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Efecto de 2-hidroxiestradiol sobre mediadores de la ruptura
folicular via ERK-1/2: Expresion del receptor de progesterona
y la enzima ADAMTS en células de la granulosa humana

Soledad Henriquez'?*, Maria José Valdivia®, Ana Godoy*, Alex Murfioz®%, Claudio Villarroel.

Effect of 2-hydroxyestradiol on mediators of follicular rupture
via ERK-1/2: Expression of the progesterone receptor and the

ADAMTS enzyme in human granulosa cells

RESUMEN

La ruptura folicular es clave para la ovulacién y depende de la expresion del
receptor de progesterona (RP) y metaloproteasas de matriz extracelular como
ADAMTS en las células de la granulosa (CG) humana de foliculos pre-ovulatorios.
A su vez, la expresion del RP esta mediada por las gonadotrofinas ovaricas, a
través de diversas vias de sefalizacion entre las que destaca la via ERK. Se ha
estudiado que los metabolitos de estradiol (ME) como el 2-hidroxiestradiol
(2-OHE2) estan en altas concentraciones en foliculos pre-ovulatorios, lo que
sugiere que podrian participar durante la ovulacion. Se ha observado en otros
tipos celulares que 2-OHE2 podria regular la fosforilacion de la via de ERK 1/2.
Objetivo: determinar si 2-OHE2 regula la expresion del RP y la enzima ADAMTS
mediante la via de senalizacion intracelular ERK-1/2 dependiente de hCG en
CG humana. Métodos: Se obtuvieron CG de mujeres sanas que participan
del programa de IVF por infertilidad por factor masculino. Las células fueron
mantenidas en cultivo y luego incubadas con hCG (10 Ul/mL) y 2-OHE2 (0,5
uM) para luego evaluar mediante inmunofluorescencia la expresion del RP y
por Western Blotting los niveles de ERK1/2 (total y fosforilado) y ADAMTS.
Resultados: Las CG estimuladas con hCG y 2-OHE2 mostraron un aumento
de la expresion del RP a las 12 hrs. de estimulo comparada con la condicion
basal y el estimulo solo con hCG (P<0.05). Resultados similares fueron obte-
nidos para los niveles de ADAMTS a las 24 hrs. de estimulo. 2-OHE2 aumenta
la fosforilacion de ERK-1/2 regulada por hCG. Conclusiones: 2-OHE?2 regula
la expresion del RP dependiente de hCC via ERK1/2, y con esto regula la
expresion de ADAMTS dependiente de RP, sugiriendo su participacion en el
proceso ovulatorio.

Palabras clave: ADAMTS; Receptor de progesterona,; Ruptura folicular; 2-hi-
droxiestradiol.

ABSTRACT

Follicular rupture is key for ovulation and depends on the expression of the
progesterone receptor (PR) and extracellular matrix metalloproteases such as
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ADAMTS in human granulosa cells (GC) of pre-ovulatory follicles. In turn, PR expression
is mediated by ovarian gonadotropins through various signaling pathways, among which
the ERK pathway stands out. It has been studied that estradiol metabolites (EM), such
as 2-hydroxyestradiol (2-OHE2), are in high concentrations in pre-ovulatory follicles,
suggesting that they could participate during ovulation. It has been observed in other
cell types that 2-OHE2 could regulate the phosphorylation of the ERK 1/2 pathway.
Objective: To determine whether 2-OHE?2 regulates the expression of the PR and the
ADAMTS enzyme through the hCG-dependent ERK-1/2 intracellular signaling pathway in
human granulosa cells. Methods: GCs were obtained from healthy women participating
in an IVF program for male factor infertility. Granulosa Cells in culture were deprived of
hormonal stimuli for XX hours and then incubated with hCG (10 1U/mL) and 2-OHE2
(0.5 uM) to evaluate the expression of PR by immunofluorescence and the levels of
ERK1/2 (total and phosphorylated) and ADAMTS by Western Blotting. Results: GCs
stimulated with hCC and 2-OHE2 showed an increase in PR expression at 12 hrs. of
stimulation compared to basal condition and stimulation with hCG alone (P<0.05).
Similar results were obtained for ADAMTS levels at 24 hrs. of stimulation. 2-OHE2 in-
creases hCG-regulated ERK-1/2 phosphorylation. Conclusions: 2-OHE?2 regulates hCGC-
dependent progesterone receptor expression via ERK1/2, thus regulating progesterone
receptor-dependent ADAMTS expression, indicating its role in the ovulatory process.
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INTRODUCCION

La ovulacion humana es un proceso biolégicamente
complejo que se produce posterior al alza preovulatoria
de LH y que incluye una serie de eventos fisiol6gicos, entre
ellos la ruptura folicular para la liberacion del ovocito desde
el foliculo dominante'?.

Existe evidencia que la ruptura folicular depende de la
unién de Progesterona (P4) a su receptor (RP) en las células
de granulosa (CG) del foliculo pre-ovulatorio®**. A su vez,
estudios previos han reportado que las gonadotrofinas,
hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante
(FSH) y hormona gonadotrofina coriénica (hCG) estimulan
la expresion del RP en CG humanas, a través de las vias de
sefializacion intracelular PKA, PKC y ERK®.

La union de Progesterona al RP en el foliculo pre-
ovulatorio desencadena una serie de eventos bioquimicos
necesarios para la ruptura folicular, entre los que destacan un
aumento de enzimas claves incluyendo metaloproteinasas,
las cuales, mediante la protedlisis y degradacién del tejido
conectivo folicular apical, cambian la integridad de la
pared folicular y permiten la liberacién del ovocito®”5°.
Trabajos realizados en ovario de ratén muestran que la

expresion de la endopeptidasa ADAMTS-1 (Desintegrina
y metaloproteinasa con motivos tipo trombopondina)
dependiente de P4, es fundamental para la ruptura folicular,
esta enzima se une a componentes de la matriz extracelular
y puede degradar proteoglicanos, procesar pro-colageno a
colageno, actuar como carrier de factores de coagulacion,
entre otras funciones'. Publicaciones anteriores de nuestro
laboratorio mostraron que ADAMTS es regulada por las
gonadotrofinas LH, FSH y hCG en CG humanas, siendo
su expresion dependiente del RP°.

Durante el ciclo ovarico, existe una coordinacion funcional
bi-celular entre las células de la teca y granulosa que permite
la produccién de estradiol a partir de andrégenos vy el
crecimiento folicular'. El estradiol puede metabolizarse en
el ovario a metabolitos del estradiol (ME) mediante diversas
vias, como glucuronidacién, sulfonacién, hidroxilacién y
metilacion, siendo estas Ultimas dos, las vias mas relevantes
en los tejidos reproductivos. Cabe mencionar que estos ME no
poseen actividad estrogénica, debido a su baja afinidad por
receptores de estrogeno. La produccién de estos metabolitos
comienza con la conversion de E2 a 2-hidroxiestradiol (2-
OHE2) mediante un proceso de hidroxilacion catalizado



por la enzima citocromo P450, isoforma 1AT (CYP1AT)'2%.
Se ha reportado que el 2-OHE2, ME con caracteristicas
pro angiogénicas, se produce intrafolicularmente a lo largo
del todo el ciclo ovarico, participando en el desarrollo
folicular normal y en la formacién del cuerpo liteo™ 1077,
Interesantemente, los niveles intrafoliculares de este metabolito
estan reducidos en mujeres con patologias anovulatorias
como el sindrome de ovario poliquistico'".

Estudios previos han reportado que la fosforilacién de
ERK-1/2 es fundamental para la expresién del RP dependiente
de gonadotrofinas en CG humana, ya que al usar un
inhibidor especifico de la fosforilacién de ERK (UO126),
se inhibe la expresion de RP en CG humanas®. Resultados
similares se han mostrado en roedores donde la via ERK-1/2
es necesaria para la expresion de RP y la ruptura folicular®.
Existen antecedentes en otros tipos celulares mostrando
que 2-OHE2 puede estimular la fosforilacién de la via
ERK, en células endoteliales, regulando su proliferacion'.
Ademas, el 2-OHE2 alcanza altas concentraciones en el
foliculo pre-ovulatorio'®", lo que sugiere que también podria
participar del proceso ovulatorio, regulando la expresion
del RP dependiente de la via ERK.

El objetivo de este estudio es determinar si el metabolito
de estradiol 2-OHE2 regula la expresién del RP y la enzima
ADAMTS, mediante la regulacion de la via de sefializacion
intracelular ERK-1/2 dependiente de hCG en CG humana.

MATERIALES Y METODOS
El estudio se realizé en el Instituto de Investigaciones
Materno Infantil (IDIMI) de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, ubicado en el Hospital Clinico San
Borja-Arriaran.

Participantes

Las CGs humanas se obtuvieron de foliculos pre-ovulatorios
de mujeres sanas que participaron en el Programa de
Fertilizacion In Vitro (FIV) del IDIMI, debido a infertilidad
por factor masculino, quienes fueron invitadas a colaborar
en este estudio de forma voluntaria, previa informacién
sobre el proceso y firmando un consentimiento informado,
aprobado por el comité ético cientifico del servicio de salud
metropolitano central 292-2022.

Criterios de inclusion: mujeres sanas (n=10), con edades
comprendidas entre 25 y 35 afnos, que participan en el
programa de FIV debido a infertilidad por factor masculino.

Criterios de exclusion: diabetes, resistencia a la insulina,
endometriosis y sindrome de ovario poliquistico.

El calculo del tamafio de la muestra se basé en los
datos publicados por Henriquez 2017°, sobre las diferencias
observadas en la marca para receptor de progesterona entre
células de granulosa, estimuladas (80% marca positiva) y
no estimuladas (15% de marca positiva). Seria necesario
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realizar cultivos celulares en al menos 5 mujeres para
detectar una diferencia con una significacion a del 5% y
una potencia 1-f del 88%.

Cultivos de células de la granulosa-luteina

Se realizaron cultivos primarios de CG obtenidas de
las aspiraciones foliculares segin el protocolo descrito
previamente'. Brevemente, las CG se cultivaron en un
medio de crecimiento M-199 con suero fetal bovino 10%
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) durante 48 horas a 37°C bajo
atmosfera de 5% de CO2. Luego, las células se cultivaron
en un medio basico libre del suero fetal bovino durante 24
horas adicionales. Las CG privadas de suero fetal bovino
se estimularan segln el siguiente disefio experimental:
condicion control (medio M199), hCG (10 Ul/mL), 2-OHE2
(0,5 pM) y hCG en presencia de 2-OHE2.

Se determiné el efecto de 2-OHE2 sobre los niveles
de expresion del RP después de 12 horas de estimulo por
inmunofluorescencia.

El efecto de 2-OHE2 sobre la fosforilacién de ERK se
evalu6 después de 5, 15 y 30 minutos de estimulo, por
western blot mediante el uso de anticuerpos especificos para
ERK fosforilado y ERK total segin protocolo previamente
descrito®.

Los niveles de expresion de la enzima ADAMTS se
determinaron después de 24 horas de estimulo con 2-OHE2
por western blot mediante el uso de anticuerpos anti
ADAMTS, protocolo previamente descrito®.

Western blotting: La extraccion de proteinas desde las
CG se realiz6 en presencia de inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Los extractos proteicos fueron cuantificados
mediante Bradford: (Bio-Rad Lab. Inc., California, EE. UU).
Las proteinas (10 ug) fueron separadas por electroforesis
en geles PAGE-SDS 10% vy transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).
Estas membranas fueron bloqueadas con BSA 3 % y se
incubaron con los anticuerpos primarios: anti-fosfo o
total ERK1/2, (anticuerpo monoclonal mouse, Santa Cruz),
anti ADAMTS (anticuerpo policlonal cell signaling) y anti
Beta actina, toda la noche a 4°C. Los productos de la
inmunoreaccion se detectaron utilizando un anticuerpo
secundario, goat anti mouse, conjugado con peroxidasa
de rabano (Jackson Immuno Research, dilucion 1: 5000).
El sistema de deteccién de quimioluminiscencia (Western
Lightning Plus-ECL, Perking Elmer, Inc.) fue visualizado
usando el lector de imagenes Ultra Quant 6.2. El andlisis
densitométrico, de las bandas inmunorreactivas, se realizo
con el software Image Quant 5.2 (Molecular Dynamics Inc.,
Sunnyvale, CA) y fue normalizado en unidades arbitrarias
de proteina fosforilada / proteina total.

Inmunofluorescencia: La expresion celular del RP en
las CG fue determinado por inmunofluorescencia indirecta
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usando un protocolo descrito previamente6. Las células
fueron fijadas en metanol (100%) frio y permeabilizadas en
Triton X-100 0,5%. Luego, fueron bloqueadas con 1% de
BSA. Las células fueron incubadas a 4°C con el anticuerpo
monoclonal anti-RP, dilucién 1:100 (isoformas A/B, Cell
Signaling, Technology, Massachusetts, USA) durante toda
la noche. Posteriormente, las células fueron incubadas
con un anticuerpo secundario anti-mouse conjugado con
Alexa fluor 488. Como tincién de los ndcleos celulares se
utilizara DAPI ProLong Gold. La inmunofluorescencia fue
documentada con un microscopio de epifluorescencia
(Olympus BX-51TF; Olympus Optical Co.Ltd.) y CoolSNAP-
Pro (Media Cybernetics). Para cuantificar los resultados de la
inmunofluorescencia, se utilizd el programa computacional
Image Pro software version 6.20 (Media Cybernetics Inc.).
A su vez, la intensidad de la sefial inmunofluorescente se
estimo con el software Integrated Optical Density tool.

Andlisis estadistico
Los datos se presentaron como media + SEM y se
verificé su distribucion normal mediante una prueba de
Shapiro-Wilk. Las diferencias entre los tratamientos se
calculardan mediante test de Kruskal Wallis seguido de un
test de Dunn. Los niveles de significacion se fijaron en
p<0,05 para todos los casos.

RESULTADOS
Efecto del 2-OHE?2 sobre la expresion del
Receptor de Progesterona (RP) en CGs

estimuladas con hCG

Lafigura T Ay B muestran que el RP total fue detectado
en el nicleo de las CGs humanas estimuladas con hCG
(10 U/mL) por 12 horas (marca inmunofluorescente verde).
Los nicleos se observan de color azul debido a la marca
fluorescente de DAPI. La incubacién con 2-OHE2 (0,5 pM)
aumenta la deteccion del RP en comparacién a la marca
observada solo con hCG. La incubacién de las CG con
2-OHE2 no muestra diferencias desde la condicién basal.

La figura 1C muestra la cuantificacion de las
inmunofluorescencias en un grafico de indice de densidad
optica en unidades relativas (UR), donde se observé que
hCG auments significativamente la expresién de RP en las
CG en comparacion a la condicién basal luego de 12 horas
de estimulo (n=5, P<0.05). La incubacion con 2-OHE2
(0,5 pM) en presencia de hCG aumenté significativamente
la expresion del RP comparada con la condicién basal y
el estimulo solo con hCG (n=5, P<0.05). Los valores son
presentados como el promedio + el error estandar. * Basal
vs hCG, n=5, P < 0.05. # hCG vs hCG + 2-OHE2, n=5,
P< 0.05.
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Figura 1: Efecto del 2-OHE2 sobre la fosforilacion de ERK-1/2 regulada por hCG en cultivo de CG humana. Deteccion del receptor de progesterona
en el nicleo de células de la granulosa. Panel A'y B: Deteccion de Receptor de Progesterona por Inmunofluorescencia en el nticleo de las células de
las granulosas humanas estimuladas con hCG y hCG+2-OHE2. Los ntcleos se observan de color azul debido a la marca fluorescente de DAPI. Panel
C: gréfico de cuantificacion de inmunofluorescencia expresado en unidades relativas (UR).



La figura 2 muestra el efecto de 2-OHE2 sobre la
fosforilacion de ERK-1/2 regulada por hCG en cultivo de
CG humana. El panel A corresponde a un Western blotting
representativo de los niveles de ERK-1/2, isoforma fosforilada
y total, realizados a partir de extractos proteicos de CG
estimuladas con hCG 10 Ul en presencia y ausencia de
2-OHE2 (0,5 pM) por 5, 15 y 30 minutos. En el panel B,
el grafico representa el andlisis densitométrico, expresado
en unidades arbitrarias (UA). Se observé que hCG (10 U/
mL) estimulé en forma significativa los niveles de ERK-1/2
fosforilado (P < 0.05), desde los 5 minutos de estimulacion,
comparada con la condicion basal. La presencia de 2-OHE-2
(0,5 pM) aument? significativamente los niveles de ERK-1/2
fosforilado regulados por hCG (P < 0.05) a los 5 minutos de
estimulacién comparado con la condicién solo estimulada
por hCG.

Los valores son presentados como el promedio + el
error estandar. * P < 0.05.Basal vs hCG (5, 15 y 30 min) y
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hCG + 2-OHE2 (5, 15 y 30 min), n=5. # P < 0.05 hCG (5
min) vs hCG + 2-OHE2 (5 min), n=5.

Efecto del 2-OHE2 sobre la secrecion de progesterona
regulada por hCG en cultivo de células de la granulosa
humana

La figura 3 muestra un gréfico de secrecion de progesterona
(ng/mL) al medio de cultivo de CG estimuladas por 24
horas con hCG y 2-OHE?2. Se observé que hCG aument6
significativamente la secrecién de progesterona de las CG
en comparacién a la condicion basal luego de 24 horas
de estimulo (n=5, * P<0.05). La incubacion con 2-OHE2
(0,5 M) en presencia de hCG aumenté significativamente
la secrecion de progesterona comparada con la condicién
basal y el estimulo solo con hCG (n=5, **P<0.05). Los valores
son presentados como el promedio + el error estandar. *
Basal vs hCG n=5, P < 0.05. # hCG vs hCG + 2-OHE2,
n=5, P < 0.05.
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Figura 2: Niveles de ERK-1/2 isoforma fosforilada y total en células de la granulosa humanas. Panel A: Western blotting de niveles de ERK-1/2, isoforma
fosforilada y total, en células de la granulosa estimuladas con hCG en presencia y ausencia de 2-OHE2. Panel B: grafico de andlisis densitométrico

expresado en unidades arbitrarias (UA).
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Expresion de la enzima ADAMTS, dependiente
del receptor de progesterona, regulada
por 2-hidroxiestradiol, en células

de la granulosa humana

La figura 4 panel A corresponde a un Western
blotting representativo de los niveles de ADAMTS vy
actina, realizados a partir de extractos proteicos de CG
estimuladas con hCG 10 Ul en presencia y ausencia de
2-OHE2 (0,5 uM) por 24 horas. En el panel B, el grafico
representa el andlisis densitométrico, expresado en
unidades arbitrarias (UA). Se observé que hCG (10 U/mL)
aumenta los niveles de ADAMTS dependientes de RP
comparada con la condicion basal. Interesantemente, la
presencia de 2-OHE-2 (0,5 uM) aumenté los niveles de
ADAMTS regulados por hCG comparado con la condicién
solo estimulada por hCG. Los valores son presentados
como el promedio = el error estandar. * Basal vs hCG
n=5, P < 0.05. # hCG vs hCG + 2-OHE2, n=5, P < 0.05.

Figura 4: Niveles de ADAMTS y actina en células de la granulosa humanas.
Panel A: Western blotting de los niveles de ADAMTS y actina en células
de la granulosa estimuladas con hCG en presencia y ausencia de 2-OHE?2.
Panel B: Grafico de andlisis densitométrico expresado en unidades
arbitrarias (UA).

DISCUSION

La expresion del RP en CG humanas es importante para
la ruptura folicular, proceso clave en la ovulaciéon humana9
y esta mediada por LH y FSH a través de diversas vias de
sefializacion intracelular como PKA, PKC y ERK1/2°.

Los metabolitos de estradiol estan presentes en fluido
folicular a lo largo del desarrollo del foliculo, regulando los
procesos angiogénicos necesarios no solo para el desarrollo
folicular y seleccién del foliculo dominante, sino también
para el proceso ovulatorio donde sabemos que el RP es un
factor clave'. Especificamente el 2-OHE2 estd presente en
concentraciones elevadas en el foliculo pre-ovulatorio lo que
nos permite sugerir su importancia durante este proceso.

Nuestros resultados muestran que la incubacién con
2-OHE2 en presencia de hCG aument? significativamente
de la expresion del RP comparada con la condicién basal y
hCG (Figura 1). Lo que sugiere que este metabolito modula
de forma positiva la expresion del RP regulada por hCG.



El metabolito 2-OHE2 podria regular la expresion del
RP en CG, ya que existen antecedentes mostrando que
2-OHE2 puede regular la fosforilacion de la via ERK en
otros tipos celulares'®. Nuestros resultados muestran que
2-OHE2 regula la via ERK aumentando significativamente
su fosforilacion (Figura 2).

Los resultados obtenidos se relacionan con antecedentes
que indican que, previo a la ovulacion, existe un ambiente
folicular enriquecido en factores pro-angiogénicos como
VEGF y un balance a favor de metabolitos del estradiol
pro-angiogénicos en relacion a los anti-angiogénicos'®"”.

También ha sido documentado que el proceso de
ruptura folicular requiere de una remodelacién activa
de la matriz extracelular, donde la expresion de enzimas
especializadas como ADAMTS son fundamentales para el
proceso ovulatorio®¥°. Nosotros determinamos que 2-OHE2
aumenta significativamente los niveles de ADAMTS a las
24 hrs. de estimulo comparada con la condicion basal y
el estimulo solo con hCG (Figura 4).

Nuestros resultados muestran que el 2-OHE2 no solo
regula la expresion de RP dependiente de hCG, sino
que también incrementa la secrecion de progesterona
dependiente de hCG (Figura 3). Esta regulacion positiva
del receptor de progesterona también se evidencia al
observar el aumento en los niveles de la enzima ADAMTS
efectora del proceso de ruptura folicular. Todo este proceso
serfa mediado por la regulacion de la via de sefalizacion
intracelular ERK 1/2.

Estos hallazgos sugieren que 2-OHE2 actuaria como
un agente pro-ovulatorio ya que no solo promueve un
ambiente pro-angiogénico necesario para que se produzca
la ovulacién'®', sino que también promueve la expresion
de RP y ADAMTS favoreciendo la ruptura folicular.

CONCLUSION

De esta manera, este estudio aporta al mejor conocimiento
de los procesos involucrados en la ovulaciéon humana,
teniendo posibles aplicaciones futuras en tratamientos
de induccién de ovulacion y en el desarrollo de nuevos
métodos anticonceptivos.
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