtienen 10-20 upl de producto de PCR

disueltos en agua libre de ADNasas.

c) Posteriormente, se procede a la insercion del fragmento de ADN
seleccionado como competidor en un plasmido pBluescript pSK- (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) como sigue:

- preparacion de ADN plasmidico (pasmido pBluescript pSK-)
empleando el sistema comercial Wizard® Plus Minipreps System (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

- digestidon del ADN plasmidico con enzima EcoRV en las condiciones
de reaccién recomendadas por el fabricante. Se utilizaron 1 a 5 U de enzima

por cada microgramo de ADN a digerir
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- ligacién de fragmentos de ADN (ADN plasmidico e inserto:
fragmento competidor purificado) utilizando 1 U de T4 ADN ligasa
(Promega), en un volumen de reaccion de 10 pl y empleando el tampdn de
reaccion provisto por el fabricante de la enzima. Se utilizaron cantidades de
inserto y vector tales que la relacion molar entre ambos fuera de 4 a 1. La

incubacion se realizd durante 16 hs a 4 °C.

d) El plasmido recombinante (que se utilizara como competidor en las
reacciones de PCR competitiva) se utilizdé para transformar células de E. coli
DH5« con el fin de generar un stock del competidor. Para la transformacion
de las células de E. coli se siguid el protocolo descrito en Sambrook y col.
(2001) que utiliza cationes divalentes (cloruro de calcio) y bajas
temperaturas para alterar la estructura de la membrana y asi favorecer la
incorporacion del ADN plasmidico. Las colonias recombinantes se
identificaron mediante a-complementacion, para lo cual el medio de cultivo
se suplementdé con IPTG 0,3 mM y X-gal 0,006% p/v. Posteriormente se
tomo con ansa aguja o escarbadientes estéril una colonia recombinante de
la placa correspondiente. Se la dispersé en un tubo conteniendo 2 ml de
medio Luria Bertani (LB) y ampicilina como antibiético de selecciéon y se
incubd entre 14-16hs a 37°C en agitacion. Luego se generd el stock de
bacterias transformadas mezclando en un tubo estéril 750 ul de medio de
cultivo con las bacterias + 750 ul de glicerol calidad biologia molecular
(Sigma) y se conservd a -80°C. A partir de los mismos se realizaron
minipreparaciones de ADN plasmidico recombinante conteniendo el
fragmento competidor para el VEGF. La concentracién del ADN competidor
se determind midiendo la absorbancia con un espectrofotémetro (Beckman
Instruments) a una longitud de onda de 260 nm y aplicando las siguientes

formulas:

- Concentracioén de acidos nucleicos [pg/ml]= Lectura a 260 nm x 50 pg/ml
(1 unidad de absorbancia a 260 nm = 50 ug/ml de ADN)

Conc. &cidos nucléicos [ug/ml] x 1.10° g/ug x 6,023.10* moléculas/mol

Moleculas/mi= Peso del (plasmido + inserto) [g/mol]
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Ensayo de PCR competitiva para la determinacién de la expresion del ARNm
del VEGF

Una vez generado el competidor heterdlogo para cuantificar la
expresion del ARNm del VEGF se procedid al desarrollo de la PCR
competitiva. La figura 20 presentada a continuacion muestra

esquematicamente como se realiza y se cuantifica un ensayo de PCR

|l |:L ] ADN competidor

] M ADN blanco
El = |

o @ ® @

PCR

competitiva.

Cantidad de ADN
en la reaccion

&

*@F

Electroforesis en gel

® -

o @ @ BB @ @

—_— eem == mm | |(mm BN BN = Blanco

I BN B BN mm = = —— . Competidor

Punto de equivalencia (AgN competidor = ADN blanco)

Figura 20: Esquema del procedimiento basico de una PCR competitiva. En primer
lugar se confeccionan los tubos de reaccién manteniendo constante la cantidad de
ADN total incégnita o blanco y adicionando cantidades decrecientes de ADN
competidor. Luego los productos de la amplificacién se corren en un gel de agarosa
obteniéndose un patrén de bandas caracteristico. El punto de equivalencia se
corresponde con el punto en el cual las bandas de los dos productos (competidor y
blanco) son iguales, lo cual indica que la concentracion inicial de ambos es la

misma.

En nuestro experimento se realizaron pooles del ADNc obtenido por
RT del cérvix uterino de hembras prefiadas (2 animales/pool y 3 pooles/dia
de gestacion) y se realizdé la PCR competitiva con cada mezcla de ADNc.
Para ello, cantidades constantes de ADNc blanco se adicionaron a todos los
tubos de reaccidén junto con cantidades decrecientes de ADN competidor
(10,7 - 0,88 attomoles). Cada tubo de reacciéon contenia 2,5 U de Taq ADN
polimerasa, 1 mM MgCl,, 0,2 mM de cada uno de los cuatro dNTPs, y 20
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pmol de cada oligonucléotidos especifico (todos de Invitrogen, tabla 5) en
un volumen final de 25 pl en solucién reguladora de PCR 1X. Las reacciones
de PCR competitivas se realizaron por triplicado siguiendo el protocolo de

ciclado que se detalla:

Temperatura Tiempo Ne de ciclos
Desnaturalizacion a 97°C 5 min 1

- Desnaturalizacién a 96 °C 45 seg 30

- Hibridizacion a 60 °C 1 min

- Extensidon a 72 °C 1 min

Extension final 720C 2 min 1

La secuencia de los oligonucledtidos especificos para esta PCR se
seleccioné en base a la secuencia de ADNc publicada del ARNm del VEGF de
la rata (Kashida y col. 2001, tabla 5). Los fragmentos de amplificacion
generados (ADNc del VEGF y ADN competidor) fueron resueltos en geles de
agarosa al 3% conteniendo bromuro de etidio (Sigma) y sus pesos
moleculares se determinaron por comparacion con un estandar de ADN

(Biodynamics).

Cuantificacién: Las imagenes de los geles de agarosa se digitalizaron

usando una camara de video color Sony ExwaveHAM (Sony Electronics,
Inc., Park Ridge, NJ, USA). La cuantificacién de las bandas obtenidas se
realizdé mediante el uso del software Image Pro-Plus 4.1.0.1 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Por densitometria se evalué la
densidad O6ptica integrada (DOI) de cada producto de PCR. Se calculd la
relacién (R) DOI competidor/DOI VEGF para cada tubo de reaccion y se
grafico el log de relacién (log R) en funcidn del log de la concentracion del
competidor adicionada a cada tubo. Cuando la sefal de amplificacidon
generada a partir de la muestra y a partir del competidor es igual (R = 1)
se asume que ambos procesos partieron del mismo numero de copias
iniciales (Figura 20). A partir de este punto de equivalencia se calculé el
nimero de attomoles de ARNm del VEGF/ug de ARN total para cada dia de

la gestacion estudiado.
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Determinacion de las variantes de empalme alternativo del VEGF

Para detectar las principales variantes de empalme alternativo del
ARNm del VEGF (VEGFi,9, VEGFi64 Y VEGFig5) se realizaron PCR multiples de
un solo tubo utilizando el ADNc obtenido del cérvix uterino en distintas dias
de prefiez. De la misma manera que se procedidé para evaluar la expresion
total del ARNm del VEGF, a partir de los ADNc de 6 ratas se realizaron
pooles (2 animales por pool) y se realizaron ensayos de PCR como se
describié previamente, usando 61 °C como temperatura de hibridacién. Para
co-amplificar las distintas variantes de empalme del ARNm del VEGF se
disefiaron oligonucledtidos especificos de manera tal que hibriden en exones
contiguos a los sitios de empalme alternativo correspondiente a los exones
6 y 7 de la secuencia del ADNc del VEGF (Numero de acceso a GenBank
NM_031836, Tabla 5, Figura 21). Para el disefio de los mismos se utilizaron
las herramientas disponibles online en la pagina web del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) y se utilizé un software adecuado, Vector
NTI. La especificidad de los oligonucleétidos fue cotejada por comparacion
directa de su secuencia contra el genoma completo de Rattus norvegicus
mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en Ila NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

344bp 72bp 132bp 18bp
Bl vecFi20
EEANEN vecries
L Exon1-5 | 6 | 7 |38 WVIgEH
=) 1 G 2
I_J‘> 3 <:_| 4

Figura 21: Esquema de localizacién de los oligonucleétidos para amplificacion por
RT-PCR del gen del VEGF. Los oligonucledtidos 1 y 2 fueron usados para cuantificar
el ARNm del VEGF, mientras que los oligonucledtidos 3 y 4 se emplearon para
detectar las principales variantes de empalme del VEGF. El tamafio esperado de los

productos de amplificacién es mostrado en la tabla 5.

Se realizaron curvas de fusion para descartar la formacion de

heteroduplex y de amplificaciones inespecificas (Eckhart y col. 1999). Los
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productos de la PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio y sus pesos moleculares se determinaron por

comparacién con un estandar de ADN (Biodynamics).

Cuantificacién: Se cuantificd la expresion relativa de cada una de las

variantes de emplame alternativo a través de la determinacién de la DOI de
cada una de las bandas de amplificacion (en relacién a la suma de todas las

variantes expresadas).

Tabla 5. Secuencia de oligonucleétidos especificos utilizados

Oligonucledtidos Secuencia Tamano del
amplicon

VEGF (s) 5'-CTGCTCTCTTGGGTGCACTGG-3' 320 pares de

VEGF (as) 5’-GGTTTGATCCGCATGATCTGCAT-3 | base (pb)

Variantes de empalme | 5'-CATGCGGATCAAACCTCACC-3’ VEGF120:126 pb

del VEGF (s) VEGF164:258 pb

Variantes de emplame | 5'-CACCGCCTTGGCTTGTCACA-3’ VEGF188:330 pb

del VEGF (as)

L19 (s) 5’-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3’ 290 pb

L19 (as) 5'-ACCTTCAGGTACAGGCGTTG-3’

(s) oligonucleétido sentido
(as) oligonucledtido antisentido

Para confirmar que los cambios en la expresiéon del ARNm del VEGF y
de sus variantes de emplame fueron independientes de la cantidad inicial de
ADNCc, se midieron los niveles de expresion de un ARNm celular expresado
constitutivamente como es la proteina ribosomal L19, mediante una ensayo
de PCR realizado paralelamente. Los tubos de PCR se conformaron como se
describié previamente para las otras PCR utilizandose oligonucledtidos
especificos (Chan y col. 1987; Tabla 5). La temperatura de hibridacion
empleada fue de 57 °C y se realizaron 30 ciclos de amplificacién. Ademas,
en todos los ensayos se realizaron controles negativos sin ADNc con el

objetivo de minimizar la introduccion de potenciales artefactos.

4.2- Niveles séricos de E, durante la prefiez
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Para evaluar los niveles séricos de E;, los animales se sacrificaron por
decapitacidon. Se recolecté la sangre para obtener el suero y se evalud
mediante un radioinmunoensayo optimizado en nuestro laboratorio. Se
utilizé E, radioisotépicamente marcado con tritio, obtenido comercialmente
([2,4,6,7,16,17-H°]-E,, PerkinElmer Life And Analytical Sciences, Inc.,
Boston, MA, USA). El anticuerpo especifico fue provisto por el Dr. G.D.

Niswender.

El primer paso en la determinacién de la concentracién sérica de E,
fue la extraccion de los esteroides del suero. La extraccion se realizd a
partir de 600 pul de suero y usando éter etilico como solvente (Merck,
Buenos Aires, Argentina). El protocolo de extraccién utilizado consistié de 3
extracciones sucesivas, separando la fase organica en cada una (Lacau-
Mengido y col. 2000, Kass y col. 2004). Las fracciones organicas de cada
muestra se juntaron y evaporaron a sequedad. El extracto seco se
resuspendid en PBS con el agregado de azida sddica y gelatina (Sigma)

durante 1:30 h en bafio térmico.

Paralelamente se generd una curva estandar como sigue:

Tabla 6: Preparacion de tubos de reaccion para el RIA de E,

Buffer | Curva est. | Muestra | Anticuerpo® | [H3]-E»?
Cuentas totales | 400 ul -- -- -- 100yl
Inespecifico 400 pl -- -- -- 100ul
Maximo 300 pl -- -- 100l 100yl
400 pg/ml -- 300 ul -- 100ul 100l
200 pg/ml -- 300 ul -- 100yl 100yl
100 pg/ml -- 300 ul -- 100l 100pl
50 pg/ml -- 300 pl -- 100pl 100yl
25 pg/ml -- 300 ul -- 100ul 100ul
12.5 pg/ml -- 300 ul -- 100ul 100pl
6.25 pg/ml -- 300 pl -- 100pl 100yl
3.125 pg/ml -- 300 -- 100yl 100ul
1.5625 pg/ml -- 300 ul -- 100ul 100pl
Muestras -- -- 300 ul 100ul 100ul
Blanco -- -- 300 pl 100ul 100ul
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(1) Anticuerpo anti-E,: diluido 30000 veces
(2) 8000-10000cpm por cada 100ul de hormona

Los tubos de reaccidn se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, se adiciond carbdén-dextran (0,5%-0,05%) (Sigma) y se incubd
10 min con agitacion periddica. Se centrifugd a 3500 rpm a 4°C durante 10
min con el objeto de separar el carbdon-dextran. El sobrenadante se
homogeneizé con liquido de centelleo (PerkinElmer) en una relacién de
volumen 10 veces superior. La radioactividad se leyé en un contador de
centelleo (WinSpectral, PerkinElmer). En todos los ensayos se evaluaron

sueros controles valorados.

Ademads se hicieron pruebas para determinar la eficiencia de la
extraccion. Para ello se adiciond una cantidad conocida de hormona
marcada con tritio a 600 ul de suero, se sometid al proceso de extraccion y
luego el extracto seco se resuspendié en PBS. Esta solucién se mezcla luego
con el liquido de centello y se mide la cantidad de cuentas recuperadas. Los
resultados de los diferentes ensayos fueron corregidos segun la
recuperacion calculada. La sensibilidad del analisis fue de 1,6 pg/ml. Los
coeficientes de variacién intra- e inter-ensayo fueron de 10,16 % y 7,9 %,

respectivamente.

4.3- Evaluar la participacion de células del sistema inmune en
el proceso de angiogénesis

Uno de los objetivos que nos planteamos en este trabajo de tesis fue
evaluar la participacién de los MC en el proceso de angiogénesis en el cérvix
uterino. Comenzamos evaluando la densidad de esta célula en el tejido
durante diferentes situaciones fisiolégicas: ciclo estral, gestacion vy

postparto.

4.3.1- Evaluacion de Mastocitos

Muestras de cérvix uterino durante el ciclo estral (estro y diestro II),
la prefiez (D9-D23) y el postparto (PP1-PP3) fueron obtenidas y procesados
de acuerdo a lo descripto en las secciones 2 y 3. En cortes histoldgicos de 5

um de espesor se realizd la determinacion de MC. Se aplicé una técnica de
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IHQ utilizando un anticuerpo policlonal (1:200) que detecta el componente
principal de sus granulos: la enzima proteinasa I (RMCP I, rat mast cell
proteinase |, Gibson y Miller 1986). Esta técnica a diferencia del protocolo
de IHQ descripto en la tabla 4, no requiere tratamiento de recuperacion
antigénica en horno microondas, pero incorpora un sistema de blogueo de
actividad enddogena de peroxidasa con acido peryddico 0.1 M y borohidrato
de sodio al 0.02%. El sistema de revelado consistiéo en IgG de cabra anti-
IgG de conejo biotinilada 1:200 seguido de estravidina-peroxidasa 1:150 y

como cromdgeno se uso DAB.

Cuantificacién: Se utilizé una grilla cuadriculada de 0.8 x 0.8 mm

colocada en el ocular del microscopio (Gundersen ycol. 1988) con la que se
determind la fraccién de volumen aplicando la férmula de Weibel (1969):
Vv = Pi/P, donde Vv es la fraccién de volumen estimada del objeto en
estudio (ej. MC), Pi es el nimero de puntos incidentes sobre las células
positivas (ej. MC inmunomarcados con RMCPI), P es el nUmero de puntos
incidentes sobre el estroma cervical. Utilizando esta formula se determiné la
densidad de volumen (Vv x 100) de MC en el compartimiento estromal del

cérvix uterino de los distintos grupos experimentales.

4.3.2- Inhibicién de la degranulacién de mastocitos. Disefo de
grupos experimentales

Para estudiar si la degranulacién de los MC interviene en el proceso
de angiogénesis en el cérvix uterino durante la prefiez, sometimos a los
animales a un tratamiento con cromoglicato de sodio, un inhibidor de Ila
degranulacion de MC. Se utilizaron ratas prefiadas obtenidas como se
describié previamente en la seccion 2 de materiales y métodos. El
estabilizador de MC (cromoglicato de sodio, Sigma) fue inyectado en forma
intraperitoneal (i.p.) en una dosis diaria de 87 mg/kg de peso corporal. La
dosis empleada fue equivalente a la dosis usada en un trabajo previo que
utiliza otro estabilizador de MC, FPL55618 (Spanggaard y col. 1997). En
base a los resultados de la cuantificacién de la densidad de MC en el cérvix
uterino durante la prefiez se determind el momento mas adecuado para
comenzar el tratamiento con cromoglicato de sodio. Se decidié empezar el

tratamiento el D12 de gestacién debido a que este dia coincide con un alto
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nivel de infiltracion de MC y, ademas, para evitar posibles interferencias con

el proceso de implantacion o con las etapas tempranas del desarrollo fetal.

A continuacién se detalla el protocolo de tratamiento empleado:

. & ¥
Comienzo del tratamiento Fatto

Sacrificio Sacrificio Sacrificio

(C14, T14) (C18, T18) (€22, T22)

Dias de N P/AN T /f N D16 ﬂ’* D20 D22
LRSS e v/ ERNY/ |}15\\H D17 Y 9 D21 D23
Inyecciones i.p. diarias (1 ml)

Solucidn salina Estabilizador de MC {cromoglicato de sodio)
C = grupos controles {no tratados) T = grupos tratados

Figura 22: Esquema de tratamiento empleado para estudiar la participacion de los
MC en el proceso de angiogénesis. Los tridngulos en blanco representan los dias de
prefiez previos y posteriores al tratamiento. Los tridngulos anaranjados representan
los dias de prefiez en los que los animales fueron sometidos a tratamiento, ya sea
con vehiculo (solucién salina) o con cromoglicato de sodio (el estabilizador de MC)
mediante inyecciones diarias por via ip. En el esquema se indican los dias de

sacrificio para los distintos grupos experimentales estudiados: D14, D18 y D22.

Los grupos experimentales resultantes fueron:
- Grupo T14: ratas prefiadas tratadas con estabilizador de MC desde D12 a
D14, sacrificadas D14 de prefez.
- Grupo T18: ratas prefiadas tratadas con estabilizador de MC desde D12 a
D18, sacrificadas D18 de prefez.
- Grupo T22: ratas prefiadas tratadas con estabilizador de MC desde D12 a
D18, sacrificadas D22 de prefiez.
- Grupos Controles C14, C18 y C22: ratas prefiadas inyectadas con

vehiculo (solucidén salina) y sacrificadas el D14, D18 o D22 respectivamente.
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Todos los animales del experimento recibieron 2 hs antes del
sacrificio una dosis i.p. de 6 mg/100 g de peso corporal de BrdU, para la
posterior determinacién de la proliferacion endotelial. Al momento del
sacrificio se recogidé sangre para la obtencion de suero y se disecaron los
cérvix uterinos. Las muestras fueron procesadas de acuerdo a lo descrito en

la seccion 3.

En cortes histologicos de 5 pm de espesor se determiné:
densidad y degranulacion de MC
proliferacién de células endoteliales
area ocupada por vasos

maduracion vascular

N S

expresion del VEGF
A partir del ARN total de las muestras de cérvix uterino se evalud:

expresion del ARNm del VEGF y sus variantes de empalme alternativo

\

A partir muestras de suero se determind:

— la concentracion de E,

4.3.2.1- Evaluacion de MC

La densidad de MC y el porcentaje de MC degranulados y no
degranulados se evaluaron sobre ensayos de IHQ (seccion 4.3.1) con el
objetivo de valorar la efectividad del tratamiento. La cuantificaciéon de la
densidad de MC se determind calculando el Vv, como se describid
previamente. Los MC con mas de 3 granulos fuera de la célula o con
cavidades vacias dentro del citoplasma fueron considerados como MC
degranulados, mientras que los que presentaron granulos densamente
empaquetados en el citoplasma se consideraron no degranulados (Figura
23). Estos criterios para la diferenciacion entre los dos estados de los MC
fueron tomados de Gunin y Sharov (1998) y se utilizaron para calcular el

porcentaje de MC degranulados.
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Figura 23: Caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas de los MC
evidenciando su estado de degranulacion. La IHQ se realizé usando el anticuerpo
anti-RMCPI. En la figura de la izquierda (A) la punta de flecha muestra un MC
degranulado, observandose granulos fuera de la célula. El asterisco nos muestra un
halo citoplasmatico representativo de la ausencia de granulos. En (B) las flechas
indican MC no degranulado, con los granulos densamente empaquetados dentro del

citoplasma celular. Escala de Ay B: 75 um.

4.3.2.2- Proliferacion de células endoteliales
La determinacion y cuantificacion de la incorporacion de BrdU para
evaluar las células endoteliales en fase S del ciclo de division celular se

realizd segun lo descrito en la seccién 4.1.2.

4.3.2.3- Area ocupada por vasos
El estudio del darea ocupada por vasos sanguineos en el cérvix uterino
de ratas tratadas con cromoglicato de sodio se realizd como fue

anteriormente descrito (seccién 4.1.1).

4.3.2.4- Maduracion vascular
La determinacién del area ocupada por pericitos y células musculares
lisas vasculares se realizd mediante la inmunodeteccion de o-SMA

(descripta en la seccion 4.1.3).
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4.3.2.5- Expresion del VEGF

La expresién del VEGF en el cérvix uterino de animales que
presentaban inhibida la degranulacion de MC fue evaluada a distintos
niveles:

- ARNm total del VEGF: se realizé por RT-PCR competitiva siguiendo
el protocolo previamente descripto en la seccién 4.1.4

- expresion relativa de las variantes de emplame alternativo del VEGF:
se evalué por PCR multiple usando los oligonucledtidos disefados
especificamente (ver seccién 4.1.4)

- proteina de VEGF: se realizd por IHQ utilizando un anticuerpo
contra VEGF que detecta todas las variantes de empalme alternativo (Figura
24).

Anticuerpo primario Anti-VEGE *
R Ep 2 Clon C-1
et : Dilucidn utilizada 1:40
e SE : Anticuerpo secundario | Antiratén 1:50
/ * | | Dbiotinilado
> Extravidina peroxidasa | 1:80
Cromdgeno empleado DAB

M 2 , *proveedor:Santa Cruz Biotechnology,
: Santa Cruz, CA, USA

* 75 um

Figura 24: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccién de VEGF. La
flecha indica endotelio vascular con marcacién positiva para VEGF. Ep: epitelio, SE:
subepitelio, M: region muscular del estroma cervical. Contracoloracion con
hematoxilina. En la tabla localizada a la derecha de la figura se mencionan los
reactivos utilizados.

4.3.2.6- Determinacién de los niveles séricos de E»

Para descartar posibles influencias del tratamiento con cromoglicato
de sodio sobre la sintesis o liberacion del E, se evaluaron por
radioinmunoensayos sus niveles séricos en los animales tratados con el
inhibidor de la degranulacion de MC y controles sacrificados en el D18 de la

gestacion.
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4.3.3- Evaluacion de macrofagos
Otra célula del sistema inmune vinculada con la angiogénesis es el
macréfago. Como primer paso se evaludé la densidad de estas células
presentes en el cérvix uterino en diferentes situaciones fisiologicas:
— ciclo estral: estro y diestro 11,
- prefez: D9y D12 a D23
— posparto: 24, 48 o 72 hs después del parto (PP1, PP2 y PP3

respectivamente).

Las muestras de cérvix fueron disecadas y procesadas para estudios
por microscopia 6ptica (seccién 3b). La determinacidn de macrofagos se
realizé en cortes de 5 um de espesor mediante ensayos de IHQ siguiendo el
protocolo descripto en la tabla 4. Se usd un anticuerpo monoclonal que

reconoce una glicoproteina sobre la membrana lisosomal de los macréfagos.

Anticuerpo primario Anti-
macroéfago *

Clon ED1

Dilucién utilizada 1:300

. Anticuerpo secundario | Antiratén 1:130

= biotinilado
N Extravidina peroxidasa | 1:150
. Cromégeno empleado | DAB

e 10 um *proveedor: Serotec Ltd., Oxford, UK

Figura 25: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccién de
macrofagos. La flecha muestra un macréfago con marcacién citoplasmatica positiva
para ED1. Contracoloracion con hematoxilina. En la tabla localizada a la derecha de

la figura se mencionan los reactivos utilizados.

Cuantificacién: Para cuantificar la presencia de macrofagos en el

cérvix uterino se tuvo en cuenta la regionalizacion del estroma cervical
(subepitelio y musculo) descripta en Varayoud y col. (2001). Se
cuantificaron aquellos macréfagos que presentaban un citoplasma con
depdsito de cromdgeno marrén (positivo para la marcacion con ED1)

rodeando un nucleo azul tefiido con hematoxilina. La tincion marron en
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pseudopodias y fragmentos celulares, no asociados con nucleos fueron
excluidos de la cuantificacién. La misma fue realizada utilizando el
procedimiento de conteo de puntos como fue descripto en la seccién 4.3.1

para la cuantificacion de MC.

4.3.4- Asociaciéon entre MC y macréfagos

Debido a que los macréfagos y MC son capaces de regular el proceso
de angiogénesis, quisimos estudiar si existe alguna asociacidon entre ellos.
Para tal fin evaluamos la presencia de macréfagos en las muestras de los
animales que fueron tratados con el estabilizador de MC (seccion 4.3.2). La
identificacion y cuantificacién de macréfagos se llevd a cabo como se

describié en el punto anterior.

5- CAPITULO II. Efecto de la exposicidbn neonatal a estréogenos

ambientales sobre la angiogénesis uterina en la rata adulta

Debido a que eventos vasculares en el endometrio son parte
fundamental de la etapa temprana de implantacién del embrién en la rata y
que dichos procesos estan bajo control de hormonas esteroides ovaricas,
desarrollamos un modelo de rata castrada sometida a terapia hormonal con
Eg mas Pg para evaluar los efectos a largo plazo de la exposicion a

xenoestrégenos sobre la angiogénesis hormonodependiente del Gtero.

5.1- Caracterizacion de un modelo que imita los efectos
uterinos inducidos por las hormonas ovaricas durante el periodo
pre-implantatorio.

Ratas hembras adultas fueron ovariectomizadas como se describié en
la seccion 2.2.2. Luego se las dejo 10 dias para permitir la disminucidon de
niveles séricos de los esteroides ovaricos y evitar sus efectos sobre 6rganos
blanco. Seguidamente fueron tratadas por via subcutdnea con el siguiente
protocolo que imita los cambios hormonales que se dan en los dias previos

a la implantacién en la rata (Rider y col. 2003):
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GRUPO OVX-P+E: - Dia 1: Pg (10 mg/kg, Sigma)
- Dia 2: Pg (10 mg/kg)
- Dia 3: Pg (10 mg/kg) + Eg (4 pg/kg, Sigma)
GRUPO OVX: Recibieron durante los 3 dias de tratamiento el vehiculo en el

cual fueron disueltas las hormonas: aceite de maiz.

16 hs después de la ultima inyeccion, a cada rata se le administré
una dosis de BrdU (60 mg/kg, Sigma) para evaluar la proliferacién celular,
siendo sacrificados los animales 4 hs posteriores. Se disecaron los cuernos
uterinos como se describié en la seccién 2.2.1. Uno de los cuernos uterinos
fue rapidamente sumergido en nitrogeno liquido y el otro fijado para su

utilizacién en microscopia Optica (secciones 3.c y 3.b, respectivamente).

En estos animales se evaluaron los siguientes parametros:
— area ocupada por células nestina (+)
— proliferacion de células endoteliales

— expresion del VEGF (a nivel del ARNm y proteina)

5.1.1- Area ocupada por nestina

La nestina es un filamento intermedio que originariamente fue
detectado en células madres neuroepiteliales del sistema nervioso central y
que recientemente se lo ha identificado como un nuevo marcador del
endotelio proliferativo (Shimizu y col. 2006). En este trabajo se utilizé la
inmunodeteccién de nestina por IHQ para la identificacién de células
endoteliales con capacidad de proliferar. Para ello se siguid el protocolo
descripto en la tabla 4 y las condiciones del ensayo definidas en la tabla de

la figura 26.

77



Materiales y métodos

N e T bore Anticuerpo primario Anti-nestina
e o 52w Clon rat 401
e oo - Dilucién utilizada 1:200
=S T (S /«‘ < Anticuerpo secundario | Antiratén 1:80
Rt - ekt - e biotinilado
.= f - - Extravidina peroxidasa 1:150
e g, “=o. 2-A{ crombgeno empleado = DAB
7 Sod = - = <. *proveedor: BD Pharmingen, San Jose,
gzt KOG e vanim
- = - - oy >

Figura 26: Fotomicrografia representativa de la IHQ para la deteccion de nestina
en el Gtero de la rata. Las flechas senalan células endoteliales que expresan nestina.
Contracoloracién con hematoxilina. En la tabla localizada a la derecha de la figura

se mencionan los reactivos utilizados.

Cuantificacién: Con el objetivo de medir el area de tincidon positiva

para la expresion de nestina se analizaron imagenes digitalizadas como
previamente describimos para la evaluacién del drea ocupada por vasos en
la seccion 4.1.1. Se cuantificd especificamente el drea de vasos sanguineos

gue expresan este filamento en relacidn al area total ocupada por los vasos.

5.1.2- Proliferacion de células endoteliales

En ambos grupos de animales experimentales se evalud la
proliferacidon de las células endoteliales a través de la incorporaciéon de BrdU.
Para ellos se utiliz6 una metodologia de doble IHQ que bdasicamente
consiste de dos IHQ sucesivas. En una primera instancia se realiza la
inmunomarcacion de BrdU como se describid previamente en la seccion
4.1.2. Luego del revelado, se sumergen los cortes histoldgicos en PBS y se
continla con una segunda IHQ para la deteccién de las células que
expresan nestina (Tabla 7), de tal manera de poder identificar las células

endoteliales que expresan nestina y que estan proliferando (Figura 27).
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Tabla 7. Protocolo basico de la segunda parte de una doble IHQ

Lavado y recuperacion antigénica

Calentamiento en Horno microondas. Buffer

Citrato 0.01 M, pH: 6

Calentar 10 min a 100% de

potencia y 20 min apagado.

PBS 5 min

Segundo Anticuerpo Primario

Anticuerpo anti-nestina 1:200 14 - 16 hs (en camara
humeda) a 4°C

PBS 15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo antiratén biotinilado 1:80

PBS

Extravidina-peroxidasa 1:150

PBS

Sustrato enzimatico (3,3 ul de H,O0, 30 vol) +
cromégeno (1,65mg de DAB) + 39,72 mg de
NiCl, disueltos en 3,3 ml de 0,05 M Tris-HCI (pH
7,5)

Agua destilada

30 min (en cdmara himeda)
5 min
30 min (en camara hiumeda)
5 min

10 min

5 min

destilada. Deshidratar y montar

Contracoloraciéon: Se utiliza Nuclear Fast Red 1min y luego se lava en agua

Figura

120 umag,

27: Fotomicrografia

representativa de la doble IHQ para la
determinacion de las células endoteliales
que expresan nestina y que ademas han
incorporado BrdU. La flecha negra sefala

una célula endotelial que expresa nestina

y prolifera, mientras que la flecha azul indica una célula endotelial que expresa

nestina pero que no esta proliferando.

Cuantificacién: El porcentaje de células endoteliales proliferando se

calculd dividiendo el niumero de células doblemente marcadas (BrdU-nestina)

por el niumero de células endoteliales positivas para la marcacion con el

anticuerpo anti-nestina. La evaluacidon se realiz6 sobre un total de 100

vasos sanguineos en la regién subepitelial del Utero.
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5.1.3- Expresion del VEGF

Estudio sobre la proteina de VEGF: en cortes histolégicos de 5 um de
espesor se realizaron IHQ para evaluar la expresion de la proteina del VEGF.
El protocolo utilizado fue el descripto en la secciéon 4.3.2.5. Se obtuvieron
imagenes de las muestras ensayadas que fueron analizados en un software
adecuado, determinandose por densitometria la DOI del VEGF en la regién

subepitelial del Gtero.

Estudio sobre el ARNm de VEGF: a partir de las muestras de Utero
congeladas se realizd la extraccién del ARN total siguiendo el protocolo
descripto en la seccién 4.1.4.1. Posteriormente, se determind la expresion
del ARNm del VEGF mediante ensayos de PCR en tiempo real. Esta
metodologia se basa en la deteccién y cuantificacién ciclo a ciclo de una
molécula fluorescente. La técnica empleada en nuestro laboratorio consiste
en la deteccion de ADN amplificado por la insercién del colorante
fluorescente SYBR Green I (Cambrex Corp., East Rutherford, NIJ). La
fluorescencia es detectada y leida por un fluordmetro acoplado al
termociclador a medida que transcurre la reaccion de PCR (ADN Engine

Opticon System, Bio-Rad Laboratories, Inc. Waltham, MA).

Para las amplificaciones de los ADNc, 5 ul de ADNc se combinaron con
una mezcla conteniendo 2,5 U de Tag-ADN polimerasa (Invitrogen), 2 mM
MgCl, (Invitrogen), 0,2 mM de cada uno de los cuatro dNTP (Promega) y 10
pmol de cada oligonucledtido (Invitrogen) en un volumen final de 25 ul de la
solucion reguladora de la reaccién con 1X SYBR Green. El protocolo de
ciclado empleado es el que se describid previamente para la evaluacion del
VEGF en el cérvix durante la gestacion. Luego de un suficiente nimero de
ciclos (40 aproximadamente) se realizé una curva de desnaturalizacion para
determinar la especificidad de los productos amplificados de la siguiente
manera: 97°C por 15 s (desnaturalizacién), 60°C por 20 s, luego
incrementar gradualmente a 97°C por 20 min, finalmente se calienta a 97°C

por 15 s.

El cdlculo de los niveles de expresion relativa de cada muestra, se

realizé utilizando el método del ciclo umbral (C;) (Higuchi y col. 1993).
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En nuestros experimentos, el valor de C; para cada muestra fue
calculado usando el software Opticon Monitor Analysis (MJ Research) y la
eficiencia de la reaccion de PCR fue evaluada realizando amplificaciones a
partir de diluciones seriadas (alrededor de 5 ordenes de magnitud) de los
fragmentos de ADNc de los transcriptos en estudio. Adecuadamente, el
aumento o disminucién de la expresién en relacién a los valores controles
fue calculada para cada muestra utilizando la ecuacién 2™4°7, donde el AC;
es determinado restando el valor de C; correspondiente a la expresién de la
18S ribosomal (control interno) del C; especifico para cada muestra vy
condicion experimental (ACt = Cr (veer) - Ct (18s)) Y €l AAC: se obtiene
sustrayendo el ACy de cada grupo experimental del grupo control (AACt =
ACT (grupo tratado) - ACT (grupo controly) (User Bulletin n° 2, ABI PRISM 7900HT
Sequence Detection System).

5.2- Efecto de la exposicidon neonatal a xenoestrégenos sobre el
proceso de angiogénesis uterino

Este experimento se realizd para evaluar los efectos a largo plazo de
la exposicion neonatal a xenoestrogenos sobre el Gtero, usando el modelo

de reemplazo hormonal caracterizado en el punto 5.1.

El diseno experimental consistié de ratas prefiadas que al momento
del parto (dia 0) fueron dejadas con 10 crias. Las crias hembras fueron
expuestas el dia postnatal (DPN) 1, 3, 5 y 7 a bajas dosis de los
xenoestrogenos DES (Sigma) en una concentracion de 0,2 ug/kg/dia y BPA
(Sigma) en una dosis de 0,05 mg/kg/dia (BPA.05) o 20mg/kg/dia
(BPA20). Los animales controles fueron inyectados los mismos dias con un
volumen igual de aceite de maiz (Figura 28). Durante el tratamiento no se
observaron signos de toxicidad, ni diferencias en la ganancia de peso entre

los animales expuestos a xenoestrogenos y los animales controles.

Las hembras fueron destetadas a los 21 dias de edad. A partir de
entonces se las dejé crecer hasta los 80 dias de vida. Estos animales no
mostraron diferencias en el comienzo de la pubertad, evaluado por la edad
a la cual se observaba la apertura vaginal. A los 80 dias los animales se

dividieron en dos grupos: un grupo de animales fueron ovariectomizados
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(como se describido en la seccién 2.2.2), luego de dejarlos 10 dias para
favorecer la regresion del endometrio fueron sometido al mismo tratamiento
de reemplazo hormonal descritpo en la seccion anterior (5.1). El otro grupo
de animales fue destinado para estudiar los efectos de la exposicidn

neonatal a xenoestrogenos sobre la fertilidad (se describe en la seccion 5.3).

El disefio del experimento es resumido y esquematizado en la

siguiente figura:

Ratas (Wistar) hembras recien nacidas
asignadas a 4 grupos experimentales

Control DES BPA BPA
(aceite de maiz)| (0,2ug/kg/dia) | (0.05mg/kg/dia)| (20mg/kg/dia)

y

Tratadas DPN 1,3, 5y 7

\

Destetadas DPN 21

\

DFI'ﬂ: 80

| |
OVX Test de fertilidad

\

DPN 90
Tratamiento hormonal
Dia1: Pg
Dia 2: Pg
Dia 3: Pg + Eg

Figura 28: Esquema del disefio experimental empleado para evaluar el efecto de la

exposicién neonatal a xenoestrogenos. DPN: dia postnatal

En el grupo de animales OVX y sometidos a tratamiento hormonal

evaluamos los parametros que se describen a continuacion.
5.2.1- Area ocupada por nestina

La determinacion de este parametro se realizé tal cual se describio en

la caracterizacién del modelo empleado (seccién 5.1.1).
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5.2.2- Proliferacion de células endoteliales
El porcentaje de células endoteliales en proliferacidon se determindé por

doble IHQ como previamente se comentd en la seccién 5.1.2.

5.2.3- Expresion del VEGF
La expresién de la proteina del VEGF se realizé por IHQ como se

describio en la seccidon 5.1.3.

La evaluacién del ARNm total del VEGF se hizo por PCR en tiempo
real (secciéon 5.1.3) y ademas se evalud la expresion de las variantes de
empalme alternativo del VEGF. La determinacién se realizé6 por RT-PCR tal
como se describid en la seccidn 4.1.4. Se cuantificé la expresién relativa de
cada una de las variantes de empalme a partir de la evaluacion de la DOI de

cada una de las bandas resueltas en un gel de agarosa.

Para todas las PCR se utilizd la expresion de la subunidad 18S
ribosomal como control interno de carga de ADNc. La secuencia de los
oligonucléotido empleados es la siguiente: sentido 5’-
CAACTTTCGATGGTAGTCGC-3’, antisentido: 5'-CGCTATTGGAGCTGGAATTAC-
3’, generando un producto de 285 pb.

5.2.4- Expresion de receptores de hormonas esteroides (REa y
RP)

La evaluacion de las células que expresan REa y RP fue realizada por
doble IHQ (Figura 29): REa/Nestina y RP/Nestina siguiendo el protocolo

descripto en las tablas 5y 7.
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Anticuerpo primario Anti-REa
Clon 6F-11
Dilucion utilizada 1:200

Anticuerpo secundario | Antiraton 1:80
biotinilado
Extravidina peroxidasa 1:150
Cromégeno empleado | DAB

*proveedor: Novocastra, Newcastle
upon Tyne, UK

Anticuerpo primario Anti-RP”
Dilucion utilizada 1:500
Anticuerpo secundario | Anticonejo
biotinilado 1:200

Extravidina peroxidasa | 1:150
Cromégeno empleado | DAB

' *proveedor: Dako, Glostrup, Denmark

Figura 29: Fotomicrografia representativa de la doble IHQ para la deteccién de
células endoteliales expresando el REa (A) y RP (B). Las condiciones del
anticuerpo anti-nestina y su sistema de revelado es el descripto anteriormente. Las
flechas negras sefialan células endoteliales coexpresando el REa y nestina y las
flechas azules indican células endoteliales que expresan solamente nestina.
Observese que el RP coexpresa con el marcador de nestina en la mayoria de las
células enoteliales. Las tablas a la derecha de las figuras muestran las condiciones

de los reactivos empleados en la primera parte del ensayo de IHQ.

Cuantificacién: La evaluacidn se realizé diferencialmente en la region

subepitelial y en las células endoteliales. La cuantificacién sobre el
compartimiento subepitelial fue realizada por analisis de las imagenes como
se describi6 en la seccion 4.1.1. Las imagenes inmunotefidas fueron
convertidas a escala de grises, se delimité el compartimiento subepitelial
estromal (un area de 300 um de espesor adyacente al epitelio, desde la
membrana basal hacia las capas mas externas) y se le midié la DOI como
una combinacidn lineal entre el promedio de intensidades de grises y el area
relativa ocupada por células positivas. El resultado se expresé como

unidades arbitrarias.

Las células endoteliales se cuantificaron como porcentaje de células

endoteliales doblemente positivas (RP o REa -nestina) en funcion de las
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células endoteliales positivas para nestina. Se cuantificaron un total de 100
vasos sanguineos positivos para la marcacién de nestina por muestra de

utero.

5.2.5- Expresion de coreguladores de la accion de los
receptores de hormonas esteroides (SMRT y SRC-3).
Para la determinacion por IHQ de estos dos coreguladores se

generaron los anticuerpos especificos como se detalla a continuacion.

5.2.5.1- Obtencidon de antigenos recombinantes en células procariotas

Las proteinas recombinantes que se generaron corresponden a
porciones antigénicas del SMRT y SRC-3 predichas de rata. El antigeno de
SRC-3 incluyd la region correspondiente a los aminoacidos 581-650
(nimero de acceso XP_215947) y el de SMRT fue compuesto de los
aminoacidos 1946-1995 (numero de acceso XP_341073).

Para la produccién de estos antigenos se utilizé un procedimiento
preparado para expresar una fusion del SMRT o SRC-3 con glutation-S-
transferasa (GST) de Schistosoma japonicum. (GST Gene Fusion System,
Handbook, Amersham Bioscienses). Los pasos realizados son los que se

detallan a continuacion:

a) Amplificaciéon de la region codificante del ARNm de SMRT y SRC-3
y posterior clonado en el vector pGEX-4T3: Se comienza con la purificaciéon
del ARN total proveniente de Utero de rata como se describié previamente
(seccién 4.1.4.1). Luego se realiza una RT seguida de una PCR utilizando
oligonucledtidos disefiados especificamente para agregar sitios de cortes
para enzimas de restriccion (Xhol: CTCGAG, EcoRI:GAATTC, Tabla 8) que

permiten un clonado direccional.
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Tabla 8. Secuencia de oligonucledtidos especificos

Oligonucledtidos Secuencia Tamarno
SMRT (s) para 5'-TATTTGAATTCAACAGCCATCGCCCGCAC -3’ 180 pb
clonado

SMTR (as) para 5-TTTGCTCGAGTCAGTGGTAACCCAGAGAAC-3’

clonado

SRC-3 (s) para 5'-AGGGGAATTCGTCAAACAGCAGGGATCAC-3’ 240 pb
clonado
SRC-3 (as) para 5'-TTTTCTCGAGTCAAGAGGGGCTGGTGACAC-3’

clonado

(s) oligonucledtido sentido
(as) oligonucledtido antisentido

Los nucledtidos subrayados indican los sitios de corte con enzimas de restriccion.

El producto de amplificacion por PCR se digiere con las enzimas Xhol
y EcoRl y se liga al vector pGEX 4-T3 (Amersham Biosciences) digerido con
las mismas enzimas. De esta forma, el marco de lectura de SMRT o SRC-3
gueda en fase con el de la GST. Asi, los constructos ([pGEX 4-T3/SMRT] o
[PGEX 4-T3/SRC-3]) dirigen la sintesis de la proteina de fusién GST-SMRT vy
GST-SRC-3 respectivamente.

b) Expresion de la proteina de fusién: Con el ADN plasmidico
purificado se transforman células E. coli IM109 (Stratagene) por el método
del CaCl, (Sambrook y col. 2001), escalando el cultivo a 200 ml (Maniatis y
col. 1982, Baneyx 1999). La expresién de las proteinas de fusién se induce

con el agregado de IPTG (Promega) en una concentracion final de 250 nM.

c) Purificacién de las proteinas de fusion: Las células se cosecharon y
se lisaron por sonicado. A partir del lisado se purificaron las proteinas de
fusion por cromatografia utilizando columnas de glutatién-sefarosa Fast
Flow (Amersham Biosciences). Se recogieron las fracciones de elusion, cuya
concentracidon de proteina se evalud por medio de la absorbancia 280nm.
Las fracciones obtenidas fueron sembradas y corridas en un gel de
poliacrilamida del 5 al 20% para evaluar su pureza relativa. Se juntaron
todas las fracciones que contenian proteina y se las concentrd utilizando

tubos de filtracion forzada (Centricon, limite de paso 10 KDa, Millipore).
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Luego, la cantidad total de proteinas se evalud cuantitativamente en un

espectrofotdmetro a 280nm.

5.2.5.2- Obtencidon, caracterizacién y purificacion de anticuerpos

policlonales monoespecificos de conejo

a) Inoculacion de los conejos: Una vez obtenidas las proteinas de
fusion purificadas (GST-SMRT y GST-SRC-3) se procedid a la inoculacion de
dos conejos, uno para cada antigeno de acuerdo al siguiente protocolo
(Vaitukaitis y col. 1971, Harlow y Lane 1998):

- Se tomd una muestra de sangre de la cual se obtuvo el suero basal
y luego se inoculé cada antigeno,

- Se inyectd en forma subcutanea 100 pl por sitio, de la preparacion
constituida por 300 pg de cada antigeno en 300 ul de PBS y 300 ul de
adyuvante completo de Freund.

- Quince dias después se realizé una nueva inoculacion de la misma
preparacion antes descripta, pero esta vez utilizando adyuvante incompleto
de Freund. Este procedimiento se repitid dos veces cada 15 dias, finalizando
el proceso de inoculaciéon a los 60 dias de la primera inoculaciéon. En ese
momento se extrajo de cada conejo una muestra de sangre que se incubd a
37°C para facilitar la exudacion del suero, luego de lo cual fueron
centrifugadas a 2500 rpm durante 20 minutos. El suero se almacend a -
200°C.

b) Evaluacién del titulo de anticuerpo: Para seguir la evolucién del
titulo de los anticuerpos se realizaron ensayos de ELISA indirectos. Para
esto se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con
200 ng del antigeno en solucién de sensibilizacién (carbonato/bicarbonato
de sodio 50 mM, pH 9,6). Estas placas se incubaron toda la noche a 4°C.
Luego de realizar lavados con PBS se bloquearon los sitios de interaccién
inespecifica con PBS-leche 4% vy se incubaron durante 90 min a 37°C.
Seguidamente se lavd con PBS-Tween 20 y se agregaron 100 pul de
diluciones de los antisueros en una solucién tampdn de ELISA (PBS-Leche +
0,05% Tween 20). Se incubaron durante 90 minutos a 37°C. Luego del
lavado se adiciond a cada placa 100 pl de anticuerpos de cabra anti-

inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa, diluidos
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1/1500 en la misma solucion reguladora y se incubd durante 1 h a 37°C.
Finalmente, luego del lavado con PBS-Tween 20 se llevé a cabo la reaccion
enzimatica empleando una solucidn reveladora de TMB (Tetramethyl
Benzidine, ZYMED) lista para usar. La incubacién se realizé en oscuridad y a
temperatura ambiente. Si el titulo de anticuerpo es adecuado (obteniéndose
una diferencia de por lo menos 2 6rdenes entre la reacciéon de GST y GST-
SMRT o GST-SRC-3) se procedid al sacrificio del conejo por decapitacion. Se
recogid la sangre y se la procesé para la obtencion del antisuero

correspondiente.

c) Purificacion de los anticuerpos especificos: Se realizd una
cromatografia de afinidad para IgG especificas de 5-8 ml del antisuero
mediante el uso de una columna HiTrap NHS-Sefarosa activada (Amersham)
a la cual se le acoplé 10 mg del antigeno pertinente. A las fracciones de
elusion se las concentrd utilizando tubos de filtracién forzada (Centricon,
limite de paso 30 KDa, Millipore). La elusion de los anticuerpos se evalud

cuantitativamente por espectroscopia UV.

d) Caracterizacion de los anticuerpos generados por Western blot e
IHQ.

Para caracterizar los anticuerpos producidos (anti-SMRT y anti-SRC-3)
por Western blot, se obtuvieron extractos proteicos de (tero, mama,
prostata y cerebro de rata. Los homogenatos de proteinas se separaron por
electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida-duodecil sulfato
de sodio del 4-20% vy luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada 5% en PBS
durante toda la noche a 4°C para prevenir uniones inespecificas. Al dia
siguiente, se realizaron 3 lavados con TBST (TBST: solucidn tampodn Tris
con Tween) y se incubd con el anticuerpo anti-SMRT o anti-SRC-3 en TBST-
leche 2% durante 1:30 h. Luego, la membrana se lavé con TBST y se
incubd con anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo generado en cabra
marcado con peroxidasa (Amersham), diluido 1/2500 en TBST-leche 2%. La
membrana se lavd 3 veces con TBST y la reaccién se visualizé utilizando
DAB 0,5 mg/ml (Sigma) como sustrato de la enzima ligada al anticuerpo

secundario.
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Los anticuerpos generados fueron evaluados por IHQ en distintos
tejidos de rata (mama, prostata, atero, cerebro). Para determinar la
especificidad de la reaccion IHQ se ensayaron muestras en las cuales el
anticuerpo fue previamente incubado con el antigeno. Para investigar la
expresion de estos coreguladores en nuestro experimento se empled la
técnica de IHQ previamente descripta (tabla 4). El anticuerpo anti-SMRT se
utilizé diluido 1:50 y el anti-SRC-3 1:150. El sistema de revelado consistid
en IgG de cabra anti-IgG de conejo biotinilada 1:200 seguido de

estravidina-peroxidasa 1:150 y como cromdgeno se usé DAB.

Cuantificacién. La cuantificacion de los mismos fue realizada por

andlisis de imagenes, evaluando la DOI de la expresién positiva en el
compartimiento subepitelial como se describid en el punto anterior para los

receptores de esteroides.

5.3- Efectos de la exposicion neonatal a xenoestréogenos sobre la
fertilidad de la hembra

El segundo grupo de animales que habian sido tratados
neonatalmente con xenoestrégenos (seccion 5.2) y luego se los habia
dejado crecer hasta los 80 dias de edad fueron destinados al estudio del
efecto de lo xenoestrégenos sobre la fertilidad. Para ello, las hembras
controles y tratadas con DES o BPA fueron puestas en jaulas con machos de
la misma cepa y de fertilidad comprobada. Todas las mafiana se procedia a
hacer extendidos vaginales, en gota fresca, observando al microscopio
optico la presencia de espermatozoides como confirmacién de la prefiez del
animal. Este dia se consideraba el dia 1 de la gestacién. Las hembras que
presentaron un extendido vaginal positivo para espermatozoides, fueron
separadas de los machos, colocadas en jaulas individuales y sacrificadas
entre el D18-D20 de gestacion. Las hembras que no mostraban un
extendido vaginal positivo se las mantuvo con el macho durante dos
semanas consecutivas para aumentar al maximo la posibilidad de prefiez.
Se selecciond entre el D18-D20 de gestacién para sacrificar los animales
debido a que en esta etapa se puede contar facilmente el nimero de
cuerpos luteos (CL), reflejando el numero de ovocitos ovulados, por

visualizacion directa con una lupa esteroscépica (Leica Corp, Buffalo, NY).
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Cuando la prenez fue confirmada, el niumero de CL fue determinado y al
mismo tiempo se cuantificé el nimero de sitios de implantacion los cuales
fueron clasificados como fetos viables y sitios de reabsorcién (embriones
que han implantado y cuyo crecimiento no progresé o involuciond) (Figura
30).

Figura 30: Fotografia del Utero y ovarios de una rata prefiada control en D18 de
gestaciéon. Se observan los ovarios (en circulos amarillos) y los cuernos uterinos con
los fetos implantados (flechas azules). La foto de la derecha muestra a mayor
aumento los ovarios en los cuales claramente se pueden visualizar los cuerpos

|Uteos (asterisco).

Los siguientes parametros de fertilidad fueron evaluados en los

diferentes grupos experimentales:

numero de hembras no prefiadas x 100
Porcentaje de falla de prefiez =

numero de hembras apareadas con machos

Numero de CL = CL del ovario derecho + CL del ovario izquierdo

Numero de sitios de implantaciéon = sitios de implantacion sobre los 2 cuernos

uterinos

Numero de sitios de reabsorcién = sitios (observados como cicatrices) sobre los
cuernos uterinos, donde hubo implantacidn

pero el embrién no se desarrolld

an



Materiales y métodos

NUmero de sitios en desarrollo = sitios sobre los cuernos uterinos donde el
embriéon se esta desarrollando (n° sitios

implantacién - n° sitios de resorcién)

6. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron utilizando analisis de variancia no
paramétrico intergrupos de Kruskal-Wallis, seguido del post-test de Dunn
para comparar cada grupo experimental con el grupo control. Para la
comparacion entre 2 grupos se utilizd el test no paramétrico Mann-Whitney.
Cuando fue necesario se utilizé el analisis de Pearson para realizar pruebas
de correlacion entre determinadas variables medidas (Siegel, 1956). En

todos los casos un p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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CAPITULO 1

Angiogénesis en el cérvix uterino de la rata durante la gestacion

En esta primera parte de la tesis describimos los cambios vasculares
experimentados por el cérvix uterino de la rata como respuesta fisiolégica a

las modificaciones celulares vy tisulares durante la prefiez.

1- Evaluacién de parametros angiogénicos
1.1- Proliferacion endotelial

La incorporacion de BrdU en las células endoteliales mostré un
aumento significativo a medida que transcurre la prefiez, sin encontrarse
diferencias en la distribucion de células endoteliales positivas para la
marcacién de BrdU entre los vasos que componen el estroma subepitelial y

la region muscular del cérvix uterino (Figura 31 A).

1.2- Area vascular

Mediante la deteccion por IHQ del antigeno especifico de células
endoteliales (el factor de von Willebrand, FvW), se determinaron por
andlisis de imagenes dos areas vasculares diferentes, las cuales se
cuantificaron de acuerdo a lo descripto en la seccion 4.1.1 de materiales y
métodos (M y M). Una de ellas, el area vascular absoluta (que evallua el
area total ocupada por vasos), aumentd significativamente durante la
prefiez, alcanzando los maximos valores antes del parto (Figura 31 B). Sin
embargo, el area vascular relativa (que evalua el drea ocupada por vasos
en relacién al area total de la pared del cérvix), no mostrd diferencias
significativas entre los diferentes dias de la gestacién estudiados (Figura 31
C). Este resultado sugiere que el crecimiento del compartimiento vascular
se produjo en paralelo con el incremento tisular que experimenta el cérvix

uterino a lo largo de la gestacion.

1.3- Maduracioén vascular
El indice de maduracién vascular (determinado por la detecciéon IHQ
de alfa actina de musculo liso en pericitos y en células musculares lisas de

los vasos) mostrd altos valores en el D12 de prefiez, para luego disminuir
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significativamente los D14 y D15. A partir de D18 y hasta el dia del parto
(D23) se observé un incremento en la proporcidon de vasos maduros (Figura
31 D).
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Figura 31: Parametros angiogénicos en el cérvix uterino de la rata durante la
prefiez. (A) Porcentaje de células endoteliales positivas para la detecciéon BrdU en
las células endoteliales del estroma subepitelial y la regién muscular. (B) Area
vascular absoluta, expresada como pm? x 1000 y (C) 4&rea vascular relativa,
expresada como porcentaje del area vascular respecto del area cervical total. (D)
Cuantificacion del indice de maduracion vascular expresado como porcentaje de
vasos maduros respecto del area vascular del cérvix uterino. Las barras
representan valores promedio + el error estandar de 5-6 animales/dia de prefez.
Los valores promedios con diferentes letras representan diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

1.4- Expresion del VEGF

a) Determinacion del ARNm de VEGF

De acuerdo a lo descrito en la seccién 4.1.4 de M y M, la evaluacién
de la expresiéon del ARNm del VEGF se realiz6 por RT-PCR competitiva

94



Resultados

usando oligonucledtidos especificos (Tabla 5 de M y M) que producen un
producto de 320 pb y que también amplifican el ADN competidor dando un
producto de aproximadamente 290 pb. La reproducibilidad y precisidon de
las diferentes amplificaciones de PCR competitiva fueron evaluadas por las
pendientes y los r? resultantes de graficar la DOI del competidor/DOI del
VEGF como funcién de la cantidad de competidor adicionada a la reaccion.
La ausencia de diferencias importantes en estos parametros demostré la

fortaleza de esta metodologia para ser usada en el experimento (Figura 32).
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Figura 32: Transcripcion reversa seguida de PCR competitiva del ARNm del VEGF
en el cérvix uterino de la rata durante la prenez. Los productos de la PCR (ADN del
VEGF en el cérvix uterino-VEGF- y ADN del competidor-comp.) son mostrados en
los geles de agarosa representativo de cada dia de la gestacion estudiado. En las
graficas, las flechas indican el logaritmo del punto de equivalencia (definido como la
relacion entre la DOI del competidor y la del VEGF igual a 1) y los valores sobre el

eje x marcan el correspondiente niumero de copia inicial del ARNm del VEGF.
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Para los diferentes dias de la gestacidon y para cada PCR competitiva
realizada se determind el nUmero de copias iniciales del ARNm del VEGF.
Los resultados mostraron que los niveles de expresion cambiaron
significativamente durante la prefiez siendo mayor en D14 y D18
comparado con D12 y D22 (p<0,05; Figura 33).

7.5
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ARNmM del VEGF
(attomoles/pg RNA total)

0.0
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Figura 33: Cuantificacion del ARNm del VEGF determinado por RT-PCR
competitiva. Los valores son expresados como el promedio + el error estandar de 6
animales por grupo. Los valores promedios con diferentes letras representan

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

b) Determinaciéon de las variantes de empalme alternativo del VEGF

Debido a que las diferentes variantes de empalme del ARNm del
VEGF presentan diferencias funcionales, investigamos su expresién
diferencial en el cérvix uterino durante la segunda mitad de la gestacion.
Observamos que el cérvix uterino expreso las variantes VEGFi,9, VEGFie4 Y
VEGFigs ¥ que los niveles de expresidn relativa de estos transcriptos fueron:
VEGFi64 > VEGFg3 > VEGF;,5o (Figura 34). Ademas la contribucion relativa
de cada una de las variantes a la expresion total del ARNm VEGF no mostré
cambios, sugiriendo que el mecanismo de empalme alternativo del ARNm

del VEGF no se modificé durante la gestacion.
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Figura 34: Analisis de las variantes de empalme del ARNm del VEGF en el cérvix
uterino durante la prefiez. La imagen de la izquierda muestra un gel representativo
de los productos obtenidos por RT-PCR. Las bandas que se observan se
corresponden con las tres principales variantes del VEGF: VEGF;,0 (126 pb), VEGFig4
(258 pb) y VEGFigs (330 pb). PM: patrén de peso molecular. La grafica de la
derecha se corresponde con la evaluacion de la cantidad relativa de las variantes
del ARNm del VEGF cuantificada por densitometria. Las barras representan los

valores promedios + el error estandar de 6 animales por grupo.

1.4.1- Asociacion entre proliferacion endotelial y expresion del
ARNmM del VEGF

Debido a que es ampliamente conocido que el VEGF es el principal
mediador de la angiogénesis y, mas especificamente, de la proliferacion de
las células endoteliales, se analizd en forma conjunta los resultados
obtenidos para estos dos parametros en el cérvix uterino durante la
gestacion. Se observé que el patrén de proliferacién endotelial en el cérvix
uterino durante la prefiez (Figura 35 A) presentaba un patrén temporal
similar al observado para la expresién del ARNm del VEGF (Figura 35 B),
con valores mas altos en el D14 y D18 comparado con D12. Como
consecuencia de esta observacién se realizdé un analisis de correlacién entre
dichas variables, confirmandose una asociacion positiva y significativa entre
ellas (Figura 35 C).
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Figura 35: Proliferacién endotelial y expresion del ARNm del VEGF durante la
segunda mitad de la prefiez. (A) Niveles de expresion del ARNm del VEGF,
evaluados por RT-PCR competitiva, en diferentes dias de la prefiez. (B) Porcentaje
de proliferacién de células endoteliales determinada por la incorporacion de BrdU en
los D12, D14, D18 y D22 de gestacién. (C) Grafica de correlacion entre los
resultados presentados en las graficas (A) y (B). Las barras representan los
valores promedios + el error estandar de 6 animales por grupo. Las letras diferentes

indican diferencia significativa estadisticamente (p<0,05)

2. Control de la angiogénesis del cérvix uterino durante la gestacion

Los resultados presentados hasta el momento demuestran que en el
cérvix uterino de la rata durante la gestacion ocurren importantes cambios
vasculares que reflejan la existencia de un proceso de angiogénesis, sin
embargo, no se conoce cual/cuales son los mecanismos involucrados en su
control. En este trabajo de tesis evaluamos dos posibles vias de control:
una regulada por hormonas esteroides y otra regulada por mediadores
quimicos contenidos en los granulos secretorios de células del sistema

inmune.

2.1- Evaluacién de los niveles séricos de E»

Utilizando la metodologia de radioinmunoensayos previamente
descripta en la seccién 4.2 de M y M se determinaron las concentraciones
séricas de E, de animales prefados pertenecientes a nuestra colonia. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 36: Determinacion de los
niveles séricos de E, durante la
gestacion evaluados por radio-
inmunoensayos. Las barras
representan los valores promedios
+ el error estandar de al menos 3

animales por grupo.

Conociendo que el gen del VEGF es regulado por E, consideramos si

existe alguna asociacién entre los niveles circulantes de esta hormona y la

angiogénesis del cérvix uterino. Para ello se realizd un estudio de

correlacién entre:

— E, y la expresion del ARNm del VEGF (Figura 37 A)

— E, y la proliferacion de las células endoteliales (Figura 37 B)
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Figura 37: Estudios de correlacidn entre las concentraciones séricas de E, y la

expresion del ARNm de VEGF (A) y la proliferaciéon endotelial (B). Los valores de

p<0,05 indican significancia estadistica de los resultados.

Los resultados de estos analisis demostraron que los niveles séricos

de E; se asociaron positivamente, tanto con la expresién del VEGF como con

la proliferacion endotelial. Lo que sugiere que el E, podria ser un importante

modulador de la angiogénesis en el cérvix uterino.
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2.2- Evaluacioén de células del sistema inmune

Otra posible via de control de la angiogénesis cervical que estudiamos
fue la regulacion mediada por células del sistema inmune, y especialmente
la participacion de MC en este evento. Como primer paso se describid la
cinética de infiltracion de esta célula en el cérvix uterino de la rata en
diferentes situaciones fisioldgicas, para luego focalizarnos en evaluar su

participacion en la angiogénesis del cérvix uterino durante la prefez.

2.2.1- Densidad de MC

Conforme a lo descrito en M y M la inmunodeteccién de MC se realizd
utilizando un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteasa I contenida en
los granulos de los MC (RMCPI). La evaluacion se llevé a cabo en el estroma

del cérvix uterino en las siguientes situaciones fisioldgicas:

- Ciclo estral: No se observaron diferencias significativas en las
densidades de MC presentes entre el diestro II (promedio + error estandar:

0,53 + 0,06) y el estro (promedio + error estandar: 0,36 = 0,13).

- Prefiez: La Figura 38 muestra los resultados de la cuantificacién de
MC durante la gestacidon. Se observd una mayor densidad de MC durante la
primera mitad de la gestacién (D9 y D12), mientras que durante la segunda
mitad de la prefiez (D14-D22) la cantidad de MC disminuyd
significativamente (p<0,05). Ademas, una mayor proporcion de MC
mostrando signos de degranulacion (evidenciados por halos citoplasmaticos
o granulos fuera de la célula) fueron observados frecuentemente durante la
primera mitad de la prefez (D9: 98,2 + 1,4 %; D12: 99,1 + 0,78%)
comparado con la segunda mitad (D14: 91,8 + 1,8%; D22: 90,8 + 1,2%).
Es importante resaltar la localizacién particular de estas células, que en
general se ubicaron en zonas cercanas a los vasos sanguineos del estroma

cervical (Figura 38 B).

- Postparto: Después del parto la densidad de MC aumentdé
significativamente permaneciendo elevada durante los tres dias evaluados,
alcanzando valores similares a los observados en la primera mitad de la

gestacion.
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Figura 38: Distribucion de MC en el estroma del cérvix uterino de la rata durante
la prefiez. (A) Cuantificacion de la densidad de volumen (Vv x 100) de MC,
observandose una disminucién a medida que avanza la gestacién y un aumento
considerable luego del parto. Las barras representan los valores promedios * el
error estandar de 5-6 animales por grupo. Las letras diferentes sobre las barras
representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). (B) Campo
representativo mostrando la distribucion de MC (flecha) en el D12 de gestacién. La
insercidon muestra a mayor aumento la localizacién perivascular de los MC.

Contracoloracion con hematoxilina. vs: vasos sanguineos. Escala: 25 um.

2.2.2- Participacion de los MC en la angiogénesis del cérvix uterino
durante la gestacion

Con el objetivo de evaluar si los MC intervienen en el control del
proceso de angiogénesis en el cérvix uterino durante la gestacion se disefid
un experimento utilizando cromoglicato de sodio como estabilizador de la
degranulacion de éstas células. Sobre la base de los resultados presentados
en el punto anterior, el tratamiento de inhibicién de la degranulacién de MC
comenzd el D12 de gestacidon por dos razones: a) porque coincide con la
mayor densidad de ésta célula en el cérvix uterino y b) para evitar posibles
interferencias con el proceso de implantacion del embrion. El protocolo
experimental empleado fue descrito en la secciéon 4.3.2 de M y M. A todos
los animales (tratados y controles) se les evalud la ganancia de peso a lo
largo de la gestacion y el tamafio de las camadas al momento del sacrificio.
No se observaron diferencias entre los grupos experimentales lo que nos

permitié concluir que no habria signos de toxicidad aguda o crénica.
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Para valorar la efectividad del tratamiento con cromoglicato de sodio
se evalud si los animales tratados presentaban cambios en la densidad de
MC presentes en el cérvix o si se modificaba el porcentaje de MC

degranulados.

2.2.2.1- Densidad de MC
Los animales tratados con el estabilizador de la degranulacién de MC
mostraron una distribucion de MC idéntica a la de los animales controles,

sin observarse cambios en la densidad de volumen (Tabla 9).

Tabla 9. Densidad de MC en el cérvix uterino

D14 D18 D22

MC Control Tratado Control Tratado Control Tratado
(Vvx100) | 0,12+0,02 | 0,08+0,02 | 0,12+0,01 | 0,09+0,02 | 0,08+0,02 | 0,08+0,01

Los valores de la tabla se corresponden con valores promedios + el error estandar

de 5-6 animales por grupo

2.2.2.2- Porcentaje de MC degranulados

Debido a que no se observaron cambios en la densidad de MC
presentes en el cérvix uterino durante el tratamiento con cromoglicato de
sodio, a continuacion evaluamos la efectividad del tratamiento cuantificando
el porcentaje de MC degranulados y no degranulados. Para ello utilizamos el
mismo anticuerpo empleado para evaluar la densidad celular de MC. Las
evidencias usadas para definir MC degranulados fue la presencia de
granulos liberados del citoplasma al espacio pericelular y la presencia de
halos citoplasmaticos en los MC. Los MC con granulos densamente
empaquetados se los consider6 como no degranulados. Los resultados de
esta cuantificacidn mostraron que las ratas prefiadas tratadas con
estabilizador de MC tenian mas del 40% de MC no degranulados mientras
que, por el contrario, los MC presentes en los animales controles en su

mayoria presentaban signos de degranulacion.
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Tabla 10. Porcentaje de MC no degranulados

MC no D14 D18 D22

Degranu- | Control | Tratado Control Tratado | Control | Tratado

lados(%) | 8,2+0,5 45,6+2,5%  6,4:0,9 | 43,4:1,8% 9,1+0,8  8,3%1,6

Los valores de la tabla se corresponden con valores promedios + el error estandar

de 5-6 animales por grupo.
* indican que los valores de los grupos tratados son diferentes significativamente

respecto de los animales controles (p<0,05)

2.2.2.3- Determinacion de los niveles séricos de E,

Para descartar posibles efectos del tratamiento con cromoglicato de
sodio sobre la sintesis y el metabolismo de E, se midieron por RIA sus
niveles séricos en el D18 de prefiez. Como se observa en la Figura 39 no
hay diferencias significativas en las concentraciones de E; entre los animales

tratados con el estabilizador de MC y los controles.

351
% 30 — —— Figura 39: Niveles séricos de E; en
< 251 el D18 de prefiez de animales
% 201 controles y tratados con
EI 12 cromoglicato de sodio. Las barras
,‘f‘ ) representan los valores promedios +
- 0 el error estandar de 5-6 animales
Control Tratado por grupo.

2.2.2.4- Evaluacion de parametros angiogénicos
Para conocer el efecto de la inhibicion de la degranulacién de MC
sobre la angiogénesis del cérvix uterino durante la gestacién se evaluo:

proliferacién de células endoteliales

area vascular relativa

maduracion vascular

expresion de VEGF

El tratamiento con cromoglicato de sodio desde el D12 al D14 de

prefiez no modificd la proliferacion de las células endoteliales ni el area
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vascular relativa en el D14, respecto del grupo control. Por el contrario, el
indice de maduracion vascular aumentd significativamente en comparacion
al grupo control, indicando una mayor proporcion de vasos maduros (Tabla
11).

Tabla 11. Parametros angiogénicos en D14

Proliferacion Area vascular relativa Indice de maduracién
endotelial (26) (%0) vascular
Control Tratado Control Tratado Control Tratado

7,97+1,66 6,44+0,71 5,10+1,31 3,42+0,84 0,09+0,01 | 0,29+0,05*

Los valores de la tabla se corresponden con valores promedios + el error estandar
de 5-6 animales por grupo
* indican que los valores de los grupos tratados son diferentes significativamente

respecto de los animales controles (p<0,05)

En el D18 y D22 se observd una caida significativa en el indice de
células endoteliales en proliferacion tanto en el compartimiento subepitelial
como en la regiéon muscular de la pared del cérvix uterino (Figura 40 A). El
area vascular relativa también mostré una disminucién significativa en los
mismos dias evaluados (Figura 40 B). Con respecto al indice de maduracién
de los vasos, los animales tratados con cromoglicato de sodio mostraron en
el D18 y D22 una mayor area de alfa actina alrededor de los vasos
sanguineos en ambos compartimientos del estroma cervical, reflejando un
mayor indice de maduracién vascular en los grupos tratados con el
estabilizador de MC (Figura 40 C).

104



Resultados

g 124
2 -
° o-
o *
° I —_
c 6_
o)
S 34
o
o
2 o0
Cl18 T18 C22 T22
S c 907 *
g 1 T
S 4 N 5 60-
= T — T 5 *
g ES T
=] o ©
. * a2 . T
§ 2 T gf 30 -I—
> k)
g E
Z 0 0
C18 T18 C22 T22 C18 T18 C22 T22

Figura 40: Determinacion de parametros vasculares en ratas controles (C) y
tratadas con el estabilizador de MC (T) sacrificadas el D18 y el D22 de gestacidn.
Los resultados mostraron que, en ambos dias de prefiez, el tratamiento con
cromoglicato de sodio afectd significativamente la proliferacion de las células
endoteliales (A), el area vascular relativa (B) y el indice de maduracion vascular
(C). Las barras representan valores promedio = el error estandar de los grupos
controles y grupos tratados con estabilizador de MC de 5-6 animales por grupo. Los
asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

controles y tratados en el mismo dia de prefiez (p<0,05).

Los resultados presentados hasta aqui indican que la inhibicion de la
degranulacion de MC disminuyd la angiogénesis en el cérvix uterino de la
rata durante la gestacién. En base a esto y a que el VEGF esta intimamente
asociado con la angiogénesis, nos hicimos la siguiente pregunta: éLos MC
controlan la angiogénesis en el cérvix uterino por un camino dependiente
del VEGF? Para responder a esta pregunta se evalud la expresion del VEGF

en los animales tratados con cromoglicato de sodio desde el D12 hasta el

105



Resultados

D18 de gestacién. Se determiné en el D18 la expresion del ARNm de VEGF
(por RT-PCR competitiva), las variantes de empalme alternativo (por RT-

PCR multiple) y la proteina (por IHQ).

Los resultados demostraron que cuando se inhibié la degranulacién
de MC la expresidon del ARNm del VEGF disminuyd significativamente (Figura
41 A), mientras que no se observaron cambios en el proceso de empalme
alternativo del VEGF. Al igual que en el grupo control, la expresion de la
variante VEGF¢4 fue predominante respecto de las otras dos variantes de
empalme expresadas en el cérvix uterino (Figura 41 B). En cuanto a la
proteina del VEGF, la IHQ reveld una expresidn citoplasmatica intensa sobre
el epitelio luminar, el endotelio y las células musculares lisas, mientras que
no se detectd marcacion en los MC. La expresion del VEGF fue mas intensa
en regiones del cérvix cercanas al Utero, en cambio la region préxima a la
vagina presentd una marcaciéon mas suave. Es interesante destacar que los
animales tratados con cromoglicato de sodio mostraron una disminucién en
la expresidon de la proteina del VEGF en las células epiteliales (Figura 41 C y
D).
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Figura 41: Niveles de expresion del VEGF en el cérvix uterino de animales
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controles y tratados con cromoglicato de sodio, sacrificado en el D18 de gestacion.
(A) Expresion del ARNm del VEGF medido por RT-PCR competitiva. (B) Expresiéon
de las variantes de empalme del ARNm del VEGF determinada por RT-PCR.
Expresién de la proteina del VEGF evaluada por IHQ en animales controles (C) y
tratados con el estabilizador de MC (D). Los animales tratados con el inhibidor de la
degranulacion de MC mostraron una menor expresion del VEGF en las células
epiteliales (flecha). Contracoloracién con hematoxilina. C y D presentan la misma

escala.

2.2.3- Densidad de macréfagos

Debido a que los macréfagos son también células vinculadas con la
formacidon de vasos sanguineos estudiamos su distribucién tisular vy
asociacién con los MC en el cérvix uterino. Se comenzd determinando su
patron de distribucién temporal y espacial durante el ciclo estral, la prefiez y
los primeros dias postparto. Para la identificacion de macréfagos se usé el
anticuerpo monoclonal ED1 que mostrd un patréon de tincion granular dentro
del citoplasma. La cuantificacion se realizd en los mismos grupos

experimentales que se le evalud previamente la densidad de MC.

Independientemente del momento fisioldgico en el que se evaluaron,
la distribucién tisular de los macréfagos fue similar. En general, se los
observé en el subepitelio del cérvix uterino mostrando una distribucidn
dispersa, mientras que en la regidon muscular eran escasos y se ubicaban en
el tejido conectivo entre las fibras musculares. A continuaciéon se detallan
los resultados respecto a la densidad de éstas células en las diferentes

situaciones estudiadas.

- Ciclo estral: No se observaron diferencias significativas en las
densidades de macrofagos entre diestro II (promedio + error estandar: 2,62

+ 0,74) y estro (promedio + error estandar: 2,26 + 0,37).

- Prefiez: Se observd un incremento de la cantidad de macréfagos en
el cérvix uterino hacia el final de la gestacién, alcanzando los valores mas
altos antes del parto (D20 y D21) (Figura 42). Como dato interesante
podemos sefialar que los valores mas altos observados durante la prefiez

(ie: previo al parto) fueron similares a las densidades observadas durante el
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ciclo estral.

- Postparto: En los primeros dias después del parto la densidad de
macréfagos disminuyd a valores similares a los obtenidos en la primera

mitad de la prefiez (Figura 42).
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Figura 42: Distribucion de macroéfagos en el cérvix uterino a lo largo de la prefiez y
el postparto. Las densidades de macréfagos fueron cuantificadas como se definid
previamente en la seccién 4.3.3 de M y M. (A) En el tejido cervical se observé un
incremento de la cantidad de macroéfagos hacia el final de la prefez (D20 y D21)
mientras que durante el postparto los valores de (Vv) disminuyeron. En la figura (B)
y (C) se muestra diferencialmente la distribucion de macréfagos en el
compartimiento subepitelial y muscular de la pared del cérvix, siendo mayor la
densidad en la region subepitelial. Las barras representan los valores promedios *
el error estandar de 5-6 animales por grupo. Las letras diferentes sobre las barras

representan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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2.2.4- Asociacion entre MC y macréfagos

Cuando se compard el patron de densidades de macréfagos y MC en
el cérvix uterino durante la prefiez se aprecia un patréon de cambio inverso a
medida que nos acercamos al momento del parto. Para confirmar esta
asociacion se realizé un estudio de correlacién entre ambas células, del cual
resultd6 que la densidad de macrofagos se asocid significativa vy
negativamente con la densidad de MC (r= -0,75, p<0,005, Figura 43). En
funciéon de este resultado nos preguntamos si existia alguna asociacién
entre ambas células vy si la inhibicién de la degranulacion de MC afectaba el

nimero de macréfagos presentes en el cérvix uterino.
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Figura 43: Estudio de correlacion entre la densidad de MC y de macrofagos
presentes en el cérvix uterino a lo largo de la prenez. El valor de p<0,005 indican

significancia estadistica del resultado.

Para responder a este interrogante, se evalué la densidad de
macréfagos en los animales que fueron tratados con el estabilizador de MC.
La cuantificacion se realizé diferencialmente en cada compartimiento del
estroma cervical. En el D14 y D22 se detecté un aumento de la densidad de
macréfagos en la regidon muscular, mientras que en el D18 ambos
compartimientos (subepitelio y musculo) mostraron un nimero mayor de
macréfagos presentes en el cérvix uterino comparado con el grupo control
(Figura 44). Estos resultados sugieren que la densidad de macroéfagos en el
cérvix uterino durante la prefiez estaria modulada por la degranulacidon de
MC.
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Figura 44: Densidad de macréfagos en el cérvix uterino en D14, D18 y D22 de
prefiez de ratas controles (C) y tratadas con el estabilizador de MC (T). La densidad
de macrofagos se determind en toda la pared del cérvix uterino (A, D, G) y
diferencialmente en cada compartimiento estromal: subepitelio (B, E, H) y region
muscular (C, F, 1). Se observd que el tratamiento con cromoglicato de sodio
aumentd la densidad de macréfagos en el cérvix uterino de la rata durante la
prefiez. Las barras representan valores promedio % el error estandar de los grupos
controles (barras anaranjadas) y grupos tratados con estabilizador de MC (barras
celestes) de 5-6 animales por grupo. Los asteriscos representan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos controles y tratados en el mismo

dia de prenez (p<0.05).

Previamente describimos que, como consecuencia de la inhibicion de
la degranulacion de MC, se observaba una angiogénesis disminuida en el
cérvix uterino, ahora observamos que el tratamiento también se asocia con

un aumento de macréfagos. Como se comentd en la introduccion (seccion
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2.3.2), los macrofagos pueden activarse en respuesta a estimulos
adecuados (tales como hipoxia) liberando citoquinas y factores de
crecimientos angiogénicos. En base a todo esto sugerimos que el
incremento en la densidad de macrofagos seria un mecanismo
compensatorio y que frente a una angiogénesis disminuida (como
consecuencia de la inhibicion de la degranulacion de MC) los macréfagos
podrian expresar el VEGF. Por ello se realizd6 una IHQ para VEGF en
secciones consecutivas de cérvix uterino de D18 de gestacién. En una de las
secciones se identificd a los macréfagos (usando el anticuerpo ED1) y en la
otra se evalud la expresion de la proteina del VEGF. Como ya se describid
se observd inmunoreactividad contra la proteina del VEGF en el epitelio
luminal, endotelio y musculo liso de la pared del cérvix. No se observd
expresion del VEGF en los macréfagos, ni en las muestras de animales

controles ni en las de los tratados con el estabilizador de MC (Figura 45).

111



Resultados

Cromoglicato de sodio

v i

# - ‘3 et
“ind | J 4 RE Y .
“ “ ! Mastocitos " *

d;-—"‘ ’ L " 3 - |
-
i " "'
2 '] t - ot
! A'/
= © L
A v
C-\ - ’ ’Dv,: -
- . ) 7%
“ - » o -
a - >
= e, G, | -t
Py - -
s -
-

g o r i,
- - o £ o @0 - -
- - - '
3w 8,0 3
— - - ~ & Tig® L
’ Y /. a4 L ! 4
os € = |
= & YR
va g
Ers = 'e2 Fivw"
w\ -\-:;\"" ‘q -~ —
- . \‘ - 1 v e
-~ . =
A‘ . -~ 5
“ - - -
v;.,{"-‘ - 8 o ., - =

b -
» -
- e - -
-
Y e S - o
. -~ - - - - - &
e — = @
- - . ’
R ~
- - e E—

- * £

Figura 45: Fotomicrografia de secciones histolégicas del cérvix uterino de rata en
D18 de prefiez. En el panel de la izquierda se representa el grupo control, mientras
que en el panel de la derecha se presentan los resultados de animales tratados con
cromoglicato de sodio. Los MC se localizaron alrededor de los vasos (asteriscos) en
ambos grupos de animales (panel superior A y B). En los controles (A) los MC
estaban principalmente degranulados, mientras que en los animales tratados con el
cromoglicato de sodio (B) los MC presentaban granulos citoplasmaticos
inmunotefidos. El resto de los paneles muestran secciones inmunomarcadas con
anti-macrofagos (ED1) (C, D) o con anti-VEGF (E, F). Los macréfagos,
identificados con el anticuerpo ED1 no mostraron inmunomarcacién positiva para
VEGF en secciones consecutivas. Las flechas identifican macréfagos en secciones
consecutivas (C, E) y (D, F). Las inserciones recuadradas muestran células a
mayor magnificacion. Contracoloracidon con hematoxilina. La escala de la barra

representa 50 um.
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CAPITULO 11

Efecto de la exposicién neonatal a xenoestrégenos sobre la

angiogénesis uterina en la rata adulta

En esta segunda parte del trabajo de tesis estudiamos si la exposicion
neonatal a xenoestrogenos (BPA y DES) afecta parametros relacionados con
la angiogénesis uterina durante la vida adulta de las ratas. Para ello
utilizamos un modelo que imita los cambios hormonales (Eg y Pg) previo a
la implantacion del embrién. Se eligié ésta situacidn fisioldégica debido a que
durante este tiempo ocurren importantes cambios vasculares en el Utero y

ademas este es un evento clave para el éxito de la gestacion.

3- Caracterizaciébn de un modelo que imita los efectos uterinos
inducidos por las hormonas ovaricas durante el periodo pre-

implantatorio.

Se utilizé un modelo de rata ovariectomizada (OVX) en el cual no hay
produccién ovarica de hormonas esteroides de forma tal de eliminar la
variabilidad de ciclado hormonal entre los grupos experimentales. Para
reproducir algunos de los efectos de los cambios hormonales que ocurren
en el periodo previo a la implantacion, los animales OVX recibieron un
tratamiento exdgeno con Pg mads Eg de acuerdo al disefio experimental

descripto en M y M (seccidén 5.1).

El primer paso fue caracterizar el modelo mencionado, comparando
ratas adultas OVX inyectadas con aceite de maiz (OVX) con animales
inyectados con Pg mas Eg (OVX-P+E). En estos grupos se evaluaron los
siguientes parametros relacionados con los eventos vasculares que tienen

lugar en el Gtero previo a la implantacion.

3.1- Area vascular ocupada por nestina
Se evalud sobre el compartimiento subepitelial del Gtero el area
ocupada por vasos sanguineos que expresan nestina. La determinacion se

realiz6 por IHQ (seccion 5.1.1, M y M) y se cuantifico6 por andlisis de
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imagenes. Los animales tratados con Pg mas Eg presentaban una mayor
area de vasos que expresan nestina, mientras que la inmunomarcacion en

los animales OVX la tincidn fue significativamente menor (Figura 46).

Figura 46: Fotomicrografia representativa de la expresién de nestina en los vasos
sanguineos del compartimiento subepitelial del Utero. (A) Animales OVX tratados
con vehiculo y (B) OVX tratados con Pg mas Eg. Se observd que el tratamiento con
esteroides ovaricos induce la expresidn de nestina en las células endoteliales de la
region subepitelial del Gtero. Las flechas negras muestran vasos positivos para
nestina, mientras que las flechas rojas sefialan células endoteliales que no expresan

nestina. Contracoloracion con hematoxilina.

3.2- Proliferacion de células endoteliales

El desarrollo de un protocolo de doble IHQ (BrdU/Nestina) nos
permitid distinguir la proliferacion de las células endoteliales de la
proliferacion de células que componen el estroma subepitelial del Utero. En
los animales del grupo OVX, fue indetectable la incorporacién de BrdU en
las células endoteliales, mientras que después de la administraciéon de Pg y
Eg el porcentaje de células endoteliales proliferando aumentd

significativamente (Figura 47).
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Figura 47: Fotomicrografias de dobles IHQ de células endoteliales proliferando en
el estroma subepitelial del Utero de animales OVX (A) y OVX-P+E (B). Observe

que el tratamiento con hormonas indujo proliferacion endotelial. Las flechas sefialan
células endoteliales doblemente inmunomarcadas: positivas para nestina (color
negro) y para la incorporacion de BrdU (color marrdn). Los nucleos negativos estan

contracoloreados con Nuclear Fast Red.

3.3- Expresion del VEGF

La evaluacion de la expresidén del VEGF se realizdé por PCR en tiempo
real y por IHQ. Los ensayos de PCR revelaron que la expresion del ARNm
del VEGF aumento significativamente luego del tratamiento con Pg y Eg. En
el mismo sentido que cambid la expresion del ARNm del VEGF se modificé la
proteina medida por IHQ. En el grupo de animales OVX, la mayor expresion
del VEGF fue restringida al epitelio glandular y luminal, mientras que el
estroma subepitelial presentd baja expresion del VEGF (Figura 48 A). Como
se puede observar en la Figura 48 B, la expresion del VEGF aumenté
considerablemente en la regién del estroma subepitelial luego del
tratamiento con los esteroides ovaricos. La expresion en el epitelio luminal y
glandular no presentd diferencias entre los grupos experimentales (OVX y
OVX-P+E).
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50 um

Figura 48: Expresion de la proteina del VEGF en el Gtero de rata adulta OVX vy
sometida a tratamiento hormonal. Fotomicrografia de la inmunomarcacion en
animales OVX (A) y OVX-P+E (B). Se observd claramente un aumento en la
expresion del VEGF en el estroma subepitelial del Utero luego del tratamiento con
esteroides ovaricos. La flecha sefiala un vaso sanguineo cuyas células endoteliales

expresan dicho factor de crecimiento. Contracoloracion con hematoxilina.

Los resultados hasta aqui presentados (area vascular expresando
nestina, proliferacion de células endoteliales y expresién del VEGF)
mostraron que estos parametros respondieron al tratamiento con Pg y Eg,

sugiriendo que son eventos dependientes de estas hormonas.

4- Efecto de la exposicidon neonatal a xenoestrogenos sobre el
proceso de angiogénesis uterino

Se usaron crias hembras expuestas los primeros dias de vida a aceite
de maiz, DES o BPA (BPA.05 y BPA 20), a los 80 dias de edad fueron OVX y
luego sometidas al tratamiento con Eg y Pg para simular los cambios
uterinos del periodo pre-implantatorio. Se estudiaron parametros
histoldgicos, celulares y moleculares asociados con la respuesta al
tratamiento hormonal, para conocer si la exposicion neonatal a

xenoestrogenos afecta la fisiologia uterina a largo plazo.
4.1- Area vascular ocupada por nestina

El drea de vasos sanguineos positivos para nestina no se modifico

entre los distintos grupos experimentales, demostrando que la induccién de
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la expresidon de nestina en las células endoteliales por el tratamiento con Pg
y Eg no fue alterada por la exposicion neonatal a xenoestréogenos (Figura
49). Teniendo en cuenta que la nestina es un marcador de células
endoteliales con capacidad de proliferar, sugerimos que la ausencia de
diferencias en el area de vasos ocupada por nestina entre los grupos
experimentales refleja igual disponibilidad de células que pueden entrar en

el ciclo de division celular y generar nuevos vasos sanguineos.
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Figura 49: Area de vasos sanguineos que expresan nestina en el estroma
subepitelial del Utero de ratas OVX-P+E y expuestas previamente a xenoestrégenos.
Las barras representan los valores promedios + el error estandar de 8-10 animales

por grupo.

4.2- Proliferacion de células endoteliales

Para conocer la proporcidn de células endoteliales nestina positiva
que efectivamente entran al ciclo de division celular, se evalué la
incorporacion de BrdU por doble IHQ (BrdU/Nestina). Para ello, todos los
animales fueron inyectados con BrdU 4 hs antes del sacrificio. Es
interesante destacar que después del tratamiento con Pg y Eg la
incorporacion de BrdU en las células endoteliales (expresada como
porcentaje) en los grupos expuestos neonatalmente a aceite de maiz
(control) fue de 22,83 + 1,45 mientras que en los expuestos a BPA.O5,
BPA20 y DES la proliferacidon endotelial fue de 16,9 + 2,05; 17,8 + 1,16; y
14,43 + 1,9 respectivamente (Figura 50). El porcentaje de células
endoteliales que incorporaron BrdU en el grupo de DES vy las dos dosis de

BPA disminuyd significativamente comparado con el control. Los resultados
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demuestran que los perturbadores endocrinos afectaron la respuesta

proliferativa hormonodependiente del endotelio vascular uterino.
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Figura 50: Proliferacion de células endoteliales en el estroma subepitelial del Utero
de ratas OVX-P+E y expuestas previamente a xenoestrogenos. Se puede observar
gue la exposicion a DES y BPA disminuyd la respuesta proliferativa
hormonodependiente de las células endoteliales uterinas. Las barras representan
los valores promedios + el error estandar de 8-10 animales por grupo. Los
asteriscos sobre las barras representan diferencias estadisticamente significativas
comparada con el grupo control (p<0,05).

4.3- Expresion del VEGF

Con el objetivo de evaluar si la alteraciéon en la proliferacion de las
células endoteliales en respuesta al tratamiento con Pg y Eg en los animales
expuestos a xenoestrogenos podria estar asociada con cambios en la
expresion del VEGF, se determind su expresion tanto a nivel proteina (por

IHQ) como a nivel de ARNm (por PCR en tiempo real).

La expresion IHQ del VEGF en la regién subepitelial del utero
disminuyd significativamente en los animales expuestos neonatalmente a
DES o BPA.05, mientras que la exposicion a la mayor dosis de BPA (BPA20)
no presentd diferencias respecto al control (Figura 51).
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Figura 51: Cuantificacion inmunohistoquimica del VEGF en la regién subepitelial
del Utero de ratas OVX-P+E y expuestas previamente a xenoestrégenos. Las barras
representan los valores promedios + el error estandar de 8-10 animales por grupo.
Los asteriscos sobre las barras representan diferencias estadisticamente

significativas comparada con el grupo control (p<0,05)

El analisis de la expresion del ARNm de VEGF por PCR en tiempo real
mostré que la induccion de la expresion del ARNm del VEGF por los
esteroides ovaricos fue significativamente atenuada en los animales
expuestos a BPA o DES comparado con los expuestos al vehiculo (Figura 52
A). En este sentido también examinamos las variantes de empalme
alternativo del ARNm del VEGF por RT-PCR multiple. Se detectaron las tres
principales variantes descriptas en la rata VEGFi5, VEGFi64, ¥ VEGFigs
(Figura 52 B). Los niveles de expresién relativa de estos transcriptos fueron:
VEGFi64 > VEGF50 > VEGFigg Yy la contribucidn relativa de cada uno de ellos
a la expresion total no se modificé entre los grupos experimentales,
sugiriendo claramente que el mecanismo de empalme del ARNm del VEGF

no se modificd por la exposicidon a perturbadores endocrinos.
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Figura 52: Expresion del ARNm del VEGF en el Utero de ratas OVX-P+E vy
expuestas previamente a xenoestréogenos. (A) Cuantificacion del ARNm del VEGF
evaluado por PCR en tiempo real. Observe que los animales expuestos a DES y BPA
fallaron en inducir la expresién del ARNm del VEGF luego del tratamiento con Pg
mas Eg. Las barras representan los valores promedios * el error estandar de 8-10
animales por grupo. Los asteriscos sobre las barras representan diferencias
estadisticamente significativas con el control (p<0,05). (B) Gel representativo de la
RT-PCR de las variantes de empalme del ARNm de VEGF. Calles 1: patron de peso
molecular, calle 2: grupo control, calle 3: grupo expuesto a DES, calle 4: grupo

BPA20 y calle 5: grupo expuesto a BPA.05.

Debido a que la falla en la expresion del ARNm total del VEGF
observada en los animales expuestos neonatalmente a xenoestrégenos no
se deberia a un defecto en el procesamiento post-transcripcional, nos
propusimos evaluar la regulacién de la expresion del gen de VEGF. Para ello
estudiamos la expresion de receptores de los esteroides ovaricos y algunos

coreguladores de su accion.
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4.4- Expresion del receptor de estrogeno alfa (REa)

La evaluacion de este receptor se realizé por IHQ identificando su
expresion en las céluas del estroma subepitelial y en las células endoteliales
de los vasos sanguineos ubicados en la misma region. La cuantificacion de
la expresion del REa se realizd por analisis de las imagenes digitalizadas
determinando la DOI. Los animales expuestos a DES o a la menor dosis de
BPA (BPA0.5) presentaron una menor expresion del ERa en las células
estromales subepiteliales en comparacién al control (p<0,05; Figura 53 A-B,
D), mientras que la exposicion a BPA20 no presentd diferencias

significativas con el control (Figura 53 A, C, D).
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Figura 53: Efecto de la exposicidn neonatal a xenoestréogenos sobre la expresion
del REa en las células del estroma subepitelial del Gtero de ratas OVX tratadas con
Pg mas Eg. Las fotomicrografias corresponden a secciones de tejido uterino
inmunotefiidas para el REa en (A) animales controles, (B) tratados con DES y (C)
tratados con BPA20. Observé en los animales tratados con DES una menor
expresién del REa en el estroma subepitelial. Ep: epitelio, Sub: compartimiento
subepitelial, G: glandulas uterinas. Las imagenes no presentan contracoloracion. (D)
Cuantificacion del REoa en la regidon subepitelial del Utero, evaluada por IHQ vy
cuantificada por densitometria. Las barras representan los valores promedios + el

error estandar de 8-10 animales por grupo. Los asteriscos sobre las barras
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representan diferencias estadisticamente significativas comparada con el grupo
control (p<0,05).

La determinacion del REa en las células endoteliales se realizd por
doble THQ (REa/nestina) estableciendo el porcentaje de células endoteliales
gue expresaban nestina junto con el REa. Se observd que la exposicidon a la
menor dosis de BPA alterd la expresidén del REa sobre este compartimiento,
disminuyendo significativamente su expresion respecto del control. Por el
contrario, los animales expuestos neonatalmente a DES o BPA20 no
presentaron cambios en la expresion del REa en las células endoteliales

luego del tratamiento con Pg mas Eg en la vida adulta (Figura 54).
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Figura 54: Efecto de la exposicién neonatal a xenoestréogenos sobre la expresion
del REa en las células del compartimiento endotelial del estroma subepitelial del
Utero de ratas OVX tratadas con Pg mas Eg. Se realizd6 doble IHQ evaluando el
porcentaje de células endoteliales nestina positiva que expresan REa. Las barras
representan los valores promedios + el error estandar de 8-10 animales por grupo.
Los asteriscos sobre las barras representan diferencias estadisticamente

significativas comparada con el grupo control (p<0,05)

4.5- Expresion del receptor de progesterona (RP)

La expresién del RP se evalué en los mismos compartimientos
descriptos para el REa. La determinacién del receptor en la regién
subepitelial y en el endotelio vascular del Utero no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre los animales expuestos a BPA (BPA.05

y BPA20) y los controles. Los animales expuestos neonatalmente a DES
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presentaron una menor expresion del RP en el estroma subepitelial, sin

observarse diferencias en las células endoteliales (Figura 55).
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Figura 55: Evaluacién de la expresién del RP en el estroma subepitelial y endotelio
del dtero de animales expuestos neonatalmente a xenoestrégenos. Las
fotomicrografias corresponden a secciones de tejido uterino inmunotenidas para el
RP en (A) animales controles, (B) expuestas con DES o (C) con BPA20. Se
observa una menor expresion del RP en el estroma subepitelial del Utero de
animales expuestos a DES respecto del control. Ep: epitelio, Sub: compartimiento

subepitelial, G: glandulas uterinas. Contracoloracién con hematoxilina. (D)
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Expresion del RP en el compartimiento subepitelial. (E) Expresion del receptor en el
compartimiento endotelial del estroma subepitelial, expresado como porcentaje de
células endotelial positivas para nestina. Las barras representan los valores
promedios + el error estandar de 8-10 animales por grupo. Los asteriscos sobre las
barras representan diferencias estadisticamente significativas comparada con el

grupo control (p<0,05).

4.6- Generacion de anticuerpos contra coreguladores de receptores
esteroides

Obtencidén de antigenos recombinantes

Se expresaron en E. coli JM109 las proteinas de fusién antigénica
GST-SMRT y GST-SRC-3. Las mismas se purificaron por cromatografia de

afinidad obteniéndose un alto grado de pureza (Figura 56).

GST - SMRT
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Figura 56: Purificacion por cromatografia de afinidad de la proteina de fusion GST-
SMRT. Gel en gradiente de poliacrilamida de 5-20% que muestra bandas tefiidas
con coomassie blue, pertenecientes a la proteina purificada. Calles: 1-3 y 5-6:
fracciones de elusion donde se puede observar que la proteina de interés se
expresa mayoritariamente, 4 y 7: muestras controles de GST, calle 8: fraccion no
retenida en la cromatografia de afinidad, calle 9: lisado celular antes del proceso de
purificacion (observe que se expresa en gran medida nuestra proteina de interés),

calle 10: patrén de peso molecular.

Los resultados obtenidos para la purificacion de la proteina GST-SRC-
3 fueron similares a los descriptos para GST-SMRT. Se obtuvieron masas de
proteina recombinante de 13 + 1,6 mg (GST-SRC-3) y 15 + 0,4 mg (GST-
SMRT) cada 200 ml de cultivo en forma completamente soluble.

124



Resultados

Caracterizacion de los anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales anti-SMRT y anti-SRC-3 fueron
adecuados para la deteccion por IHQ de la expresién de SMRT y SRC-3 en
diferentes tejidos (prostata, mama, Utero y cerebro) incluidos en parafina.
Los ensayos de IHQ usando el anticuerpo primario anti-SMRT demostraron
tincion citoplasmatica en las células epiteliales (Figura 57 A-C), mientras
que la inmunomarcacion en las células estromales uterinas y en las
neuronas presentd una localizacién citoplasmatica perinuclear y nuclear
débil (Figura 57 C y D). Cuando el anticuerpo primario fue preincubado con
el péptido que se usé como inmundgeno no se observéd tincidn especifica
(Figura 57 Ey F).

Figura 57: Caracterizacion por IHQ del anticuerpo anti-SMRT. (A) Préstata, (B)
mama, (C) utero y (D) cerebro (area predptica) de rata. Los ensayos de proéstata,
mama Yy Utero fueron revelados con diaminobencidina (DAB) y contracoloreados con
hematoxilina. La biopsia de cerebro fue revelada con DAB intensificada con niquel.
(E) y (F) son controles negativos para mama y Utero respectivamente, en los
cuales el anticuerpo primario fue preabsorbido con el péptido usado como
inmundgeno en la generacidon del anticuerpo especifico. Las puntas de flechas
indican células epiteliales positiva y las flechas sefialan marcacién perinuclear
positiva para anti-SMRT. Cada insercion muestra a mayor magnificacién
fotomicrografias de la inmunoreactividad positiva. Magnificacién de las imagenes
X600 y de los instes X1000.
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Las evaluaciones de las reacciones inmunohistoquimicas realizadas en
biopsias incluidas en parafina de los tejidos antes mencionados revelaron
que el anticuerpo anti-SRC-3 presentd una clara tincién nuclear (Figura 58).
Cuando el anticuerpo primario fue preincubado con el péptido que se usé

como inmundgeno no se observé tincidén especifica (Figura 58 E y F).

Figura 58: Caracterizacion por IHQ del anticuerpo anti-SRC-3. (A) Prostata, (B)
mama, (C) utero y (D) cerebro (area predptica) de rata. Los ensayos fueron
revelados con DAB y contracoloreados con hematoxilina. (E) y (F) son controles
negativos para prostata y cerebro respectivamente, en los cuales el anticuerpo
primario fue preabsorbido con el péptido usado como inmundgeno en la generacion
del anticuerpo especifico. Las flechas sefialan nlcleos positivos para SRC-3.

Magnificacion de las imagenes X600.

4.6.1- Expresion de coreguladores de la accién de receptores
esteroides

Para obtener mas informacidn sobre los factores que podrian explicar
las modificaciones en respuesta al tratamiento con Pg y Eg que presentaron
las hembras expuestas neonatalmente a xenoestrégenos, estudiamos la
expresion de coreguladores de receptores nucleares. SRC-3 y SMRT se
eligieron como miembros representativos de las familias de coactivadores y
corepresores, respectivamente. La expresion de ambos coreguladores fue

evaluada por IHQ.
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En condiciones control, SRC-3 fue expresado en el nucleo de las
células estromales subepiteliales, mientras que la inmunomarcacién para

SMRT fue citoplasmatica (perinuclear) y nuclear débil (Figura 59 Ay C).
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Figura 59: Localizacién inmunohistoquimica de coreguladores de receptores
esteroides en ratas expuestas neonatalmente a xenoestréogenos y luego sometidas
al protocolo con Pg y Eg. Imagenes representativas de SRC-3 y SMRT en animales
controles (A y C respectivamente) y en ratas expuestas durante la vida neonatal a
BPA20 (B y D). Cada insercién muestra a mayor magnificacion fotomicrografias de
la inmunoreactividad en el compartimiento subepitelial: las flechas estan indicando
marcacion nuclear para SRC-3 y tincidon nuclear/perinuclear (citoplasmatica). Ep:
epiletio luminal, Sub: compartimiento subepitelial, G: glandulas. Magnificacién de

las imagenes X400 y de los instes 1000X.

El patron de distribucién de la inmunomarcacion de SMRT en el
estroma subepitelial del Utero no fue afectado por el tratamiento, pero si se
observé una mayor intensidad en la inmunomarcacion en los animales
expuestos neonatalmente a BPA.05 y BPA20 (p<0,05) (Figura 59 y 60). Con
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relacién a la expresion de SRC-3 no se observaron diferencias entre los

distintos grupos experimentales (Figura 59 y 60).
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Figura 60: Cuantificacion de la expresion inmunohistoquimica de SMRT (A) y SRC-
3 (B) en el compartimiento subepitelial del Utero de ratas OVX tratadas con Pg mas
Eg y expuestas neonatalmente a xenoestréogenos. Un aumento significativo en la
expresion del SMRT fue observada en las ratas expuestas a BPA20 y BPA.O5. La
expresion de SRC-3 no fue diferente entre los animales expuestos a
xenoestrogenos. Las barras representan los valores promedios + el error estandar
de 8-10 animales por grupo. Los asteriscos sobre las barras representan diferencias

estadisticamente significativas comparada con el grupo control (p<0,05).

5- Efecto de la exposicidn neonatal a xenoestrégenos sobre la

fertilidad de la hembra.

En base a los resultados obtenidos con el modelo de rata OVX-P+E
expuesta neonatalmente a xenoestréogenos y reconociendo que el desarrollo
del tracto reproductivo es sensible a perturbaciones endocrinas, a
continuacion estudiamos si la exposicidn a xenoestréogenos durante las
etapas criticas de la diferenciacion del tracto genital femenino afectaba la

fertilidad de la hembra. Para evaluar esta hipdtesis se utilizaron crias de
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ratas hembras expuestas durante los primeros dias de vida a los
xenoestrogenos previamente estudiados: BPA en las dos dosis (BPA.O5 vy
BPA20) y DES. Cuando fueron adultas los animales controles y los
expuestos a xenoestrogenos se alojaron con machos de fertilidad
comprobada durante 2 semanas para luego se evaluar una serie de

parametros relacionados con la eficiencia reproductiva.

Tabla 12. Parametros relacionados con la prefez en hembras expuestas

neonatalmente a xenoestrégenos

Control DES BPA20 BPA.O5
Numero total de hembras 10 10 13 10
Numero de hembras 10 7 10 9
prefadas
Falla de prefiez (26) 0 30 23 10

En las ratas expuestas neonatalmente a DES y a BPA20 se observo
gue un mayor porcentaje de hembras no quedaron prefadas (comprobado
por la ausencia de sitios de implantacién) (Tabla 12). Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa posiblemente debido al bajo numero de
animales para este tipo de estudio. Ademas del porcentaje de hembras que
quedaron prefiadas también se evaluaron otra serie de parametros
relacionados con la eficiencia reproductiva: nimero de cuerpos luteos, sitios

de implatacion, sitios de reabsorcién y fetos en desarrollo.
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Figura 61: Efecto de la exposicién neonatal a xenoestrégenos sobre parametros
relacionados con la fertilidad de la rata. (A) Niumero de cuerpos IUteos por hembra,
(B) numero de sitios de implantacion en ambos cuernos uterinos, (C) numero de
sitios de implantacion que presentan signos de reabsorcion, y (D) numero de fetos
en desarrollo. Las barras representan valores promedios + error estandar, los
asteriscos indican que los valores de los grupos tratados son diferentes

significativamente respecto de los animales controles (p<0,05).

Con relacién al numero de cuerpos luteos no hubo cambios como
resultado de la exposicion neonatal a xenoestrégenos (Figura 61), esto
indicaria que el tratamiento no afectd significativamente el nimero de
ovulaciones. El otro resultado significativo fue que la exposicion neonatal a
xenoestrogenos disminuyé el numero de sitios de implantacidn
(independientemente de la viabilidad del embrion) en las ratas expuestas
con la mayor dosis de BPA (7,2 + 1,4) y DES (6,5 + 1,6) comparado con el

control (12,4 + 0,6) (Figuras 61 y 62). Esto permite sugerir que se estaria
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produciendo una falla a nivel uterino que estaria afectando la implantacién
de los embriones. El nimero de fetos en desarrollo resulté ser menor en los
animales expuestos a DES y BPA20 (DES: 8,6 + 1,2; BPA20: 8 + 1; control
11,7 + 0,7) (Figura 61 y 62). También pudimos observar un aumento en el
nimero de sitios de reabsorcién en las ratas expuestas a ambas dosis de
BPA (BPA20: 1,4 + 0,43; BPA.05: 1,43 + 0,81; control 0,6 + 0,22), aunque
esto fue una tendencia que no alcanzé a ser estadisticamente significativa
(Figura 61y 62).

®

Figura 62: Efecto de la exposicion neonatal a xenoestréogenos con relacién al
numero de sitios de implantacion y al desarrollo embrionario. (A) y (B)
corresponden a Uteros de animales controles en D14 y D22 de gestacién. En las
imagenes (C-E) se pueden observar los efectos de la exposicién a xenoestrégenos
sobre el nimero de sitios de implantacién y el desarrollo fetal. Utero de 14 (C) y 18
(D) dias de gestaciéon de hembras expuestas neonatalmente a BPA20. En ambos
casos se observan pocos sitios de implantacion (las flechas anaranjadas indican
sitios normales de implantacién) y un desarrollo embrionario asimétrico. (E)
Hembras expuesta neonatalmente a la menor dosis de BPA en el cual se observa un

alto nimero de sitios de reabsorcion (4 sitios, flechas azules).
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Los resultados presentados demuestran que la exposicién neonatal a
xenoestrogenos altera la eficiencia reproductiva de las hembras adultas a
distintos niveles. Mientras que algunas hembras presentan un menor
nimero de sitios de implantacion otras fueron afectadas con la ausencia
directamente de la prefiez. Esta subfertilidad resultado de la exposicion de
las hembras a xenoestrégenos alerta sobre los riesgos de la exposicién a

perturbadores endocrinos.
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Discusion

Los mecanismos que controlan la gestacion y el parto se caracterizan
por una compleja serie de interacciones entre factores de origen materno y
fetal, comprendiendo principalmente la nutricién del feto en crecimiento vy
las adaptaciones maternas para tal fin. En nuestro laboratorio, el estudio de
las adaptaciones maternas para un parto normal, es una de las lineas de
trabajo que se esta desarrollando desde hace mas de 15 afios. Desde el afio
1999 se ha incorporado una nueva linea de investigacién relacionada con el
estudio de los efectos de los perturbadores endocrinos sobre diferentes
procesos fisioldgicos, entre ellos los asociados al control de la prefiez. Los
resultados que presentamos en esta tesis se enmarcaron dentro de estas
dos lineas de investigacién. El estudio del proceso de angiogénesis y su
regulacion permite dilucidar los mecanismos fisioldgicos que controlan los
pronunciados cambios vasculares que ocurren durante la implantacion,
prefez y parto. El conocimiento actual indica que la cascada de eventos
angiogénicos es un proceso complejo que incluye interacciones célula-célula,
diferentes caminos de sefalizacién intracelular y un microambiente
extracelular y hormonal apropiado. Estos mecanismos pueden verse
afectados por la exposicion a quimicos con accién hormonal (s.:
perturbadores endocrinos, xenoestrégenos, estrdogenos ambientales) vy
finalmente traducirse en alteraciones del tracto reproductor femenino

afectando la eficiencia reproductiva.

1- La angiogénesis del cérvix uterino como adaptaciéon fisiolégica
durante la prefiez

La gestacién es una condicion fisiolédgica durante la cual el organismo
materno presenta adaptaciones con el propdsito de brindarle al embridn las
condiciones Optimas para su normal desarrollo. Durante este periodo se
inducen en la madre notorias modificaciones sin afectar la salud materna.
Entre las adaptaciones del tracto reproductor el cérvix uterino posee un
papel importante tanto en el mantenimiento de la prefiez como en la

iniciaciéon y desarrollo del parto (Clark y col. 2006).

La interpretacion de los complejos mecanismos moleculares
relacionados con la funcion dindmica del cérvix uterino, es un problema

basico en la fisiologia de la gestacion y el parto. Durante la prefiez, una
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extensa remodelacion tisular involucra tanto a la matriz extracelular como a
las células del tejido cervical. Los compartimientos extracelulares vy
celulares deben adaptarse durante periodos cortos a las nuevas demandas
funcionales impuestas por la gestacién y el parto, para luego reorganizarse
rapidamente durante el periodo del postparto. La matriz extracelular es
susceptible a profundas modificaciones, tales como una amplia
remodelacién del colag

eno, cambios en el metabolismo de proteoglicanos, infiltracién de
polimorfonucleares y edema (Luque y col. 1998, Ludmir y Sehdev 2000,
Ramos y col. 2000). Previamente demostramos una respuesta diferencial a
sefiales que modulan la proliferacion y apoptosis en el cérvix uterino
durante la gestacion de acuerdo al compartimiento celular evaluado. Si bien,
el epitelio del cérvix es la regidn con mayor recambio celular, el estroma
fibroblastico y muscular son dos regiones activas que tienen su propio
patron de comportamiento. Los receptores de esteroides ovaricos (REa y RP)
en el cérvix uterino también poseen patrones de expresidon que son
caracteristicos de cada situacidon fisioldgica (Ramos y col. 2002). Estas
modificaciones son parte de las adaptaciones maternas que permiten que el

cérvix uterino pueda dilatarse para permitir un parto normal.

En su mayoria, las modificaciones anteriormente comentadas son
muy demandantes de nutrientes y energia. A pesar de esto ultimo, el
conocimiento del compartimiento vascular del cérvix uterino durante la
gestacion y el parto es aun incipiente. Es por ello que parte del trabajo de
esta tesis consistié en estudiar dicho compartimiento cervical describiendo
en detalle los cambios experimentados durante la prefiez. Los resultados
gue obtuvimos demostraron que el area vascular absoluta del cérvix uterino
mostrd un incremento sostenido durante la segunda mitad de la prefez,
alcanzando valores mas altos alrededor del parto. Sin embargo, cuando se
evalué el area vascular relativa del cérvix uterino no hubo modificaciones
durante la gestacién. La ausencia de cambios en éste ultimo parametro
podria explicarse por el aumento significativo en el volumen cervical
durante la prenez, debido principalmente a la formacion de edema,
desorganizacion de las fibras de coldageno y proliferacion de células

fibroblasticas (Sherwood 1994, Leppert 1998, Ramos y col. 2002), y a que
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el aumento del area vascular acompana al rapido crecimiento del cérvix

durante la prefiez.

La formacion de nuevos vasos comienza con la degradacion de la
membrana basal por proteasas celulares, permitiendo que la célula
endotelial penetre y migre dentro de la matriz extracelular para luego
proliferar (Griffioen y Molema 2000). La proliferaciéon de las células
endoteliales la evaluamos durante la gestacién demostrando que, en
asociacion con el aumento del area vascular, el compartimiento endotelial
de la regidn subepitelial y de la regién muscular del cérvix uterino presenté
un alto indice de proliferacion. Ademas, conociendo que el desarrollo de un
sistema vascular funcional necesita que las células endoteliales adquieran
una configuracion tubular de vasos maduros estructuralmente estables y
funcionalmente adaptables, se determind la expresién de alfa actina de
musculo liso como marcador de las células que componen la pared de los
vasos sanguineos (pericitos o células musculares lisas vasculares) (Jain
2003). Los resultados demostraron que el indice de maduracién vascular
disminuyd significativamente durante los dias 14 y 15 de gestacion.
Posteriormente desde el dia 18 hasta el parto se observd una alta
proporcién de vasos maduros. En relacion a estas modificaciones es
interesante destacar que la disminucién de la proporcidon de vasos maduros
en el dia 14-15 de gestacidén coincide temporalmente con el aumento en la
proliferacidon de las células endoteliales y con el aumento del drea vascular
en el cérvix uterino, sugiriendo que en este momento ocurre un proceso

activo de angiogénesis.

Los resultados presentados describen un proceso de adaptacién
materna de un dérgano que es fundamental durante la gestacién. Ademas,
considerando que en el adulto la angiogénesis ocurre infrecuentemente en
situaciones fisioldgicas y que el endotelio de la mayoria de los tejidos es una
poblacion de células extremadamente estable, con un bajo indice mitético
(Reynolds y col. 2002), el cérvix uterino de la rata durante la gestacién

constituye un tejido con una excepcionalmente alta dinamica vascular.
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La expresion del ARNm del VEGF se asocia con los cambios vasculares del
cérvix uterino durante la prefiez

Entre los muchos factores angiogénicos que regularian la funcion y el
crecimiento vascular en el tracto reproductor femenino, el VEGF es
considerado como uno de los principales del sistema vascular uterino
(Pavelock y col. 2001). El rol central que tiene este factor sobre la
angiogénesis, tanto fisioldgica como patoldgica, abrié un amplio campo de
investigacion centrado en la regulacidon de su expresidon y/o mecanismo de
accion, principalmente en la busqueda de factores que lo inhiban de manera
tal de poder limitar el crecimiento y metdastasis de los tumores (Zilberberg y
col. 2003). Desde un enfoque fisioldgico, en este trabajo de tesis se evalud
si el VEGF se asociaba con la angiogénesis observada en el cérvix uterino
durante la gestacion. Para ello, la expresion del ARNm del VEGF se
cuantific6 por PCR competitiva y se observd que los niveles de expresiéon
cambiaron significativamente durante la gestacidon alcanzando su mayor
expresion en el D14 y D18 de prefiez con relaciéon a la de los D12 y D22.
Estas modificaciones se correlacionaron positivamente con la incorporacion
de BrdU en las células endoteliales del cérvix uterino. En el mismo sentido,
otros autores (Phillips y col. 1990, Shweiki y col. 1993) han demostrado
una asociacion temporal similar entre la expresion del ARNm del VEGF vy la
formacién de vasos sanguineos en el sistema reproductor. Nuestros
hallazgos aportan evidencias que nos permiten sugerir que el VEGF seria un
importante mediador de la angiogénesis del cérvix uterino durante la

gestacion modulando la mitogénesis de las células endoteliales.

El VEGF involucra la traduccion de sefiales a través de receptores de
alta afinidad con actividad tirosina quinasa (VEGFR), los cuales inducen la
sintesis y liberacidon de proteasas e integrinas especificas necesarias para la
proliferacion y migracién de las células endoteliales (Neufeld y col. 1999).
Consistente con el patrén de expresion del ARNm del VEGF que observamos
en nuestro experimento, Mowa y col. (2004) demostraron que los niveles de
expresion de los receptores (VEGFR-1 y VEGFR-2) aumentaron en el cérvix
uterino de la rata prefada hacia el final de la gestacion, lo que permite
concluir que serian los mediadores a través de los cuales el VEGF ejerce su

accion angiogénica en el cérvix uterino. La importancia fisioldgica del
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sistema VEGF-receptor en la formacién de nuevos vasos sanguineos esta
basada en varios estudios que han demostrado que: 1) la expresion
espaciotemporal del VEGF y sus receptores se correlaciona estrechamente
con la angiogénesis en varios sistemas; 2) anticuerpos contra VEGF o
VEGFR-1, o la administracion de la forma soluble (truncada) del VEGFR-1 a
ratas bloquea la angiogénesis; 3) el silenciamiento del gen del VEGF en
ratones resultd en una vasculogénesis anormal provocando la muerte del
embrion (Albrecht y Pepe 2003).

En los ultimos afos las investigaciones acerca del VEGF se han
incrementado considerablemente, sin embargo, el conocimiento de su
procesamiento transcripcional ain es escaso. Se sabe que el VEGF en la
rata es expresado como multiples formas que incluyen las variantes
constituidas de 120, 164 y 188 aminoacidos (Stoner y col. 2004). En el
cérvix uterino de ratas prefiada Mowa y col. (2004) describieron por RT-PCR
que claramente se expresaban dos variantes de empalme alternativo
(VEGF120 Y VEGFi44) e identificaron una banda fina y clara que se
corresponde con el peso molecular esperado para la variante VEGFgs.
Trabajos previos, usando muestras de cuernos uterinos de rata describieron
3 variantes de empalme del ARNm del VEGF (VEGFi20, VEGFi64 Y VEGFgg)
(Cullinan-Bove y Koos 1993, Long y col. 2001). En acuerdo con estos
resultados nosotros identificamos las mismas tres variantes en el cérvix
uterino de ratas prefiadas. Es interesante destacar que independientemente
del 6rgano y del momento fisiolégico estudiado la variante VEGFies se
expresa de forma predominante respecto de las otras (Cullinan-Bove y Koos
1993, Halder y col. 2000, Mowa y col. 2004). En este sentido, se observo en
ratones que carecian del VEGFi¢s Y VEGFgs evidencias de que la variante
VEGFi;0 no era competente para sostener la angiogénesis normal y el
desarrollo cardiaco, sugiriendo que VEGF;64 y VEGF;gg tendrian roles criticos
(Carmeliet y col. 1999). Debido a que VEGFig4, Y N0 VEGF,gg, €s la principal
variante expresada se podria asumir que esta variante es critica para los
cambios vasculares que ocurren en el cérvix uterino. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para poder dilucidar las funciones y regulacion de

cada una de las formas de expresiéon del VEGF.
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La expresion del ARNm del VEGF y los niveles de E, se asocian
positivamente en el cérvix uterino de la rata durante la gestacion.

La expresion del VEGF es inducida por una amplia variedad de
estimulos incluyendo, entre otros, hipoxia, citoquinas, factores de
crecimiento mitogénicos y hormonas (Stoner y col. 2004). Si bien la
regulacion hormonal del VEGF ha sido reportada en multiples tejidos, un
aumento o disminuciéon de su expresidon son principalmente dependientes
del contexto celular. En este sentido, la transcripcidon del VEGF puede verse
afectada en funcién de la expresién diferencial de coactivadores,
corepresores, factores nucleares o la interaccién de estas proteinas con
elementos reguladores en la regién del promotor del gen que son claves

para su transcripcion (Stoner y col. 2004).

En este trabajo de tesis se observé en el cérvix uterino durante la
prefiez que la expresion del ARNm total del VEGF y los niveles séricos de E;
fueron positivamente correlacionados, sugiriendo que el camino estrogénico
podria jugar un rol importante en el control de la expresion del VEGF. En
acuerdo con esta hipdtesis, previamente se demostré que el E, rapidamente
induce un aumento en la expresion del VEGF en el Utero de la rata
(Cullinan-Bove y Koos 1993). Recientemente, Kazi y Koos (2007) aportaron
informacién acerca del mecanismo por el cual esto ocurre, demostrando que
la induccidn es mediada por la activacién de la via PI3K/Akt (fosfatidil-
inositol-3-quinasa y Akt es una serina-treonina quinasa) y el posterior
reclutamiento de HIF-1 y ERa sobre distintos sitios del promotor del gen del
VEGF. También, apoyando nuestros resultados, Karuri y col. (1998)
demostraron variaciones fisiolédgicas del contenido del ARNm del VEGF en el
Utero de la rata durante el ciclo estral con una positiva correlaciéon con los

niveles séricos enddgenos de E,.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que la expresion del ARNm del VEGF
es regulada por E, y que el VEGF es un mediador de la proliferacion
endotelial, sugerimos que un camino E,-VEGF-VEGFR podria regular la
formacidon de nuevos vasos sanguineos en el cérvix uterino de la rata
durante la prefiez. Ademas, conociendo que los cambios observados en la

expresion del ARNm del VEGF representan cambios en los transcriptos
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codificados por al menos 3 variantes; VEGFi2, VEGFies Yy VEGFigs,
sugerimos que la induccion del VEGF por el E,, es al menos en parte, una
respuesta transcripcional directa; sin embargo, son necesarios mas

experimentos para poder demostrar definitivamente este concepto.

Otra hormona que esta presente en altos niveles en la circulacion
periférica durante la segunda mitad de la prefez de la rata, es la relaxina
gue juega un rol clave en la promocion del crecimiento y la dilatacidon del
cérvix uterino (Sherwood 1994). La relaxina estd involucrada en la
formaciéon de vasos sanguineos en el cérvix uterino durante la prefiez
(Burger y Sherwood 1998) y estimula la expresion de VEGF en el tracto
genital (Unemori y col. 1999). Basados en estos datos, no podemos
descartar que la relaxina esté cumpliendo algun rol sobre la angiogénesis

cervical durante la segunda mitad de la prefiez.

2- La angiogénesis del cérvix uterino durante la gestacion es
regulada, en parte, por la degranulacién de MC

Se han identificado muchas citoquinas y factores de crecimiento
derivados de los leucocitos que pueden inducir angiogénesis otorgandole al
sistema inmune un rol importante en la regulacion de dicho proceso
(Griffioen y Molema 2000). Entre los lecucocitos, los MC han sido implicados
debido a su localizacién principalmente alrededor de los vasos sanguineos y
sitios de ramificacién del nuevo sistema vascular. Sumado a su particular
localizacion, muchos mediadores derivados de los MC tales como histamina,
quinasas, VEGF, bFGF son angiogénicos y regulan la funcién y proliferacion
de las células endoteliales (Hiromatsu y Toda 2003). En el cérvix uterino de
ratas prefiadas, los MC estan generalmente localizados en las proximidades
de los vasos sanguineos. Un gran numero de estas células durante la mitad
de la gestacidn mostraron evidencias de degranulacién, tales como halos
citoplasmaticos y presencia de granulos en el espacio pericelular. Asimismo,
durante este periodo de la prefiez, observamos cambios significativos en la
proliferacidn endotelial y en el area total ocupada por vasos sanguineos, los

gue podrian ser mediados por la degranulacién de MC.
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Para estudiar si los MC presentes en el cérvix uterino se encuentran
asociados al proceso de angiogénesis durante la gestacién, usamos un
inhibidor de la degranulacion de MC, cromoglicato de sodio, que es un
compuesto estabilizador de los MC que bloquearia la secrecion de sus
granulos (Tainsh y col. 1991, Shin y col. 2004). Los resultados de este
experimento mostraron que en el cérvix uterino de ratas prefiadas no hubo
diferencias en la densidad de volumen de los MC entre los grupos tratados
con el estabilizador de MC y sus respectivos controles; sin embargo, en las
ratas tratadas se observaron MC grandes, redondeados y con granulos
densamente empaquetados. En este grupo de animales se observd una
disminucidon significativa de la proporcion de MC degranulados que
reflejaron la efectividad del tratamiento. En cuanto a los parametros
vasculares se observaron cambios substanciales en las ratas tratadas con el
estabilizador de MC. La proliferacién endotelial y el area vascular relativa
mostrdé una disminucidon significativa comparada con los controles y una
mayor proporciéon de vasos maduros pudieron ser observados en ratas
tratadas, sugiriendo una fuerte reduccién en la formacidon de nuevos vasos.
Ademads, los efectos del estabilizador de MC sobre estos parametros
vasculares fueron sostenidos una vez finalizado el tratamiento, dado que los
animales sacrificados el D22 de prefiez (4 dias después de concluido el
tratamiento) aun mostraban una menor proliferaciéon endotelial y una mayor

proporcién de vasos maduros.

La matriz extracelular del cérvix uterino estd compuesta
principalmente de colageno, fibras eldsticas y proteoglicanos (Minamoto y
col. 1987, Luque y col. 1998). Durante la angiogénesis, la degradacién
controlada y local del tejido conectivo es esencial para la ramificacion vy
elongacidon de los nuevos vasos (Kahari y Saarialho-Kere 1997). Los MC
podrian mediar este proceso estimulando la produccion de MMPs por las
células estromales endometriales (Zhang y col. 1998). También, la
histamina y la heparina son potentes efectores angiogénicos derivados de
los MC. La histamina estimula la formaciéon de nuevos vasos actuando a
través de los receptores H1 y H2. En un modelo in vivo de granuloma
subcutaneo la histamina incrementd la angiogénesis aumentando los niveles

de expresion del VEGF (Puxeddu y col. 2005). Por su parte, la heparina
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estimula la quimiotaxis y proliferacién de las células endoteliales y une
bFGF, manteniendo su forma activa biolégicamente y protegida de la
proteolisis (Levi-Schaffer y Pe’er 2001). Ademas, los MC del tejido de rata
contienen bFGF en sus granulos citoplasmaticos los que pueden ser
liberados a través de la degranulacién estimulando la formacion de nuevos
vasos (Qu y col. 1998). A pesar de esta amplia diversidad de mediadores
son necesarios mas estudios para conocer especificamente a través de qué
moléculas los MC controlan la angiogénesis del cérvix uterino durante la

gestacion.

Trabajos previos vincularon la activacion de MC con las propiedades
contractiles y biomecanicas del cérvix (Spanggaard y col. 1997, Bytautiene
y col. 2002). Nuestros resultados serian las primeras evidencias de que la
degranulacion de MC podria ser un proceso necesario para la angiogénesis

normal del cérvix uterino de la rata durante la prefiez.

La inhibicion de la degranulacion de MC disminuye la angiogénesis del cérvix
uterino modulando la expresion del VEGF

Con la intencién de conocer mas acerca de la participaciéon de los MC
en el proceso de angiogénesis, se investigd si mediadores quimicos
contenidos en los granulos secretorios de los MC podrian regular la
expresion del VEGF en el cérvix uterino de la rata. Se usé el modelo
experimental previamente descripto de ratas prefiadas sometidas a un
tratamiento con un estabilizador de la degranulacion de MC. En estos
animales se observd una disminucién significativa en la expresion del ARNm
del VEGF en asociacion con una disminucidon de la proliferacién de células
endoteliales. Al mismo tiempo, cuando las ratas tratadas con el
estabilizador de MC fueron comparadas con los animales controles, no se
observaron cambios en el procesamiento del ARNm de las variantes de
empalme del VEGF, sugiriendo que los MC regulan la expresién del VEGF a
nivel del transcripto primario. Y si bien no se observd expresion
inmunohistoquimica de la proteina del VEGF en los MC, este factor de
crecimiento se expresd positivamente en el epitelio, endotelio y células del

estroma muscular del cérvix uterino. En los animales tratados con el

142



Discusion

estabilizador de MC se observé una disminucion en la expresién de la

proteina del VEGF en el compartimiento epitelial.

Previamente comentamos que la expresién del ARNm del VEGF en el
cérvix uterino se correlaciond positivamente con los niveles circulantes de
E, durante los D12 a D22 de prefiez. Un resultado que consideramos
interesante es que los animales tratados con el estabilizador de MC
redujeron la expresiéon del ARNm del VEGF sin ocurrir cambios en los niveles
circulantes de E,. Por lo cual podriamos concluir que los cambios en la
expresion del ARNm del VEGF en los animales que tenian inhibida la
degranulacion de MC no fue debida a una disminucidon de los niveles séricos
de E,. Por lo tanto, sugerimos que en el cérvix uterino durante la gestacién,
tanto la expresién del VEGF como la proliferaciéon de células endoteliales,
pueden estar reguladas por mecanismos controlados por los niveles

enddgenos de E, y por mediadores quimicos liberados de los MC.

Es sabido que los Eg promueven la degranulacién de MC, la liberacién
de histamina y la activacion de MC dependiente de IgE (Cocchiara y col.
1992). Teniendo en cuenta que ha sido demostrado que los MC poseen RE y
que el E, estimula la degranulacidon de MC (Zaitsu y col. 2006) no podemos
descartar que la degranulacién de MC y el consecuente aumento del VEGF
podrian ser eventos regulados por el E;. Mas investigaciones son necesarias

para esclarecer esta hipotesis.

Los MC pueden producir y liberar muchos mediadores quimicos
involucrados en el control de la angiogénesis (e.g: VEGF, bFGF) o en la
regulacidn de la expresién del VEGF (e.g.: TNFa, TGF-B, IL-6) (Neufeld y col.
1999, Taylor y col. 2001, Xie y col. 2004, Puxeddu y col. 2005). En esta
tesis, usando un modelo fisioldgico pudimos demostrar que la degranulacién
de MC controla la expresion del VEGF en el cérvix uterino de la rata prefiada.
Basados en los conocimientos actuales, podemos sugerir que esta
regulacion podria ser ejercida a través de 2 caminos de sefalizacidon
diferentes: (1) camino directo (autocrino): Los MC podrian modular su
propia sintesis y liberacion de VEGF o (2) camino indirecto (paracrino): Los

MC podrian producir un mediador (tal como las citoquinas) que regule la
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expresion del VEGF por otras células. Por otro lado, Mowa y col. (2004)
propusieron que factores angiogénicos y nervios sensoriales pueden ser
importantes en la regulacidon del sistema vascular dindmico en el cérvix
uterino y ellos observaron que el VEGF disminuyo en el cérvix uterino de la
rata prefiada después de la neurectomia del nervio pélvico. Por lo tanto, un
posible efecto de neuropéptidos vasoactivos sobre la regulacién por los MC

del proceso angiogénico en el cérvix uterino no puede ser descartada.

Finalmente, debido a que la farmacologia y los mecanismos de accién
de los agentes estabilizadores de MC no son totalmente conocidos una
accion directa del cromoglicato de sodio sobre la proliferacién endotelial y

demas parametros vasculares no puede ser descartada.

En resumen, los resultados de esta parte del trabajo sugieren que la
angiogénesis del cérvix uterino durante la gestacidon puede estar regulada
por un mecanismo dual que involucra un control de la expresion del VEGF
por los niveles enddégenos de E, y un camino dependiente de la
degranulacion de MC que implica la accion de mediadores quimicos
liberados por éstas células. Estos datos proveen la base para futuros
estudios, los cuales examinen el impacto de Ila inhibicibn de la
degranulacion de MC y la disminucion de la expresion de VEGF sobre la

maduracion cervical y el parto.

La densidad de macrdofagos en el cérvix uterino de la rata es modulada por
la degranulacion de MC

En esta tesis proporcionamos un mapeo detallado de la densidad de
macréfagos y MC en el cérvix uterino de la rata durante el ciclo estral, la
prefez y el periodo postparto. Durante las dos etapas del ciclo estral
evaluadas (estro y diestro II) no se observaron cambios en las densidades
de macréfagos y MC presentes en el cérvix uterino de la rata. Con respecto
a la densidad de macrofagos en el ciclo estral, nuestros resultados son
coincidentes con reportes previos en ratén (Mackler y col. 1999). Ratas y
ratones presentan ciclos estrales de 4-5 dias con patrones similares de
niveles hormonales de Eg y Pg (Freeman 1988). Dado que ambas especies

no poseen una fase lUtea verdadera, los perfiles de hormonas esteroides
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muestran bajos niveles de Pg durante el ciclo estral (Freeman 1988). Por
esta razon, los cambios observados en los tejidos blancos de los esteroides
sexuales en ratas y ratones ciclando estarian en mayor medida bajo el
estimulo de los Eg (Montes y Luque 1988). Debido a que no se observaron
cambios en las densidades de macréfagos y MC en ratas ciclando,
sugerimos que los Eg no serian moduladores criticos en la migracidon de
macrofagos y MC en el cérvix uterino. Sin embargo, no podemos descartar

un control estrogénico sobre su funcidn secretoria.

En el D9 de gestacién, la densidad de macréfagos en el cérvix uterino
es baja, siendo la mitad de la densidad observada en el ciclo estral. Mor y
Abrahams (2003) describieron una densa infiltracion de macréfagos en el
sitio de decidualizacion sugiriendo que estas células podrian estar
involucradas en la apoptosis y remocién celular durante la prefiez. Esta
mayor migracion de macréfagos en el Utero durante la gestacion temprana
podrian explicar los bajos valores obtenidos en el cérvix uterino en este
mismo periodo. Durante la segunda mitad de prefiez, se observd un
incremento en la densidad de macrofagos en el cérvix uterino con valores
mas altos antes del parto. Un aumento similar en el nimero de macréfagos
previo al parto fue observado en ratones, y fue sugerido que estas células
migran desde el endometrio uterino hacia el cérvix para facilitar su
relajacion (Mackler y col. 1999). Varios estudios (Buhimschi y col. 1996, Ali
y col. 1997) demostraron que la maduraciéon cervical estaria mediada por el
oxido nitrico, el cual es sintetizado a través de una reaccidon enzimatica
mediada por la enzima o6xido nitrico sintetasa. Los macréfagos producen
una forma inducible de esta enzima y es la principal isoforma en el cérvix
uterino de la rata durante la prefez y el parto (Buhimschi y col. 1996). Si
bien la funcién de los macréfagos en el cérvix permanece desconocida,
nuestros resultados acerca del reclutamiento de macréfagos en el estroma
cervical al final de la prefiez y el parto sugieren su participacion en los
procesos requeridos para una correcta dilatacion y asi facilitar un parto

exitoso.

En el periodo posparto, el nUmero de macréfagos en el cérvix cae a

valores similares a los obtenidos durante la primera mitad de la gestacion,
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mientras que -al mismo tiempo- los niveles de infiltracion de MC
presentaron un notable incremento. Debido a que los macréfagos y MC
juegan un rol critico en la cicatrizacién de tejidos, fibrosis y remodelacion
tisular (Gillitzer y Goebeler 2001), el aumento del nimero de MC en
asociacion con los macréfagos descriptos en el posparto, sugieren que estas
células podrian estar involucradas en la reorganizacion tisular que ocurre en

el cérvix uterino después del parto.

También observamos que existe una asociacion inversa entre MC y
macréfagos en el cérvix uterino, sugiriendo que ambas células podrian estar
actuando de forma coordinada. Apoyando esta hipdtesis, demostramos que
la densidad de macréfagos en el cérvix de la rata es modulada por la
degranulacion de MC. Los animales que fueron sometidos al tratamiento con
el estabilizador de la degranulacién de MC presentaron un mayor numero de
macréfagos en el cérvix uterino comparado con los animales controles que
no recibieron la droga, siendo este efecto sostenido una vez finalizado el
tratamiento. Teniendo en cuenta que la inhibicion de la degranulacién de
MC disminuyd el proceso de angiogénesis en el cérvix uterino de la rata
durante la prefiez podemos sugerir que se ha generado un microambiente
hipdxico. La hipoxia puede inducir la activacidon de macréfagos alterando su
perfil de expresién génica y actividad metabdlica (Crowther y col. 2001).
Estos macrofagos activados estimularian la liberacion de citoquinas y
factores de crecimiento angiogénicos (e.g.: VEGF) junto con enzimas
proteoliticas que podrian inducir la formacion de nuevos vasos. Este
aumento de la densidad de macrofagos (en los animales tratados con el
estabilizador de MC) y del potencial de actividad angiogénica, podrian
constituir un mecanismo compensatorio para garantizar la formacién de
nuevos vasos sanguineos en el cérvix. En nuestro experimento no
detectamos inmunomarcacion positiva para el VEGF en los macréfagos
cervicales; sin embargo, no podemos descartar un posible mecanismo de

activacion angiogénico a través de esta misma u otras moléculas.

La maduracidén cervical imita un proceso inflamatorio siendo un hecho
importante el trafico de células inmunocompetentes. El mapeo detallado de

los macrofagos y MC, y las evidencias presentadas respecto a que la
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densidad de macréfagos es modulada por la degranulacién de MC son pasos
esenciales para el mejor conocimiento del mecanismo por el cual estos tipos

celulares interdependientes funcionan como un todo en el cérvix uterino.

3- La exposicidon neonatal a xenoestrogenos modifica parametros
relacionados con la angiogénesis uterina

Las dos primeras semanas de vida postnatal en la rata se
corresponden con el tiempo de maxima diferenciacidon del tracto reproductor
femenino. Esta diferenciacion ocurre siguiendo una serie compleja de
interacciones entre los receptores hormonales clasicos y las moléculas de
sefializacion que en Ultima instancia preparan a las células blanco para
responder apropiadamente al medio hormonal mas tarde en la vida (Daftary
y Taylor 2006). El organismo en desarrollo es sensible a las perturbaciones
por quimicos con actividad enddcrina, los cuales pueden resultar en una

respuesta hormonal anormal afectdndose varios procesos fisiolégicos.

En el segundo capitulo de este trabajo de tesis investigamos los
efectos a largo plazo de la exposicion neonatal a xenoestrégenos sobre el
compartimiento vascular del Utero. Debido que el verdadero impacto de los
perturbadores endocrinos sobre la salud humana es dificil de evaluar, es
importante examinar su efecto sobre condiciones de exposicién controlada
en modelos animales (Maffini y col. 2006). El modelo de malformaciones del
tracto reproductivo y canceres inducido por exposicién perinatal a DES
sirven como un nuevo paradigma para estudiar las consecuencias
patolégicas que se producen en adultos expuestos tempranamente en la

vida a sustancias activas hormonalmente (Mericskay y col. 2005).

Nosotros utilizamos un modelo animal que imita los efectos uterinos
mediados por Eg y Pg previo a la implantacion del embrién. En roedores, el
primer signo de inicio de la implantacién es un aumento de la permeabilidad
vascular uterina en el sitio de union del blastocisto y, especificamente, en la
region periluminal del estroma uterino ocurre un crecimiento diferencial de
vasos sanguineos durante la decidualizacién (Paria y col. 2001). Los

mecanismos moleculares por los cuales ocurren el aumento de la
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permeabilidad vascular localizada y angiogénesis en el sitio de implantacién

son pobremente conocidos.

La caracterizacion del modelo utilizado (OVX-P+E) revel6 claramente
un aumento del area ocupada por vasos sanguineos inmunomarcados para
la expresion de nestina en la region subepitelial del Utero. Hasta la fecha los
factores y mecanismos que controlan la expresion de nestina permanecen
desconocidos. En un trabajo recientemente publicado (Takahashi y col.
2007) se demostré que las células endoteliales de foliculos ovaricos en
desarrollo de ratas adultas expresan nestina y que la administracion de
gonadotrofina coriénica humana indujo la expresidn de este filamento en las
células endoteliales de la teca interna. Estos autores sugirieron que la
nestina es expresada en células con actividad proliferativa o en células que
estdan en una fase de desarrollo dindamico, necesitando en ambos casos un
alto grado de plasticidad citoplasmatica (Takahashi y col. 2007). Ademas de
estos hallazgos, nuestro resultados aportan evidencias de que la expresién
de nestina en el Utero de la rata es regulada por las hormonas esteroides
sexuales (Eg y Pg) y esto apoya lo sugerido por otros autores (Mokry y col.
2004) que la nestina es un marcador de angiogénesis debido a que es un

filamento expresado en las células endoteliales de vasos sanguineos nuevos.

Por otra parte, la incorporacién de BrdU en los animales OVX tratados
con vehiculo demostré ausencia de proliferacidon en las células endoteliales,
mientras que luego del tratamiento con Pg mas Eg hubo un aumento
significativo en el porcentaje de células endoteliales proliferando. En
asociacion con el aumento de proliferacion de las células endoteliales los
niveles de expresion del VEGF también aumentaron notablemente en la
region subepitelial del Utero luego del tratamiento con los esteroides
ovaricos. Esto ultimo apoya la importancia del VEGF como mediador de las
modificaciones vasculares del Utero previo a la implantacién. En el mismo
sentido, se conoce que la proliferacion de las células endoteliales
endometriales en Ila rata aumenta significativamente previo a la
implantacién cuando las concentraciones plasmaticas de Pg estan
aumentando (Walter y col. 2005). Ademas, estudios previos han

demostrado que la administracion de un anticuerpo anti-VEGF redujo la
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permeabilidad vascular conduciendo a fallas completas en la implantacién
(Rabbani y Rogers 2001, Rockwell y col. 2002).

En funcion de los resultados obtenidos podemos afirmar que el
modelo utilizado refleja cambios hormonodependientes relacionados al
compartimiento vascular del Utero que nos permiten emplearlo para
investigar los efectos a largo plazo de la exposicion temprana a

xenoestrdogenos.

La exposicibn neonatal a xenoestrégenos altera parametros relacionados

con la angiogénesis uterina en la rata adulta

Nuestros resultados demuestran que Ilas ratas expuestas
neonatalmente a xenoestrdogenos presentaron una respuesta alterada a la
induccién de la proliferacion de células endoteliales por los esteroides
ovaricos. Las hembras que habian sido expuestas a DES o BPA presentaron
una disminucién significativa en el indice de proliferacién endotelial en
relacion a las controles. No obstante, no se observaron diferencias en el
area vascular ocupada por marcacion positiva de nestina entre los
diferentes grupos experimentales. Sugerimos que la poblacion de células
endoteliales con plasticidad citoplasmatica potencial para la proliferacion
(aquellas que son nestina positvas; Takahashi y col. 2007) no se modificd
por la exposicion neonatal a xenoestrogenos y que la exposicién a DES o
BPA alterd la respuesta proliferativa de las células endoteliales, sugiriendo
que el efecto de estos perturbadores endocrinos ocurriria a nivel del control
de la proliferacion celular. Apoyando esto ultimo en un trabajo previo
demostramos que la exposicidon neonatal a estos xenoestrégenos disminuyd
la respuesta proliferativa hormonodependiente de las células del estroma
subepitelial del uUtero (Varayoud y col. enviado). Ademas, Ramos y col.
(2007) demostraron una correlacidon inversa entre la proliferacion y la
expresion de p27“P! (inhibidor del ciclo celular) en células precursoras
neuronales tipo 2 en ratas expuestas a DES, sugiriendo un rol critico de este
inhibidor en el estado quiescente de estas células inducido por

xenoestrogenos.
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En asociacion con la menor proliferacién de las células endoteliales
observamos que los grupos de DES, BPA.05 y BPA20 tenian una menor
induccién del ARNm del VEGF en comparacion a los animales controles.
Cabe destacar que las modificaciones inducidas en la expresién del VEGF en
estos animales fueron a nivel del transcripto primario debido a que no se
observaron cambios en la expresion relativa de cada una de las variantes de
empalme del VEGF, siendo predominante la variante VEGFis4. En el Utero
del ratén durante el periodo peri-implantatorio la expresion de VEGF;¢4 fue
la variante preponderante e interactia con el VEGFR-2 y NRP-1 expresado
en las células endoteliales uterinas, sugiriendo que el VEGFig4 €s uno de los
mediadores primarios de la sefializacion del VEGF en los cambios vasculares

durante la implantacién (Halder y col 2000).

Respecto a la proteina del VEGF se observé una menor induccion en
los animales que habian sido expuestos a DES y a la dosis mas baja de BPA
(BPA.05), sugiriendo que la falla en la expresion de este factor podria ser el
responsable de la menor proliferacion de las células endoteliales. La
expresion de la proteina del VEGF no presentd diferencias en los animales
expuestos a BPA20 versus los controles, lo que indicaria que la falla
observada en la proliferacion endotelial en este grupo de animales ocurriria
por un camino independiente del VEGF, como podria ser una alteracion en
moléculas que intervienen en el control del ciclo celular (Ramos y col. 2007,
Zhuang y col. 2001). Las modificaciones observadas en la expresién del
VEGF por la exposicion a las dos dosis de BPA coinciden con trabajos
previos que describen una curva dosis-respuesta con forma de U invertida
para la accién del BPA (Monje y col. 2007, vom Saal y Hughes 2005).
Ademads, es interesante resaltar que las dos dosis de BPA afectaron la

proliferacidon de células endoteliales posiblemente por vias diferentes.

Teniendo en cuenta que el estimulo previo de la Pg es necesario para
los eventos celulares que ocurren antes de la implantacién en respuesta a
los E; y que estos eventos requieren la presencia de receptores esteroides,
evaluamos si la exposicion neonatal a BPA o DES afectaba la expresion
normal de REa y RP en el Utero del animal adulto. Con respecto a la

expresion del REa en el compartimiento subepitelial, los resultados
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demostraron una inducciéon disminuida en respuesta a los esteroides
ovaricos en los grupos de animales expuestos neonatalmente a DES y a la
menor dosis de BPA (BPA.05); mientras que la dosis de BPA20 no fue
diferente comparada con el grupo control. Los animales expuestos a BPA.05
también presentaron una menor expresion del REa en el compartimiento
endotelial. Semejante a lo observado para la expresién de la proteina del
VEGF, la expresion de REa también se comportd en forma diferencial para
las dos dosis de BPA. El analisis de los resultados nos permite destacar que
hay una asociacion positiva entre la expresién del REa y del VEGF en los
animales expuestos a DES y BPA.05. Teniendo en cuenta trabajos previos
que describen un control transcripcional del VEGF por uniéon del REa a
secuencias especificas de la regién del promotor de dicho gen (Kazi y Koos
2007, Kazi y col 2005), sugerimos que las alteraciones observadas en la
expresiéon del VEGF podrian deberse a la menor expresion del REa Yy

consecuentemente menor interaccion con la regién del promotor del VEGF.

Mientras que las ratas expuestas a DES fallaron para inducir RP en el
estroma subepitelial del Gtero después del tratamiento con Pg y Eg, los
grupos de ratas expuestas a BPA.05 y BPA20 aumentaron la expresion del
RP de manera similar al de los controles. Con relacién a la expresion del RP
en el endotelio vascular no hubo cambios entre los diferentes grupos
experimentales. Estos resultados indican que cada xenoestrogeno afectaria
el camino de sefalizacion del RP por mecanismos diferentes y especificos
para cada tipo celular. Sugerimos que el BPA afectaria la actividad
transcripcional del RP como resultado de cambios en la expresion de
proteinas reguladoras del receptor. Ha sido demostrado que el RP y el RE
exhiben baja unidn a corepresores en ausencia de hormona pero ganan en
capacidad para unir a corepresores en presencia de moduladores selectivos
de receptores hormonales, de cofactores de transcripcién ubicuos vy
dependiendo del promotor al que se unan (Privalsky 2004). La exposicidon
neonantal a BPA afectd la expresion de SMRT en respuesta al tratamiento
con Pg y Eg, exhibiendo un claro aumento en el compartimiento subepitelial
del (tero. Debido a que el SMRT es un factor limitante que inhibe la
actividad transcripcional de receptores esteroides por reclutamiento de

histonas deacetilasas y alterando las interacciones dimero-receptor
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(Privalsky 2004), la expresiéon aumentada de SMRT sin cambios en la
expresion de los receptores esteroides puede proveer una posible

explicacion para la respuesta reducida al estimulo hormonal.

En resumen, en este segundo capitulo del trabajo de tesis
demostramos que la exposicion a los xenoestrégenos DES y BPA durante el
desarrollo uterino neonatal modificd la respuesta a esteroides ovaricos de
células blanco conduciendo a una desregulacién del control de la
proliferacidon de las células endoteliales y de la expresién del gen del VEGF.
Especificamente, detectamos que el tratamiento con Pg y Eg no incrementd
la expresidon de la proteina del VEGF en el Utero de la rata de animales
expuestos a DES y BPA.05, conjuntamente con una falla en la induccién del
REa. Mientras que en los animales que habian sido expuestos a BPA20 la
alteracion en la proliferacion de las células endoteliales se asocid con una
sobreexpresion anormal del corepresor SMRT en la region subepitelial
uterina. Una hipdtesis atractiva para proponer es que la exposiciéon a
perturbadores quimicos endocrinos durante periodos criticos de la vida
postnatal cambia la respuesta hormonal uterina durante la adultez por una
perturbacién en el ensamblaje de la maquinaria de transcripcion basal de

genes dependientes de RE y RP.

4- Los animales expuestos neonatalmente a xenoestrégenos son
subfértiles

La prefiez temprana en los mamiferos estd asociada con cambios
morfoldgicos y funcionales en las células uterinas, acompafadas por
remodelacién vascular. Los resultados que describimos empleando el
modelo de rata ovariectomizada y sometida a terapia hormonal de
reemplazo con Pg y Eg claramente demostraron que la exposicion neonatal
a xenoestrégenos alterd la respuesta proliferativa hormonodependiente de
las células endoteliales y la expresion del VEGF en el Utero. Estudios previos
han demostrado que la inmunoneutralizacién del VEGF inhibe la
implantacién del embrién en el Gtero de roedores (Rabbani y Rogers 2001,
Rockwell y col. 2002). Por otra parte, en un trabajo realizado en nuestro
laboratorio se observd que la exposicidn neonatal a xenoestrégenos

disminuye la respuesta proliferativa hormonodependiente de las células del
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estroma subepitelial del endometrio y que este efecto seria mediado a
través del silenciamiento del gen homeédtico HoxalO, siendo ambos
procesos esenciales para una normal implantacion (Varayoud y col.

enviado).

En base a los antecedentes mencionados formulamos la hipétesis que
propone que las modificaciones presentadas como resultado de |la
exposicion neonatal a xenestrégenos podrian ser responsables de alterar el
mecanismo de implantacion y de promover una muerte embrionaria
temprana. En primer lugar observamos que un mayor numero de hembras
expuestas a DES y BPA20 no quedaron prefiadas, sin embargo, esta
tendencia en los resultados no alcanzé a ser estadisticamente significativa.
Por otro parte, entre los animales que quedaron prefiados en los diferentes
grupos experimentales no se observaron diferencias con relacién al nimero
de CL de prefiez, sugiriendo que el numero de ovulaciones no fue afectado
por el tratamiento neonatal. Lo que si se afectd de manera altamente
significativa fue el nUmero de sitos de implantacién que fue menor en los
animales expuestos a DES y BPA20. Esto ultimo permite sugerir que los
xenoestrogenos estarian provocando defectos a nivel del Utero que alteran
la implantacion del embrién (pérdidas pre-implantatorias). De esta forma
las hembras expuestas neonatalmente a DES y BPA20 exhibieron un menor
niumero de fetos en desarrollo. También es interesante destacar que los
animales expuestos a BPA (BPA20 y BPA.05) presentaron una tendencia a
ser menos capaces de mantener el desarrollo embrionario evidenciado por
un mayor numero de reabsorciones (pérdidas post-implantatorias). En
conjunto, estas evidencias indican que una corta exposiciéon neonatal a BPA
o DES utilizando dosis bajas (conocidas como “dosis ambientalmente
relevantes”) provocd una alteracién en la respuesta a los esteroides
ovaricos durante la adultez conduciendo a una menor fertilidad de las

hembras.

Una asociacién entre exposicion neonatal a perturbadores endocrinos
e infertilidad ha sido demostrada para fitoestrégenos (e.g.: genisteina) y
para DES en animales experimentales. Se observdé que la presencia de

foliculos con mucho oocitos (foliculos poliovulares) en los ovarios de
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animales expuestos neonatalmente a DES y genisteina se asocia con una
menor fertilidad de la hembra (Iguchi y col. 1986, Jefferson y Newbold
2000). Ademads, una serie de estudios previos han demostrado diversos
efectos de perturbacién sobre drganos reproductivos luego de la exposicidn
perinatal a BPA. Se han observado alteraciones en el inicio de la pubertad,
la regularidad de los ciclos estrales (Markey y col. 2003, Kato y col. 2003,
Munoz-de-Toro y col. 2006) cambios en la abundancia de transcriptos del
REa en el hipotalamo (Monje y col. 2007), modificaciones del desarrollo del
eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal (Khurana y col. 2000, Ramos y col. 2003)
y cambios histofuncionales en tejidos hormonodependientes como la
prostata y glandula mamaria (Ramos y col. 2001, Durando y col. 2007,
Mufioz-de-Toro y col. 2006). Respecto a los efectos de la exposicion a
perturbadores en la vida adulta, Al-Hiyasat y col. (2004) usando un modelo
de ratdén expuesto a BPA (en una dosis de 25 y 100 ug/Kg/dia, durante 28
dias) observaron un mayor numero de reabsorciones respecto de los
controles. En un trabajo reciente, se observd que la administracién de BPA
(10 mg/kg/dia) a ratonas prefiadas durante los dias 1 a 4 de gestacion
redujo notablemente el porcentaje de prefiez (Berger y col. 2007).
Consecuentemente, los efectos de los perturbadores endocrinos sobre la
fertilidad de la hembra varian de acuerdo al modelo animal, la edad, dosis

de exposicion y tipo de xenoestrogeno.

Por su parte, la Agencia de Proteccidon del Medioambiente de Estados
Unidos (www.epa.gov) establecid la dosis de 50 ug/kg de peso/dia de BPA
(nuestra dosis de BPA.05) como “dosis segura”. Sin embargo, los resultados
presentados en esta tesis y en trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio (Stoker y col. 2003, Markey y col 2001, Ramos y col 2001 y
2003, Mufioz-de-Toro y col. 2006, Durando y col. 2007, Varayoud y col.
enviado, Monje y col. 2007) donde se utilizan “bajas dosis” de BPA
indicarian que es necesario realizar un replanteo con relaciéon a las dosis
consideradas “seguras” de este compuesto. Ademas, hay que tener en
cuenta que probablemente muchos efectos de los perturbadores endocrinos
permanecen desconocidos u “ocultos” hasta la madurez sexual o hasta que
se enfrentan con situaciones endocrinas diferentes tal como puede ser la

prefiez.
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Por ultimo, es necesario tomar conciencia de que la exposicion a
xenoestrogenos puede generar consecuencias adversas sobre nuestra salud
y, fundamentalmente, sobre la de nuestros hijos. La necesidad del
desarrollo de politicas de prevencién que eviten los efectos perjudiciales

sobre la salud es altamente recomendable.
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Conclusiones

Finalizando el desarrollo de este trabajo de tesis y luego de

presentados los resultados podemos elaborar las siguientes conclusiones:

1) El cérvix uterino de la rata durante la gestacién presenta cambios
vasculares que describen la presencia de un proceso de angiogénesis
caracterizado por:

a) aumento de la proliferacién de las células endoteliales

b) incremento del drea vascular

c) disminucién de la maduracion vascular

d) aumento de la expresién del VEGF

2) Los perfiles de densidades de MC y macréfagos siguen patrones

caracteristicos, demostrando una correlacién negativa.

3) La degranulacién de los MC regula la angiogénesis del cérvix uterino

durante la gestacién modulando la expresion del VEGF.

4) La densidad de macréfagos en el cérvix uterino durante la gestaciéon es
modulada por la degranulacién de MC, pudiendo ejercer una accion

coordinada en el control de la angiogénesis.

5) La exposicion neonatal a xenoestrogenos (BPA y DES) produjo
importantes alteraciones en el Utero de hembras adultas:
a) disminuyd la respuesta proliferativa hormonodependiente de las
células endoteliales y la expresién del VEGF
b) modificé la expresidn de receptores hormonales (REa y RP) y

coreguladores (SMRT)

6) Las hembras expuestas neonatalmente a BPA y DES fueron subfértiles,
presentando un menor numero de sitios de implantacion y mayor
porcentaje de reabsorciones fetales. Este efecto fue debido a una falla a

nivel del Utero por la exposicidn a los xenoestrégenos.
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Los resultados obtenidos en esta tesis intentan contribuir al mejor
conocimiento de la angiogénesis como un proceso fisioldgico necesario para
una adecuada transformacion del cuello uterino a lo largo de la gestacion y
durante el parto. Esto Ultimo serd necesario para alcanzar un parto exitoso.
En la segunda parte de la tesis se presentaron evidencias experimentales
acerca de los efectos adversos de la exposicién a xenoestrogenos sobre la
salud reproductiva de la hembra. Esto ultimo contribuird en la toma de
conciencia para promover la elaboracion de normas que regulen/eviten la
exposicidn a quimicos clasificados como perturbadores endocrinos que
contaminan el medio ambiente y que afectan la salud animal y de los

humanos.
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Resumen

La morfogénesis del tracto reproductor de la hembra esta controlada
por una interaccidn coordinada entre diversos mecanismos endocrinos,
celulares y moleculares. Las perturbaciones del desarrollo uterino durante la
vida fetal o neonatal por defectos genéticos o por exposicion a
perturbadores endocrinos (PE) pueden reprogramar la funcién del Utero en
el adulto y conducir a infertilidad, cancer y aun la muerte. La principal
funcidon de este 6rgano es aceptar al ovocito fertilizado que se implantara en
el endometrio. Después de la implantacién, los vasos sanguineos del Utero
deben desarrollarse para proveer de los nutrientes necesarios. La
diferenciacion del Utero para sostener el desarrollo y la implantacién del
embrion es coordinada por progesterona (Pg) y estrogenos (Eg) actuando

de manera temporal y especifica en relacién al tipo celular.

Dos eventos vasculares caracterizan la etapa temprana de
implantacién del embrién en la rata: un aumento localizado en la
permeabilidad vascular endometrial y una significativa proliferacion de las
células endoteliales. Estos eventos podrian estar mediados por el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), expresado en el Utero al tiempo
de la implantacion. El sistema vascular es tipicamente inactivo en el adulto
excepto en situaciones patoldgicas y durante procesos fisioldgicos
especificos del tracto reproductor femenino, tales como prefiez y parto. Se
sabe que el sistema inmune cumple un rol importante en la regulacion de la
angiogénesis. Los mastocitos (MC) estdan ampliamente distribuidos en el
tejido conectivo y son frecuentemente localizados en las proximidades de
los vasos sanguineos. La degranulacion de MC por una variedad de
secretagogos produce la liberacion de factores angiogénicos potentes, e.g.
VEGF, factor de crecimiento fibroblastico basico y varias interleuquinas. Por
otro lado, los macréfagos no son angiogénicos per se pero cuando reciben
un estimulo adecuado podrian ejercer un rol angiogénico cambiando o
modificando el patrén de expresidon de sus productos secretorios. Estudios
in vitro demostraron que la hipoxia induce la activacién de macrdéfagos
estimulando la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento
angiogénicos (e.g.: VEGF), junto con enzimas proteoliticas que podrian

jugar un rol en la formacion de nuevos vasos.
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Durante el ciclo estral y la prefiez temprana se observé una intima
asociacién entre la funcién endocrina y la angiogénesis. La angiogénesis
hormonalmente controlada es fundamental para la diferenciacidon
endometrial necesaria para la implantacion, como asi también para los
cambios uterinos asociados con la prefiez. En el Utero de ratas en proestro
se observé un aumento en el contenido del ARNm del VEGF coincidiendo
con los niveles mas altos de 17p-estradiol (E,). La angiogénesis del Utero de
roedores es también regulada por Pg a través de la estimulacidon de la
proliferacion de las células endoteliales y la expresién del VEGF. La
expresion uterina del VEGF, regulada por Eg, involucra un rapido
reclutamiento del receptor de Eg alfa (ERa) a la regidon promotora del gen e
interacciones con proteinas especificas (SP). Sin embargo, estudios
adicionales son necesarios para entender la regulacion transcripcional del
VEGF y la regulacién endocrina de la angiogénesis en el tracto reproductor

en condiciones fisioldgicas.

Los PE son sustancias quimicas, exdgenas al organismo animal o
humano que tienen actividad hormonal o antihormonal y que, actuando
como agonistas o antagonistas, pueden alterar la homeostasis del sistema
endocrino. Algunos de estos compuestos han demostrado tener una potente
actividad estrogénica (xenoestréogenos). Los primeros dias postnatales son
criticos para el normal desarrollo del Utero, siendo este periodo de alta
sensibilidad a la exposicidon a xenoestrégenos. Las consecuencias de una
exposicion temprana pueden manifestarse durante la vida adulta, cuando el
Utero presenta adaptaciones para su normal funcionalidad reproductiva.
Desde 1940 a 1970, el xenoestrégeno dietilstilbestrol (DES) fue utilizado en
mujeres embarazadas para prevenir abortos espontaneos. Luego, se
observé que las hijas de estas mujeres presentaban anormalidades del
tracto genital cuando fueron adultas. La exposicién perinatal de roedores de
laboratorio a DES produce un espectro de lesiones en el tracto reproductor
femenino similar a las observadas en humanos. El Bisfenol A (BPA) es un
xenoestrogeno empleado en la fabricacion de policarbonatos plasticos vy
resinas epoxi y ademas estd presente en un gran numero de productos de
uso habitual: cubriendo el interior de las latas de conserva, mamaderas,

selladores dentales, etc. Estudios in vivo en roedores de laboratorios y
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animales silvestres establecieron que el BPA puede inducir alteraciones en
las funciones reproductivas. Usando diferentes modelos animales, se
demostré que la exposicidn perinatal a BPA afecté parametros reproductivos
en el animal adulto, tales como desarrollo del eje neuroendocrino,
morfologia de la prostata y glandula mamaria, patrones de ciclicidad estral

y comportamiento sexual.

Objetivos

Evaluar en el cérvix y Utero de la rata durante la gestacidn el proceso
de angiogénesis y los posibles mecanismos involucrados en su regulacién.
Investigar la repercusién de la exposicion neonatal a sustancias
xenoestrogénicas sobre el desarrollo del compartimiento vascular uterino y
su potencial influencia en la eficiencia reproductiva.

1- En el cérvix uterino de ratas prefiadas intactas evaluar cualitativa
y cuantitativamente parametros que caracterizan la angiogénesis
(proliferacion endotelial, densidad y maduracidon vascular y expresion del
factor de crecimiento de endotelio vascular).

2- Evaluar la participacién de células inmunes en el proceso de
angiogénesis: a) determinando la densidad de mastocitos y macréfagos en
el cérvix uterino durante el ciclo estral, gestacién y postparto, b)
investigando la funcién de los mastocitos en el proceso de angiogénesis
cervical durante la gestacion.

3- Evaluar si la exposicién neonatal a estrégenos ambientales, tales
como bisfenol A y dietilstilbestrol, estd asociada con: a) modificar los
parametros relacionados con la angiogénesis uterina en la vida adulta, b)
afectar algunos parametros relacionados con la eficiencia reproductiva:
numero de cuerpos lGteos, sitios de implantacion, pérdidas pre- y post-

implantatorias.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar. Para la obtencion de
animales prefiados, hembras en proestro fueron alojadas en jaulas con
machos de fertilidad comprobada. Las ratas fueron asignadas al azar a cada
uno de los grupos experimentales y 2 hs antes del sacrificio los animales

recibieron bromodeoxyuridina (BrdU). Para evaluar la angiogénesis durante
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la prefiez, los cérvix uterinos fueron obtenidos desde el dia 12 (D12) hasta
el D23 de gestacidon. Las muestras fueron fijadas y luego incluidas en
parafina. Se realizaron cortes histolégicos de los cérvix uterinos para ser
usados en ensayos de inmunohistoquimia (IHQ). Se evalud el area vascular
absoluta y relativa en secciones inmunotenidas con el anticuerpo anti-von
Willebrand factor (vWF) combinado con una técnica de analisis de
imagenes. La suma de todas las areas vasculares individuales en cada
seccion de cérvix uterino fue considerada como el area vascular absoluta. El
area vascular relativa se determiné dividiendo el area vascular absoluta por
el area total ocupada por el estroma cervical. La proliferacion de células
endoteliales se evaludé por incorporacién de BrdU, determinando el
porcentaje de células endoteliales proliferando en el estroma subepitelial y
muscular. El indice de maduraciéon vascular se determindé usando la
inmunodeteccién de alfa actina de musculo liso (a-SMA) para identificar
pericitos y células musculares lisas vasculares. Este indice se calculd
dividiendo el area ocupada por vasos sanguineos positivos para a-SMA vy el
area vascular relativa. Utilizando muestras de cérvix uterino congeladas se
determind la expresion total del ARNm del VEGF y la abundancia relativa de
sus variantes de empalme alternativo (VEGFi29, VEGFie4 ¥ VEGFig5). Se
realiz6 la extraccién del ARN total y luego se procedid6 a evaluar
cuantitativamente la expresion del ARNm total del VEGF mediante la
reaccion de PCR competitiva. Las variantes de empalme alternativo se
cuantificaron a través de PCR multiple en un solo tubo. Para evaluar los
niveles séricos de E, por RIA, se recolecté sangre periférica desde D3 hasta

D23 de gestacion.

Para determinar el numero de macréfagos y MC se obtuvieron
muestras de cérvix uterino de: a) hembras virgenes con ciclo estral regular
(en estro y diestro II), b) hembras prefiadas (D9-D23) y c) hembras en
postparto, sacrificadas 24, 48 y 72 hs después del parto (PP1-PP3). La
evaluacion de MC se realizd por IHQ utilizando un anticuerpo policlonal que
detecta el componente principal de sus granulos: la enzima proteinasa I
(RMCP I, rat mast cell proteinase 1). Los macréfagos fueron identificados
usando un anticuerpo monoclonal que reconoce una glicoproteina sobre Ia

membrana lisosomal.
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Para investigar el rol de los MC en la angiogénesis cervical, un grupo
de animales prefiados fueron tratados con cromoglicato de sodio (inhibidor
de la degranulacion de MC). Los animales prenados fueron asignados al azar
a cada uno de los siguientes grupos experimentales: (a) T14: tratadas con
estabilizador de MC desde D12 a D14, sacrificadas D14 de prenez; (b) T18:
tratadas con estabilizador de MC desde D12 a D18, sacrificadas D18 de
prefiez; (c) T22: tratadas con estabilizador de MC desde D12 a D18,
sacrificadas D22 de prefiez; o los grupos controles Ci14, C18 y C22:
inyectadas con solucién salina y sacrificadas el D14, D18 o D22
respectivamente. Para evaluar el efecto del tratamiento con el estabilizador
de MC, se comparé el porcentaje de MC degranulados entre ratas controles
y tratadas con el estabilizador. También se determindé por IHQ la
proliferacion de células endoteliales, el area ocupada por vasos y el indice
de maduracién vascular. La expresion del ARNm del VEGF y la abundancia
relativa de sus variantes de empalme se evaluaron por RT-PCR vy la
expresiéon de la proteina del VEGF se determindé por IHQ. Ademas se
midieron los niveles séricos de E, por RIA. Para investigar un posible rol de
la degranulacién de MC sobre la distribucién de macréfagos se evalud esta

célula inmune por IHQ.

Para investigar los efectos a largo plazo de la exposicion a
xenoestréogenos, usamos un modelo de rata adulta ovariectomizada (OVX)
con tratamiento de reemplazo hormonal que consistié en 2 dosis de Pg
seguida por una dosis de Pg y Eg (grupo OVX-P+E). Otro grupo de ratas
recibieron dosis diarias de vehiculo (grupo OVX). Dieciséis horas después de
la dltima inyeccién, a cada rata se le administré una dosis de BrdU, siendo
sacrificados los animales 4 hs posteriores. Uno de los cuernos uterinos se
procesé para extraccion de ARN, mientras que el otro se fijé e incluyd en
parafina para ensayos de IHQ. Primero se caracterizd este modelo
evaluando por IHQ el drea vascular positiva para nestina, la proliferacion de
células endoteliales y la expresién del VEGF. También determinamos los
niveles de expresiéon del ARNm del VEGF por RT-PCR en tiempo real.
Seguidamente las crias hembras fueron expuestas el dia postnatal 1, 3, 5y
7 a DES (0,2 ng/kg/dia), BPA.05 (0,05 mg/kg/dia), BPA20 (20 mg/kg/dia) o

vehiculo (aceite de maiz). A los 80 dias de edad, los animales fueron OVX y
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sometidos al tratamiento de reemplazo con esteroides descripto
anteriormente. En estos animales evaluamos los mismos parametros
considerados en la caracterizacion del modelo experimental y, ademas,
determinamos por IHQ en el estroma subepitelial del Utero la expresion de
receptores esteroides (ERa y PR) y coreguladores de receptores nucleares
(SMRT: silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptor;

SRC-3: steroid receptor coactivator 3).

A los 80 dias de edad otro grupo de hembras tratadas neonatalmente
con xenoestrogenos fueron colocadas en jaulas con machos de fertilidad
comprobada durante 2 semanas consecutivas para determinar parametros
relacionados con la fertilidad. Se calculdé el porcentaje de prenez, siendo
sacrificadas las hembras prefiadas el D18 de gestacidon. Se determind el
nimero de cuerpos luteos (CL) y el niumero de sitios de implantacién los

cuales fueron clasificados como fetos viables o sitios de reabsorcion.

Resultados

Los resultados demostraron que el area vascular absoluta del cérvix
uterino se incrementd significativamente durante la prefez, alcanzando
valores mas altos alrededor del parto; mientras que el area vascular relativa
no presentd modificaciones durante la gestacion. Estos resultados sugieren
gue el crecimiento de vasos sanguineos acompafia al rapido crecimiento del
cérvix durante la prenez. Ademas, el compartimiento endotelial de la regién
subepitelial y de la region muscular del cérvix uterino presentdé un alto
indice de proliferacién hacia el final de la gestacion. El indice de maduracion
vascular disminuyd significativamente durante los dias 14 y 15 de
gestacién. Luego, desde el D18 hasta el parto se observé una alta
proporcién de vasos maduros. Los niveles de expresion del ARNm del VEGF
cambiaron significativamente durante la gestacion alcanzando su mayor
expresion en el D14 y D18 de prefiez con relacion a la de los D12 y D22. La
expresiéon del ARNm del VEGF se correlaciond positivamente con la
proliferacion de células endoteliales y los niveles circulantes de E,.
Observamos que el cérvix uterino expreso las variantes VEGFi,9, VEGFie4 Y
VEGFigs Y que la contribucidon relativa de cada una de las variantes a la

expresion total del ARNm VEGF no presentd cambios, sugiriendo que el

165



Resumen

mecanismo de empalme del ARNm del VEGF no se modificé durante la

gestacion.

En cuanto al estudio de las células inmune, no se observaron
diferencias significativas en las densidades de MC entre el diestro II y el
estro. Se observé una mayor densidad de MC durante la primera mitad de
la gestacion (D9 y D12), mientras que durante la segunda mitad de la
prefiez (D14-D22) la cantidad de MC disminuyd significativamente. Después
del parto, la densidad de MC aumentdé y permanecié elevada hasta el PP3.
El anticuerpo empleado para detectar los MC fue usado satisfactoriamente
para identificar MC degranulados y no degranulados. Todos los animales
que recibieron el estabilizador de MC presentaron mas del 40% de MC no
degranulados. En relaciéon al proceso de angiogénesis, las ratas tratadas
demostraron una disminucion en la proliferacién de células endoteliales y en
el area vascular relativa, sumado a una mayor proporcion de vasos
sanguineos maduros, lo que sugiere una menor formaciéon de vasos nuevos.
Los efectos observados con el estabilizador de MC se mantuvieron una vez
finalizado el tratamiento. Ademas, los resultados demostraron que cuando
se inhibié la degranulacion de MC la expresion del ARNm del VEGF
disminuyd significativamente, mientras que no se observaron cambios en el
proceso de empalme alternativo del VEGF. Los niveles séricos de E, no
presentaron diferencia entre los grupos experimentales, lo que permitid
sugerir que el tratamiento con el estabilizador de MC no afecté la sintesis de

estrégenos.

Con respecto a la evaluacién de macréfagos, no observamos cambios
en las densidades de macrofagos entre diestro II y estro. La cantidad de
macréfagos aumentd en el cérvix uterino hacia el final de la gestacion,
alcanzando los valores mas altos antes del parto (D20 y D21) vy
disminuyendo en el postparto. Se observdé un patron de cambio inverso
entre macréfagos y MC a medida que nos acercamos al momento del parto.
Interesantemente, las ratas tratadas con el estabilizador de MC presentaron
un mayor nimero de macréfagos. En el cérvix uterino la inmunoreactividad
para la proteina del VEGF fue detectada en el epitelio luminar, endotelio y

musculo liso, sin observarse expresion en macréfagos. Sin embargo, no
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podemos descartar una acciéon coordinada entre MC y macréfagos sobre la

angiogénesis.

Por otra parte, estudiamos si la exposicion neonatal a BPA o DES
afecta la respuesta uterina al estimulo de los esteroides ovaricos en ratas
adultas. Los resultados del estudio realizado para caracterizar el modelo de
ratas OVX reveldé que los animales tratados con Pg y Eg (OVX-P+E group)
presentaron: 1) un aumento en la expresibn de nestina en el
compartimiento endotelial, 2) un incremento en la incorporacién de BrdU
por las células endoteliales, y 3) una induccién de la expresién del VEGF
comparado a las ratas adultas OVX inyectadas con vehiculo. En relacién a
los animales expuestos neonatalmente a xenoestréogenos no obtuvimos
diferencias en la expresién de nestina. La proporcion de células endoteliales
que incorporaron BrdU en los grupos de DES y las dos dosis de BPA fue
significativamente menor que en los animales controles. Notablemente, se
observé que la induccion de la expresiéon del ARNm del VEGF por los
esteroides ovaricos fue atenuada en los animales expuestos a BPA o DES
comparado con los expuestos al vehiculo; sin embargo la expresion de la
proteina del VEGF disminuyd en los animales expuestos a DES o BPA.QS5,
mientras que la exposicion a la mayor dosis de BPA (BPA20) no presentd
diferencias respecto al control. Las ratas tratadas con DES demostraron una
disminucidn en la expresién del RP y REa en el estroma subepitelial.
Ademas, en las ratas expuestas a BPA.05 se observd una menor expresiéon
del ERa en las células endoteliales. Los animales expuestos a BPA no
demostraron diferencias en la expresion del RP, observandose un aumento
en la expresiéon del corepresor SMRT. La expresién de SRC-3 no fue

diferente entre los grupos experimentales.

En este experimento, se observd una asociacion entre la exposicidon
neonatal a xenoestrégenos y subfertilidad. Aunque no se demostraron
diferencias en el porcentaje de ratas prefiadas y el numero de CL, se
observé una disminucion en el nimero de sitios de implantacién en los
animales expuestos a DES y BPA20. Este menor numero de sitios de

implantacién podria explicar el menor desarrollo de fetos observado en
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estos grupos. No se observaron diferencias en el nimero de reabsorciones

en las hembras tratadas.

Conclusiones

1) El cérvix uterino de la rata durante la gestacién presenta cambios
vasculares que describen la presencia de un proceso de angiogénesis
caracterizado por importantes cambios en el area vascular, la proliferacion
de células endoteliales y la maduracién vascular. Estas modificaciones
fueron asociadas con cambios en la expresién del VEGF.

2) La degranulaciéon de MC seria un proceso necesario para controlar
la angiogénesis normal del cérvix uterino de la rata durante la gestacién y
sugerimos que el efecto ocurre a través de un camino dependiente del
VEGF.

3) Demostramos una asociacién entre macréfagos y MC a lo largo de
la prefez. Ademads, presentamos evidencias de que la densidad de
macréfagos en el cérvix de la rata es modulada por la degranulacion de MC,
sugiriendo una posible accidn coordinada sobre el control de la
angiogénesis.

4) La exposicién neonatal a xenoestrégenos alterd la respuesta
normal a esteroides ovaricos en el Utero de las ratas hembras adultas, con
fallas en la activacién del gen del VEGF y una menor proliferacién de células
endoteliales. En paralelo, observamos cambios en la expresion del REa y RP
asociados a una sobre-expresién anormal del corepresor SMRT, sugiriendo
que la exposicion neonatal a xenoestréogenos altera la maquinaria
transcripcional de genes dependientes de esteroides.

5) Finalmente, sumado a los efectos mencionados, las hembras

intactas expuestas a xenoestréogenos fueron subfértiles.

Los resultados obtenidos en esta tesis intentan contribuir al mejor
conocimiento de la angiogénesis como un proceso fisioldgico necesario para
una adecuada transformacién del cuello uterino a lo largo de la gestacién y
durante el parto. Esto Ultimo seria necesario para alcanzar un parto exitoso.
En la segunda parte de la tesis se presentaron evidencias experimentales
acerca de los efectos adversos de la exposicién a xenoestrogenos sobre la

salud reproductiva de la hembra. Esto ultimo contribuird en la toma de
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conciencia para promover la elaboracién de normas que regulen/eviten la
exposicion a quimicos clasificados como perturbadores endocrinos que
contaminan el medio ambiente y que afectan la salud animal y de los

humanos.
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The morphogenesis of the female reproductive tract is governed by the
coordinate interaction among a variety of endocrine, cellular, and molecular
mechanisms. Disruption of uterine development in the fetus and neonate by
genetic defects or exposure to endocrine disruptors can reprogram the
function of the uterus in the adult and lead to infertility, cancer, and even
death. The main function of this organ is to accept a fertilized ovum which
will be implanted into the endometrium. After the implantation occurrs, the
uterus derives nourishment from blood vessels which develop exclusively
for this purpose. The differentiation of the uterus to support the
development and implantation of the embryo is coordinated by
progesterone (Pg) and estrogen (Eg) in a temporal and cell type-specific

manner.

Two endometrial vascular events characterize the early stages of
embryo implantation: localized increase in endometrial vascular
permeability and endothelial cell proliferation. These events could be
mediated by vascular endothelial growth factor (VEGF), expressed in the
uterus at the time of implantation. The vascular system is typically
quiescent in the adult except for pathological situations and during specific
physiological processes of the female reproductive system such as
pregnancy and labor. It is well established that the immune system plays an
important role in regulating angiogenesis. Mast cells (MC), which are widely
distributed in the connective tissue, are frequently located in close proximity
to blood vessels. Degranulation of MC by a variety of secretagogues causes
the release of potent angiogenic factors, e.g. VEGF, basic fibroblast growth
factor and several interleukins. On the other hand, macrophages are not
angiogenic per se but, when they receive an adequate stimulation, they
could exert angiogenic activity by modifying the expression patterns of their
secretory products. In vitro studies showed that hypoxia induces
macrophage activation, stimulating the release of angiogenic cytokines and
growth factors (e.g. VEGF), along with proteolytic enzymes, which might

play a role in the promotion of neovessel formation.

A close relationship between endocrine function and angiogenesis has

been observed during estrous cycle and early pregnancy. Hormonally
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controlled angiogenesis is fundamental for endometrial development and
the differentiation necessary for implantation, as well as uterine changes
associated with pregnancy. In rats, an increase in VEGF mRNA content in
the uterine tissue at proestrous is exhibited, coincident with the highest
17b-estradiol (E,) levels. The angiogenesis of the rodent uterus is also
regulated by Pg through stimulation of endothelial cell proliferation and
VEGF expression. VEGF expression in the rat uterus, regulated by Eg,
involves rapid recruitment of estrogen receptor alpha (ERa) to the VEGF
promoter and interaction with specific proteins (SP). However, additional
studies are needed to understand VEGF transcriptional regulation and
endocrine regulation of angiogenesis in the reproductive tract under

physiological conditions.

Endocrine disruptors are exogenous substances that act like
hormones in the endocrine system and disrupt the physiologic function of
endogenous hormones; these ones with estrogenic effects are named
xenoestrogens. Perinatal female reproductive tract development represents
a critical differentiation period, since exposure to endocrine disruptors can
have long-term negative consequences for adult uterine function and
reproductive health. From the 1940s to the 1970s, the xenoestrogen
diethylstilbestrol (DES) was extensively prescribed to pregnant women to
prevent miscarriage. Women exposed to DES in utero (DES daughters)
exhibit genital tract abnormalities later in life. In this sense, perinatal
exposure of laboratory rodents to DES generates a spectrum of reproductive
tract lesions similar to those observed in humans. Bisphenol A (BPA) is a
xenoestrogen employed in the manufacture of polycarbonate plastics and
epoxy resins, and thus it is present in a myriad of products: interior coating
of tins, milk containers, baby formula bottles, dental materials, etc. In vivo
studies in laboratory rodents and wildlife, it has been established that BPA
can induce alterations in the reproductive functions. Using different animal
models, was demonstrated that perinatal BPA exposure affects reproductive
parameters in adult animals, such as neuroendocrine axis development,
mammary gland and prostate morphology, estrous cyclicity patterns and
sexual behavior.

Objectives
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Evaluate the angiogenic process and its possible mechanism of
regulation in the pregnant rat uterus and cervix. In addition, investigate the
influence of neonatal exposure to xenoestrogenic substances on the
development of the uterine vascular compartment and in the female
reproductive performance.

1- Evaluate, qualitative and quantitatively, parameters that characterize
angiogenesis (endothelial proliferation, vascular density and
maturation, and VEGF expression) in intact pregnant rat uterine
cervix.

2- Evaluate the participation of the immune system in the angiogenic
process by: a) determining MCs and macrophages densities in the
uterine cervix during estrous cycle, pregnancy and postpartum, b)
investigating MC function in cervical angiogenesis during gestation.

3- Evaluate whether neonatal exposure to environmental estrogens,
such as, BPA and DES modifies parameters related with: a) uterine
angiogenesis in adults, and b) reproductive performance (corpora

lutea numbers, implantation sites, pre- and post- implantation loss).

Materials and methods

Female adult rats of a Wistar-derived strain were used. To obtain
pregnant specimens, proestrous females were caged overnight with males
of proven fertility. Rats were randomly assighed to each of the different
experimental groups. The rats were injected i.p. with bromodeoxyuridine
(BrdU) 2 h before they were killed. In order to evaluate angiogenesis during
pregnancy, whole cervices were dissected from day 12 (D12) up to D23.
Tissue samples were fixed and then embedded in paraffin. Sections of whole
cervices were taken along the cervical canal and used for
immunohistochemistry (IHC) assays. Evaluation of the absolute and relative
vascular areas was done on sections immunostained with the anti-von
Willebrand factor (VWF) antibody and calculated using an image analysis
technique. The sum of all individual vascular areas in each section on
uterine cervix was considered as the absolute vascular area. The relative
vascular area was determined by dividing the absolute vascular area by the
total area occupied by the cervical stroma. Endothelial cell proliferation was

evaluated by BrdU incorporation. The percentage of proliferating endothelial
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cells was determined on the subepithelial and muscular stroma. Vascular
maturation index was determined using the a-smooth muscle actin (a-SMA)
immunodetection in order to identify pericytes and vascular smooth muscle
cells. This index was calculated by dividing the area occupied by a-SMA-
positive vessels by the relative vascular area. Total VEGF mRNA expression
and the relative abundance of VEGF splice variants (120, 164, and 188)
were determined using uterine cervix samples that were snap frozen in
liquid nitrogen. RNA extraction was performed and then competitive PCR
was employed to analyze the expression levels of VEGF mRNA transcripts.
Detection of the VEGF mRNA splice variants was carried out by multiplex
PCR. To determine serum E, levels by RIA, peripheral blood was collected

from jugular vein from D3 up to D23 of gestation.

In order to evaluate macrophage and MC numbers, rat uterine
cervices were dissected from: (a) normal cycling virgin females at noon of
estrus and diestrus II, (b) preghant females at D9, and D12 to D23 and (c)
postpartum females, killed 24, 48 and 72 h after delivery (PP1, 2 and 3,
respectively). MC evaluation was performed in sections immunostained for
rat mast cell proteinase-1 (RMCP-I). Macrophages were identified using a
monoclonal antibody that recognizes a glycoprotein on the lysosomal

membrane of rat tissue macrophages.

To investigate the role of MCs on cervical angiogenesis, a set of
pregnant animals were treated with an MC stabilizer (disodium
cromoglycate) to inhibit MC degranulation. Each experimental rat was
allocated to one of three (a-c) experimental groups: (a) T14, treated with
the MC stabilizer daily from D12 to D14 and killed on D14; (b) T18, treated
with MC stabilizer from D12 to D18 and killed on D18; (c) T22, treated with
MC stabilizer from D12 to D18 and killed on D22; or equivalent control
groups injected with saline solution (C14, C18 and C22). In order to
evaluate the effect of MC stabilizing treatment, the percentage of
degranulated MCs was compared between MC stabilizer-treated and control
rats. Also, endothelial cell proliferation, vascular areas (absolute and
relative) and vascular maturation indices were assessed by quantitative IHC.

In addition, total VEGF mRNA expression and the relative abundance of
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VEGF splice variants were determined by RT-PCR and VEGF protein
expression was evaluated by IHC. Furthermore, E, serum levels were
established by RIA. To investigate a possible role of MC degranulation on

macrophage distribution, this immune cell was also evaluated.

In order to evaluate the long-term effects of neonatal xenoestrogen
exposure, we used a model of adult ovariectomized (OVX) rats with
hormonal replacement treatment that consisted in two daily doses of Pg
followed by single doses of both Pg and Eg (OVX-P+E group). Other set of
rats received daily doses of vehicle (OVX group). Sixteen hours after the
last treatment, each rat was injected with BrdU. Uterine tissues were
harvested 4 h after the BrdU injection. One uterine horn from each rat was
placed immediately in liquid nitrogen and stored at -80 C for RNA extraction.
The other uterine horn was fixed and embedded in paraffin for IHC staining.
First, we characterized this model evaluating by IHC the positive nestin
vascular area, endothelial cell proliferation, and VEGF expression. Also we
determined the VEGF mRNA levels by reverse transcription and real time
PCR. Second, newborn females were treated on postnatal days 1, 3, 5, 7
with vehicle, BPA.05 (0.05 mg/kg/day), BPA20 (20 mg/kg/day), or DES
(0.2 ug/kg/day). At 80 days of age, the animals were OVX and treated with
the above-described steroid replacement treatment. In addition to the
characterization of the experimental model, we determined the expression
of steroid receptors (ERa and PR) and nuclear receptor coregulators (SMRT:
silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone receptor; SRC-3:
steroid receptor coactivator 3) on subepithelial stroma by IHC and images
analysis.

At 80 days of age, other set of control and xenoestrogen-treated
female rats were housed with males for 2 consecutive weeks to allow the
maximal possibility of pregnancy. Coitus was ascertained daily by vaginal
smears, the day in which spermatozoa were found in the smear was
considered day 1 of pregnancy. The preghancy rates were calculated and
pregnant females were sacrificed under ether anaesthesia on D18 of
pregnancy. The number of corpora lutea (CL) was determined and the
number of implantation sites were identified and classified as viable and

non-viable fetuses (resorption sites).
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Results

The evaluation of angiogenic parameters showed that the absolute
vascular area in the uterine cervix increased significantly during pregnancy
with higher values before parturition; however, the relative vascular area
did not show significant differences. These results suggest that blood vessel
growth was in parallel with the dramatic size increase that occurs in the
uterine cervix towards the end of gestation. Moreover, in the subepithelial
stroma and in the muscular region of the uterine cervix an increase in
endothelial proliferation towards the end of gestation was found. The
vascular maturation index was high on D12 of pregnancy, and thereafter
decreased on D14-D15. From D18 to the time of parturition, there were a
high proportion of mature vessels. The VEGF mRNA levels changed
significantly during pregnancy showing higher expression on D14 and D18
of gestation compared with D12 and D22. VEGF mRNA expression was
positively correlated with endothelial cell proliferation and circulating E,
levels. Three different splice variants of VEGF mRNA (VEGF;,9, VEGF164, and
VEGF,g3) were detected and the relative contribution of each other to the
total expression did not show any change, clearly suggesting that the
splicing mechanism of the VEGF mRNA was not modified throughout

gestation.

No significant differences were found in MC density between diestrus
IT and estrus. The relative presence of MCs in the uterine cervix throughout
pregnancy was higher during the first half of pregnancy (D9 and D12) with
a significant decrease during the second half (D14-D22). After parturition,
the density of MC was significantly increased and remained elevated until
PP3. The MCs were usually observed in the perivascular zones. The antibody
employed to detect MCs was successfully used to identify both non-
degranulated and degranulated MCs. All animals that received MC stabilizer
showed more than 40% of non-degranulated MCs. In relation to the
angiogenic process, treated rats exhibited a decrease in endothelial
proliferation and in relative vascular area; in addition, a large proportion of
mature blood vessels was observed, suggesting a diminished level of new
vessel formation. The effects of the MC stabilizer were sustained beyond the

end of treatment. Moreover, animals treated with disodium cromoglycate
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showed a decrease in VEGF mRNA expression compared with controls.
Relative abundance of VEGF mRNA splice variants and E, serum levels

showed no differences between these experimental groups.

Regarding macrophages evaluation no differences were found in
macrophage density during estrous cycle. Macrophages density was
increased in the uterine cervix towards the end of pregnancy, reaching
maximum values just before parturition (D20 and D21) and decreasing in
the postpartum. An inverse pattern of temporal changes in macrophage and
MC distribution along pregnancy was observed. Interestingly, disodium
cromoglycate-treated rats showed an increased number of macrophages. In
the uterine cervix from either controls or disodium cromoglycate treated
rats, immunoreactive VEGF protein was detected in luminal epithelium,
endothelium and smooth muscle. VEGF expression in macrophages was
detected neither in control nor in treated animals; however, a coordinated

action between MC and macrophages on angiogenesis could not be excluded.

In addition, we studied whether neonatal BPA or DES exposure
affects the long-term uterine response to hormonal steroid stimuli in adult
rats. Results from the study performed to characterize the model of OVX
rats revealed that animals treated with Pg plus Eg (OVX-P+E group)
exhibited: 1) an up-regulation of nestin expression specifically in the
endothelial compartment, 2) a increase of BrdU incorporation in endothelial
cells, and 3) an induction of VEGF expression compared to OVX adult rats
injected with oil (OVX group). In the contrary, females neonatally exposed
to xenoestrogens showed no differences in nestin expression. The
proportion of endothelial cells that incorporated BrdU in DES and both doses
of BPA groups was significantly lower than in control animals. Notably, the
ovarian steroid induction of VEGF mRNA expression was significantly
attenuated in neonatally xenoestrogen-exposed rats compared with controls;
however, VEGF protein expression in rats exposed to BPA20 showed no
differences compared with controls, whereas in DES and BPAOQ.5 animals a
significant down regulation was observed. DES treated rats showed a
decrease in PR and ERa expression in the subepithelial stroma. In addition,

in rats exposed to BPA.05 a lower ERa expression was observed in
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endothelial cells. BPA-exposed animals showed no differences in PR
expression in this histological compartment; however, a clear up regulation
of SMRT was detected. No differences were observed in the SRC-3

expression between experimental groups.

An association between neonatal xenoestrogen exposure and
subfertility was observed in this experiment. Although no differences were
found in pregnant rat’'s rate and numbers of corpora lutea, there was a
significant decrease in the number of implantations sites in animals exposed
to DES and BPA20. The decrease in the number of implantation sites can
explain the fewer developing fetus found in these groups. There were no

significant differences in the number of resorptions in treated females.

Conclusions

1) Using intact pregnant rats, we have demonstrated that the
vascular tree of the uterine cervix is an active cellular compartment showing
striking changes in the relative area occupied by vessels, endothelial
proliferation and vascular maturation. These modifications were associated
with changes in VEGF expression. Together, these cellular events reflect an
active angiogenic process throughout gestation in the uterine cervix.

2) The MC degranulation could be a necessary process to control the
normal angiogenesis of the rat cervix during pregnancy and we suggest that
the effect occur via a VEGF dependent pathway.

3) An association between macrophages and MC along pregnhancy is
shown in the rat uterine cervix. Also, it was found that macrophage density
in the rat cervix is modulated by MC degranulation, suggesting a possible
coordinated action on angiogenesis control.

4) Neonatal exposure to xenoestrogen altered the normal steroid
hormone-responsiveness in the uterus of adult female rats, showing a fail in
VEGF gene activation and a decrease in endothelial cell proliferation. In
parallel, changes in ERa and PR expression were found at a time where an
abnormal overexpression of the corepressor SMRT was showed, suggesting
that neonatal xenoestrogen exposure alters the transcriptional machinery of

steroid-dependent genes.
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5) Finally, in addition to mentioned effects, females exposed to

xenoestrogens were subfertile.

The results obtained with this Thesis aspire to contribute to the
understanding of angiogenesis as a necessary physiological process for a
successful labor. In addition, provide experimental evidences about the
effects of xenoestrogen exposure on reproductive health that can be used
as a base to elaborate future norms that will regulate the degree of human

and wild life exposition to these chemicals.
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