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“Factores inmunomoduladores asociados con la reabsorcion
embrionaria inducida por hiperandrogenizacion. Tratamiento con

metformina”

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es una de las patologias
endocrinas mas frecuentes que afectan la fertilidad y la salud en general de
mujeres en edad reproductiva. Se ha visto que la hormona secretada en
mayores concentraciones por los ovarios de mujeres con SOP es la
dehidroepiandrosterona (DHEA). En el presente trabajo de tesis
estudiamos los efectos de la hiperandrogenizacion post-implantatoria con
DHEA vy el tratamiento simultaneo con metformina en un modelo murino
durante la prefiez temprana. Vimos que la metformina, administrada en
forma oral, fue capaz de evitar los efectos sistémicos y locales de la
hiperandrogenizacion por inyeccion de DHEA que se detallan a
continuacion. Sistémicos: 1) aumento en la tasa de reabsorcion
embrionaria, 2) disminuciéon en los niveles séricos de progesterona y
estradiol, 3) aparicion de insulino-resistencia, 4) disminucion de IL-6. Como
efectos locales la metformina previno, en los sitios de implantacion: 1)
ausencia del factor bloqueante inducido por progesterona (PIBF), 2)
aumento en la abundancia de ciclooxigenasa-2 y de 6xido nitrico sintasas,
3) aumento en la relacion prostaglandina F2 alfa/E y 4) aumento en el
estrés oxidativo. En el ovario, la metformina previno la disminucion en la
abundancia de oOxido nitrico sintasa. Estos resultados contribuyen al
conocimiento de la etiologia del SOP, que aun no se conoce
completamente, y de los mecanismos de accion de la metformina,

especificamente durante las etapas tempranas de gestacion.

Palabras claves: prefiez- dehidroepiandrosterona- metformina- factor
bloqueante inducido por progesterona- éxido nitrico sintasa-

ciclooxigenasa- estrés oxidativo



“Immunomodulatory factors associated to embryo resorption induced

by hyperandrogenization. Treatment with metformin”

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most frequent endocrine
pathology affecting fertility and health in general of women. The main
hormone secreted by the ovaries of women with PCOS is the
dehydroepiandrosterone (DHEA). In the present work by mean of a murine
model we studied the effects of the hyperandrogenization with DHEA during
the post-implantatory period and the role of metformin treatment. We found
that metformin was able to prevent some of the systemic and local effects
induced by DHEA. Among systemic effects we found that metformin
prevented: 1) the embryo resorption rate 2) the decrease on serum
progesterone and estradiol levels, 3) the insulin-resistance state, 4) the
decrease on IL-6 levels. Among local effects on the implantation sites
metformin prevented: 1) the lack of progesterone induced blocking factor
(PIBF), 2) both the increase on cyclooxygenase-2 and nitric oxide
synthases abundances, 3) the alteration on prostaglandin E/F2 alpha ratio
and 4) the increase on the oxidative stress. In addition, metformin
prevented the decrease on nitric oxide synthase abundance in ovarian
tissue. These results contribute to the knowledge of PCOS aetiology (not
completely understood) and to the knowledge of the mechanism by which

metformin is able to prevent miscarriages during early gestation.

Key words: pregnancy- dehydroepiandrosterone- metformin-
progesterone induced blocking factor— nitric oxide synthase-

cyclooxygenase- oxidative stress
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1. La preiiez temprana en el ratén

El dtero murino tiene forma bicorne. Ambos cuernos uterinos
desembocan en el extremo superior de la vagina y se comunican con los
ovarios mediante sendos oviductos en los extremos (Figura 1 A). Durante
la prefiez, los blastocistos se implantan en el Utero distribuidos entre los
dos cuernos uterinos. La cepa Balb/c tiene un promedio de 12 sitios de
implantacién. Esto le da el aspecto de un “collar de perlas”, caracteristico
del utero prefiado en roedores, donde cada perla es un sitio de

implantacién, o unidad feto-placentaria (Figuras 1 By C).
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Figura 1 A: Sistema reproductor femenino del raton.
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Figura 1 B: Sistema reproductor de una hembra de raton prefiada.



Figura 1 C: Utero prefiado murino con aspecto de “collar de perlas”, donde

cada perla es una unidad feto-placentaria.

En el dia 8 de prefiez, un sitio de implantacién se encuentra ocupado
en su mayoria por tejido decidual, rodeando al embrién (Figura 2 A). En la
Figura 2 B, panel de arriba, se observa un sitio de implantacion despojado
de la capa miometrial (muscular lisa que recubre al ttero), lo que hace que
se exponga la decidua; en el panel de abajo se encuentra un embrion

aislado del utero y de todas las capas extraembrionarias.
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Figura 2 A: Esquema de un sitio de implantacion de 8 dias de prefiez.
Fuente: Rinkenberger 2000.



Figura 2 B: Sitio de implantacién de ratén Balb/c de 8 dias de prefiez. Panel de
arriba: sitio despojado del miometrio. Panel de abajo: embrién.
Fuente: Mizugishi 2007.



Invasion del endometrio por el trofoblasto

Durante la implantacion, el blastocisto sufre la diferenciacion y desarrollo
del maciso celular interno (MCI) para producir un epiblasto y un endodermo
parietal y visceral, mientras que el trofoblasto inicia interacciones con el utero
(Enders y col 1978). La interaccién trofoblasto- uterina abarca una compleja
red de interacciones enddcrinas, paracrinas e inmuno-reguladoras. Aqui se
establece un dialogo entre la madre y el feto que involucra hormonas,
citoquinas, factores de crecimiento y otras moléculas. El blastocisto primero se
posiciona muy cerca y luego se adjunta firmemente a la superficie apical del
epitelio uterino. Luego, el trofoblasto penetra en el epitelio uterino,
componentes de la membrana basal y el estroma endometrial y finalmente se
aproxima a los capilares maternos (Schlafke y Enders 1975, Blankenship y
Given 1992). El microambiente uterino requiere una extensiva adaptacion para
la implantacion embrionaria (Abrahamsohn 1983, Parr y col 1986).
Sensibilizados por las hormonas ovaricas estradiol y progesterona, los
fibroblastos del endometrio tienen profundas modificaciones morfo-funcionales
que abarcan proliferacion, agrandamiento y diferenciacion al fenotipo secretor,
resultando en la formaciéon de un nuevo tipo celular llamado célula decidual.
En roedores la decidualizacién del endometrio promueve ademas una rapida y
profunda remodelacion de varios de los componentes de la matriz extracelular
(Zorn y col 1986, Abrahamsohn y Zorn 1993) y las glandulas uterinas cambian
su patron de secrecion (Given y Enders 1980, 1981). Las células deciduales
junto con las glandulas uterinas son responsables de producir citoquinas y
factores de crecimiento que colaboran en la nutricion del embrion en desarrollo
(Purcell y col 1999). Estos cambios vienen acompafados por un reclutamiento
de poblaciones de células inmunes especificas y alteraciones en el tamafio del
lumen uterino (De Feo 1967, Finn y McLaren 1967).

El trofoblasto invade el endometrio decidualizado de la madre en
direccion mesometrial- antimesometrial. Las células gigantes del trofoblasto
van al frente, encargadas de fagocitar células deciduales y secretar enzimas

que digieren la matriz extracelular. Las células de la decidua que se



encuentran cercanas al trofoblasto también presentan una alta actividad
fagocitica, y generan una ola de decidualizacion que se va extendiendo hacia
las areas mas lejanas del endometrio. Durante la prefiez temprana, entre las
células gigantes del trofoblasto se abren espacios que son llenados por sangre
materna denominados lagunas. La sangre materna no puede entrar en
contacto con las células deciduales, y en caso de que esto ocurriera llevaria a
una reaccion inflamatoria que desencadenaria la reabsorciéon del embrion. Es
en la zona de union entre el mesodermo extraembrionario, las células gigantes

del trofoblasto y la decidua, que se va a originar el laberinto placentario.



Fisiologia de la prefiez temprana

El cuerpo ldteo: El cuerpo luteo tiene un rol fundamental en el mantenimiento de
la prefiez. En la mayoria de los mamiferos, como el ratén, el cuerpo Iiteo permanece
funcional durante toda la prefiez mientras que en los primates constituye el sostén de la
prefiez temprana y luego, en el segundo trimestre de gestacion, es reemplazado por la

placenta.

Las hormonas luteales: La progesterona y el estradiol juegan un papel

fundamental en el establecimiento y mantenimiento de la prefiez. Sintetizadas por el
cuerpo luteo, ejercen diversos efectos tanto a nivel ovarico como a nivel del tejido
uterino que promueven la implantacion y el desarrollo embrionario. Se ha demostrado
que el blastocisto presenta receptores para ambas hormonas, indicando que existe un
efecto directo de las mismas sobre el desarrollo embrionario (Hou y Gorski 1999). El
mecanismo de accién de ambas hormonas reside en la interaccion directa con su
receptor intracelular, el cual una vez activado, se comporta como un factor de
transcripcion capaz de modular la expresion de diversos genes a través de la union a
elementos especificos de respuesta en el DNA (Moutsatsou y col 1997, Hou y Gorski
1999). En algunos casos la progesterona antagoniza los efectos del estradiol por
ejemplo, disminuyendo el edema en la implantacion) y en otros casos ambas se
sinergizan; muchas veces el tejido responde a progesterona so6lo si estuvo previamente
expuesto a estrogenos. Algunos de los efectos de progesterona y estradiol durante la
gestacién se enumeran a continuacién; preparan al endometrio para la implantacion,
regulan los tiempos en que el ovocito fecundado migra hacia el Utero, intervienen en el
desarrollo de las glandulas mamarias, la progesterona modula la respuesta inmune de la

interfase feto-materna y mantiene la quiescencia uterina.



El rol que juega el cuerpo luteo durante la gestacion es diferente en humano y
raton. Sin embargo, tanto en humano como en ratén, su funcionalidad es fundamental
para mantener la prefiez temprana. La Figura 3 muestra una comparacion esquematica

entre ambos.

A RATON
Glandula pituitaria Glandu |tuitaria

mI’RL mPRL

Ovario CL Q?Q‘ cL 6

ml L-1 mPL-Il

Conceptus

0 11 / 21

Dias de gestacion

B HUMANO

Ovario L

P, St

Conceptus /

/ ‘.’f‘\_,.-ﬂl ’_\_\‘

|\ :WM /]

\\\C\ )
Término

56 e

-/

Figura 3: Funciones enddcrinas comparadas de los cuerpos luteos murino y humano.
(A) En el ratén, la produccién de progesterona (P4) por el cuerpo luteo (CL) es
necesaria durante toda la gestacion. Durante los primeros 8-9 dias de gestacion, la
prolactina pituitaria del raton (mPRL) regula las funciones del cuerpo luteo. Los
lactégenos placentarios producidos por las células gigantes del trofoblasto reemplazan
la produccion pituitaria. E2 = estradiol. (B) En humanos, la glandula pituitaria no es
necesaria para iniciar y mantener el embarazo. EI mantenimiento del cuerpo luteo (CL)
depende de la hCG producida por el trofoblasto. Después de 8 semanas de gestacion,
la produccién de la progesterona placentaria (P4) por el sinciciotrofoblasto es



suficiente para mantener el embarazo inclusive en casos de ovariectomia. Fuente:
Malassine 2003.

2. Requlaciéon enddcrino-inmune en el sitio de implantacién

Inmunidad en la interfase feto-materna

La progesterona modula la respuesta inmune de la madre a través de
una red compleja de efectores, entre los cuales se encuentra una proteina
llamada factor bloqueante inducido por progesterona (PIBF) (Szekeres- Bartho
y col 2005). El paradigma Th1/Th2 propone que el establecimiento vy
mantenimiento de la prefiez estan asociados con un perfil de citoquinas
periféricas dominante de tipo Th2 (Clark y Croitoru 2001; Lim y col. 1998). Es
sabido que, sin embargo, existen momentos donde es necesario un perfil de
tipo Th1, como son la ventana de implantacion y el parto. De todas formas, en
el periodo post-implantatorio es necesario un perfil Th2, mientras que el aborto
esta caracterizado por un perfil de tipo Th1. El PIBF, sintetizado por linfocitos
T en los sitios de implantacion de hembras prefadas sanas en presencia de
progesterona, induce una produccién de citoquinas inclinada hacia aquéllas de
tipo Th2, segun se ha observado en estudios realizados tanto in vitro
(Szekeres- Bartho y Wegmann 1996) como in vivo (Szereday y col. 1997),
controlando la actividad de las Natural Killers (Gutierrez y col. 2001; Szekeres-
Bartho y col. 2005). Ademas el PIBF inhibe la liberacion de acido araquidénico
(precursor de prostaglandinas). La neutralizacion del PIBF enddgeno resulta
en una produccién alterada de citoquinas y en la terminacién de la prefiez en
ratones (Szekeres-Bartho y col. 1997). En mujeres embarazadas,
concentraciones bajas de PIBF en el utero sugieren un riesgo de terminacion
espontanea del embarazo (Polgar y col. 2004).

El grupo de Julia Szekeres-Barthd desarrollé un anticuerpo policlonal
anti-PIBF humano, utilizado por primera vez en un modelo murino en el
presente trabajo de tesis para detectar presencia de PIBF en sitios de

implantacion de raton.



3. Las prostaglandinas

Se ha denominado eicosanoides a las familias de prostaglandinas,
leucotrienos y compuestos similares que derivan de acidos grasos esenciales
de veinte carbonos. Las prostaglandinas juegan un papel importante en
diversos procesos fisiologicos como la ovulacion, la inflamacion, la relajacion y
la contraccion muscular, la modificacién del ritmo cardiaco y la regresién
luteal. Son sintetizadas por un complejo de enzimas microsomales a partir de
acidos grasos insaturados como el acido araquiddénico, que se encuentra

inmerso en las bicapas lipoproteicas (Hardman y col 1996).

Sintesis de prostaglandinas

Disponibilidad de sustrato: Dado que es muy pequefa la cantidad de

acido araquidonico libre en la célula, la biosintesis de prostaglandinas
depende de la disponibilidad de precursores, de la actividad y la concentracién
de las ciclooxigenasas (COX) asi como también de las fosfolipasas A (PLA)
encargadas de liberar el acido araquidonico de los depdsitos celulares. Este
ultimo proceso ocurre mediante una deacilacién dependiente de calcio, en la
que participan fosfolipasas activadas por estimulos hormonales y antigénicos.

Ademas de la PLA,, otras enzimas contribuyen con la movilizacién de
acido araquidonico desde los fosfolipidos de membrana. En algunos sistemas,
la hidrolisis de fosfolipidos es iniciada por la activacién de la PKC 6 PKD
(Ballsinde y col 1991).

Las Ciclooxigenasas: La primera enzima en la biosintesis de
prostaglandinas es la sintasa del endoperdxido 6 ciclooxigenasa-peroxidasa
(COX) cuya actividad constituye uno de los pasos limitantes en el camino
metabdlico de las prostaglandinas. La COX presenta dos actividades (Smith y
col 1991): una actividad sintasa de endoperdéxido, con la que oxigena al acido

araquidonico formando el intermediario endoperoxido PGG2 y otra actividad



peroxidasa, encargada de reducir el PGG2 a PGH2. Estos endoperoxidos
ciclicos son quimicamente inestables por lo que se transforman rapidamente
en derivados con actividad biolégica como los tromboxanos, las prostaciclinas

y las prostaglandinas.

Existen dos isoformas de la COX: una forma constitutiva 6 COX-l,
ampliamente distribuida en los tejidos y una forma inducible o COX-Il, que se
encuentra en las células endoteliales, los fibroblastos y los macrofagos y cuya
expresion aumenta luego del tratamiento con agentes pro-inflamatorios
(Goppelt-Struebe 1995). Estas enzimas comparten un 60% de homologia en
su estructura.

En base a la modulacion diferencial en la expresion de las COXs, se ha
sugerido que la COX-| seria la responsable de la sintesis de prostanoides
necesarios para ciertas funciones biolégicas como la agregacion plaquetaria y
la vasodilatacion. Por otro lado, la COX-ll participaria de los procesos
inflamatorios ya que su expresidon se encuentra modulada por factores
promotores de tumores y citoquinas pro-inflamatorias.

Las gonadotrofinas también han sido descritas como eficientes
reguladores de la expresion de la COX-Il, y por ende esta isoforma ha sido
implicada también en la sintesis de prostaglandinas involucrada en la

regulacién de la funcion ovarica (Narko y col 1997).

Funcion de las prostaglandinas

Practicamente todas las células sintetizan eicosanoides, sin embargo las
funciones de las prostaglandinas comprenden distintos efectos en los distintos
tejidos (Hardman y col 1996). Sobre la reproduccion y el parto, los efectos son
los siguientes: en el liquido menstrual hay grandes cantidades de
prostaglandinas que contraen el musculo liso del utero y las vias
gastrointestinales, y sensibilizan las fibras aferentes del dolor. Durante el
trabajo de parto, se incrementan las concentraciones en sangre y liquido
amnidtico que mantienen las contracciones uterinas iniciadas por la oxitocina.
El goteo intravenoso de PGE2 en mujeres embarazadas incrementa el tono

uterino, y segun la dosis, aumenta la frecuencia e intensidad de las



contracciones uterinas ritmicas. La PGE2 es luteotréfica, mientras que la PGF
es luteolitica (Motta y col 1999). Esto se traduce en un efecto protector de la
prefiez de la PGE, y un efecto negativo de la PGF. Lo que influye sobre las
funciones ovarica y uterina es el balance PGE/PGF. Ademas, las
prostaglandinas tienen efectos sobre el aparato cardiovascular, las plaquetas y

la musculatura lisa.

4. El sistema 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gas radical de vida media muy corta, que
regula el tono vascular, la contraccion del musculo liso, la agregacion
plaquetaria, la adhesion leucocitaria, la transmisién sinaptica, las acciones
citotdxicas de macréfagos y la remodelacion del tejido conectivo (Ignarro y col
1990, Moncada y col 1991, Forstermann y Kleinert 1995).

Sintesis del 6xido nitrico: familia de NO-Sintasas

El NO se origina a partir de L-arginina en presencia de oxigenos y
NADPH, en una reaccion catalizada por una familia de enzimas conocidas
como NO-Sintasas (NOS) (Moncada y col 1993).

L-Arginina  + O, > L-Citrulina + NO
Familia de
NO-Sintasas

Existen tres isoformas de la NOS, productos de genes distintos: la NOS
neuronal (nNOS, tipo 1), la NOS inducible, calcio-independiente (iNOS, tipo II)
y la NOS endotelial (eNOS, tipo Ill) (Moncada y col 1993, Nathan y col 1994,
Marletta 1994). Las tres isoformas son similares en estructura y funcion,

utilizando como sustrato L-arginina y el oxigeno molecular y requiriendo como



cofactores NADPH, FAD, FMN, calmodulina y tetrahidrobiopterina (Griffith y
col 1995). Las isoformas calcio-dependientes, también conocidas como
constitutivas, se encuentran en numerosos tipos tisulares y producen
pequefas cantidades de NO por periodos cortos (Berdeaux 1993) mientras
que la forma inducible o calcio-independiente se encuentra generalmente en
macroéfagos, células endoteliales y células de musculo liso y produce grandes
catidades de NO por un largo tiempo. Esta ultima ademas se expresa bajo la
induccion de agentes pro-inflamatorios como el LPS y las citoquinas Th1
(Herrero y col 1996, Stuehr y col 1997).

Se ha descrito una cuarta isoforma de la NOS, la NOS mitocondrial que
se encontraria activa constitutivamente y participaria en los procesos de
respiraciéon mitocondrial y metabolismo del oxigeno (Boveris y col 1999). Se
desconoce hasta el momento si se encuentra presente en los érganos
reproductivos de raton y si exhibe alguna relevancia en la fisiologia

reproductiva.

Funciones del 6xido nitrico

Diversas lineas de investigacion han informado que el NO participa en la
regulacién de los eventos reproductivos. Friden y col (2000) han sugerido que
el NO actua como un factor luteolitico en humanos y Johnson y col (1999) han
encontrado que el NO presenta un efecto antiesteroidogénico en células
luteales humanas en cultivo. Mediante el uso de dadores de NO, varios grupos
han confirmado que el NO modula negativamente la esteroidogénesis ovarica
en células luteales de rata (Olson y col 1996, Vega y col 1998, Motta y col
1999). Por el contrario, Dong y col (1999) demostraron que el tratamiento con
liberadores lentos de NO como el Deta/NO aumenta la biosintesis de P en
forma dosis dependiente mientras que un inhibidor competitivo de la NOS no

altera la produccion de esteroides.

En estudios previos de nuestro laboratorio hemos encontrado que el NO,
producido en el ovario durante la fase luteal, presenta un efecto

antiesteroidogénico, disminuyendo los niveles de progesterona (Motta y col



1999). Ademas, el NO aumenta la sintesis de PGF,a en ratas

pseudoprefiadas (Motta y col 2001).

Funcion del éxido nitrico en la prefiez temprana

La NOS juega un rol muy importante en el desarrollo peri-implantatorio
del ratén. Las tres isoformas de la NOS estan presentes en los sitios de
implantacion, siendo mas prominentes la iINOS y la eNOS dentro del cono
ectoplacentario, en el miometrio y en la zona decidual primaria; ademas se
expresan en mayor medida en los sitios de implantacion frente a las zonas
interimplantatorias; por ultimo, las NOS se encuentran elevadas durante el
periodo peri-implantatorio (dias 6-8) (Purcell y col 1999). EI NO es importante
en la supervivencia embrionaria temprana (Gouge y col 1998). Sin embargo,
niveles excesivos demostraron ser perjudiciales para el embrion pre-
implantatorio e implantatorio de ratéon (Barroso y col 1998). EI NO en el
miometrio en humanos y en rata juega un rol clave en la relajacion uterina
durante la prefiez (Natuzzi y col 1993), y tiene un rol importante en la
decidualizacién, en la invasion por el trofoblasto y en la vasodilatacion de

vasos deciduales, placentarios y uterinos (Sladek y col 1997).

Relacion Ciclooxigenasa — Oxido Nitrico

En trabajos previos de nuestro laboratorio (Motta y col 1997, 1998, 1999)
se ha encontrado una estrecha relacion entre el NO y la produccion de
prostanoides en el mecanismo de regulacion del desarrollo luteal. Dado que el
NO puede interactuar con el atomo de hierro situado en el sitio activo de varias
enzimas (Tsai 1994), la COX, que presenta en su centro catalitico un grupo
hemo coordinado por histidinas, es susceptible a la regulacion por NO
(Goppelt-Struebe 1995). En este aspecto, se ha demostrado que el NO puede
activar a la COX-2 durante los procesos pro-inflamatorios conduciendo a la

produccién de prostaglandinas como la PGF,a. (Salvemini y col 1993).



Las citoquinas inducen la sintesis de NO via la iNOS (Herrero y col 1996)
y también activan la COX-2 (isoforma inducible) estimulando por lo tanto la

sintesis de prostaglandinas (Salvemini y col 1997).

Oxido Nitrico y estrés oxidativo

Se ha encontrado que la NOS puede generar aniones superoéxido,
peroxido de hidrégeno al igual que NO. En células con niveles muy bajos de L-
arginina, la produccion del anion superoxido estd aumentada, mientras que la
presencia de L-arginina reduce su generacion. El anién superdxido generado a
bajas concentraciones de L-arginina reacciona con el NO generando

peroxinitritos de gran toxicidad (Xia y col 1996).

5. Balance oxidante/ antioxidante

Especies reactivas del Oxigeno

Los radicales libres han sido descritos como entidades moleculares que
poseen al menos un electron desapareado, gran reactividad y vida media muy
corta. Generalmente, los efectos directos e indirectos de los radicales libres se
clasifican en tres categorias: dafo al DNA, dafo a las proteinas y peroxidacién
lipidica que principalmente afecta la funcién y la estructura de las membranas
plasmaticas.

Las membranas bioldgicas son un posible blanco de ataque por estos
agentes oxidantes ya que poseen fosfolipidos con alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados, que son particularmente sensibles a las reacciones de
oxidacion.

Cuando los radicales libres del oxigeno (ROS) aumentan su
concentracion o cuando bajan la defensas antioxidantes del organismo, o
ambas, se genera estrés oxidativo. El balance oxidante/antioxidante ha

demostrado ser fundamental en las funciones reproductivas. En el tracto



reproductor femenino, interviene en la regulacion del desarrollo luteal, la
ovulacion, la fecundacion, la implantacion y el mantenimiento de la prefiez.

Las defensas antioxidantes del organismo se dividen en enzimaticas y no
enzimaticas. Las enzimas antioxidantes mas abundantes en las células son la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutation reductasa. Los
antioxidantes no enzimaticos consisten en vitaminas y el metabolito glutation.
Este metabolito se mantiene en la célula en estado reducido, y cuando pasa a
su forma oxidada, si no es reducido nuevamente, es expulsado por la célula
(Griffith 1999).

La estimacion del balance oxidante/antioxidante es un excelente
indicador del estado general de un tejido, y el estrés oxidativo puede estar

asociado a un proceso inflamatorio.

6. Sindrome del ovario poliguistico (SOP)

El sindrome del ovario poliquistico (SOP) es la endocrinopatia mas frecuente en
mujeres en edad reproductiva. EI 50% de mujeres con pérdidas frecuentes de
embarazos y el 87% de mujeres con ciclos menstruales irregulares presentan SOP
(Abbott 2002). Esta condicion lleva a desordenes metabolicos que afectan a la salud de
las mujeres afectadas. Dado que su etiologia no ha sido completamente caracterizada

es dificil la comparacion epidemioldgica.

Diagnéstico y clinica: En 1935, Stein y Leventhal publicaron un articulo

sobre sus hallazgos en 7 mujeres con amenorrea, hirsutismo, obesidad y una
apariencia poliquistica de sus ovarios, una de las primeras descripciones del
complejo fenotipo del SOP (Stein y Leventhal 1935). Los signos y sintomas
que se presentan son heterogéneos y varian con el tiempo, de ahi la dificultad
en su diagnéstico.

Se desprende de los tres ultimos consensos (NIH 1990, Rotterdam 2003
y Androgen Excess Society 2006) referidos a la patologia que sera
diagnosticado SOP cuando se descarten: hiperplasia adrenal congénita, falla

ovarica prematura, tumores de ovario, sindrome de Cushing, prolactinoma y



desoérdenes de las glandulas tiroideas y cuando estén presentes por Io menos
dos componentes de la triada:

¢ oligo- o anovulacion (usualmente manifestado como oligo- o
amenorrea)

¢ niveles elevados de androégenos circulantes (hiperandrogenemia) o
manifestaciones clinicas de exceso de andrégenos (hiperandrogenismo)

¢ ovarios poliquisticos (por acumulacion de estrogenos en foliculos
preovulatorios) (Ehrmann 2005).

En el pasaje de la adolescencia a la adultez las anomalias fenotipicas y
clinicas del SOP empeoran, y estan comunmente acompafiadas por
infertilidad, frecuentes abortos durante el primer trimestre y mayor tendencia a
la diabetes gestacional (Glueck y col 2005, Lo y col 2006, Crave y col 1995,
Velasquez y col 1994, 1997). Las mujeres con SOP pueden presentar
sindrome de insulino-resistencia, obesidad, hiperlipidemia, riesgo
cardiovascular incrementado, elevada relacion LH/FSH (hormona luteinizante/
hormona foliculo-estimulante), hirsutismo, acné, un patron masculino de

pérdida del pelo y acantosis nigricans.

Etiologia: La etiologia del SOP no ha sido aun completamente
dilucidada. Sin embargo, existen algunas hipoétesis al respecto:

Obesidad: si bien la obesidad en si misma no es la causa del SOP, una
adiposidad excesiva puede exacerbar los desarreglos reproductivos y
metabolicos asociados. Los sintomas del SOP usualmente comienzan
alrededor de la menarca, pero también se puede expresar después de la
pubertad como el resultado de modificaciones ambientales, tales como
aumento de peso. Ademas, un ambiente intrauterino aberrante esta implicado
en la patogénesis, particularmente de sus componentes metabdlicos (Sagle y
col 1988, Balen y col 1993, Franks 1995, Abbot y col 1998, 2002, Glueck y col
2002, Vivas 2005, Ehrmann 2005).

Insulino-resistencia: la insulino-resistencia y la hiperinsulinemia
compensatoria tienen un rol central en la patofisiologia del SOP (Figura 3)
(Glueck y col 2005, Moran y col 2003, Pasqualini y col 2000, Glueck y col
1999, 2001, Harborne y col 2003, Ibafiez y de Zegher 2005, Moghetti y col
2000, Sepilian y Nagamani 2005, Spranger y col 2004, Nestler y col 1991,



1998, 2003, Nestler y Jakubowicz 1997, Nestler 1997, Baillargeon y col 2003,
2004).
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Figura 4: Rol de la insulina en la regulacion de la esteroidogénesis ovarica

durante el desarrollo del Sindrome del Ovario Poliquistico.



Modelos experimentales: debido a las limitaciones existentes para

estudiar las fallas que envuelve esta patologia en humanos, los modelos
animales son de gran importancia para conocer los mecanismos involucrados
y los posibles tratamientos. Numerosos modelos han sido desarrollados en
diversas especies (rata, ratdbn, mono Rhesus, oveja, Guinea pig). En ellos se
reproducen algunos de los aspectos de la patologia humana. Basados en el
conocimiento de que la dehidroepiandrosterona (DHEA) es uno de los

principales andrégenos secretados por los ovarios de mujeres

con SOP y el de mayor duracion en circulacion, un modelo de SOP fue
desarrollado en roedores mediante la administracion de DHEA (Mahlesh y
Greenblatt 1962; Roy y col 1962); dicho modelo exhibe muchas de las
principales caracteristicas del SOP en humanos (Lee y col 1991, 1998, Henmi
y col 2001, Luchetti y col 2004, Anderson 1992, 1997).

En la Figura 5 se presenta un esquema de la cascada hormonal

esteroidogénica femenina, donde se ubica la DHEA.

Embarazo con SOP

Los elevados niveles de andrégenos en las mujeres con SOP
disminuyen la tasa de fertilidad de las mismas debido a las fallas en la
ovulacién y la baja receptividad uterina. Sin embargo pueden lograrse
embarazos naturalmente o por técnicas de fertilizacion asistida. El problema
radica en que las mujeres con SOP presentan elevadas tasas de abortos
espontaneos durante el primer trimestre de embarazo.

Las mujeres sanas, en el primero y segundo trimestres de embarazo,
muestran niveles elevados de DHEA respecto de mujeres no embarazadas
(Tagawa y col 2004). La DHEA sostiene el mantenimiento de la gestacion
temprana como un precursor de esteroides sexuales (Miki y col 2002).
Ademas, se ha visto que in vitro modula la respuesta inmune favoreciendo la
produccién de citoquinas de tipo Th2, favorables para el mantenimiento del
embarazo (Du y col 2002). Sin embargo, niveles muy elevados de DHEA

llevan a un desbalance en la funcion ovarica, el cual afecta la respuesta



endometrial, resultando en aborto (Okon y col 1998, Sir-Petermann y col
2002).

En el presente trabajo de tesis, y con el objetivo de desarrollar un modelo
murino que reproduzca el ambiente enddcrino e inmune de una mujer con SOP durante
el primer trimestre de embarazo, ha sido aplicado el modelo de Malesh y Greenblatt a
la prefiez temprana. Este modelo consiste en la administracion de DHEA a ratones

hembra Balb/c prefiadas.
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Figura 5: Esteroidogénesis femenina, lugar de la dehidroepiandrosterona
(DHEA) en la cascada.



7. La metformina

La droga sensibilizante a la insulina metformina es ampliamente utilizada
en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (Eriksson y col 2007) y del SOP
(Harborne y col 2003).

Origen de la metformina: Originalmente se utilizaba el extracto de una

planta, la Galega officinalis, que tenia efectos anti-hiperglucemiantes, en el
tratamiento de la diabetes. Luego se descubrié que los componentes activos
de dicho extracto son la guanidina y sus derivados diguanidinas y
biguanidinas. La metformina fue inicialmente aprobada en Europa en los afios
80 y en la actualidad existen numerosos laboratorios comerciales que la

fabrican.

Estructura de la metformina:

La metformina (N, N'dimetil-biguanida) tiene la siguiente

estructura quimica:

MH  NH

HN”'H\HJL‘NHE

Metformina en el tratamiento del SOP

La N, N'-dimetilbiguanida (metformina) es un agente sensibilizante a la
insulina. Su utilizacion en la terapia del SOP es cada vez mas extendido y
aceptado. Sin embargo, se desconoce la totalidad del mecanismo de accion.
La metformina restaura la sensibilidad a la insulina en mujeres con SOP

insulino-resistentes (Fedorcsak y col 2003, Harborne y col 2003a, Lord el al



2003). Ademas, esta droga trae beneficios metabdlicos, reproductivos vy
clinicos (Harborne y col 2003b). Disminuye los niveles de androgenos y
mejora la frecuencia en la ovulacion y los ciclos menstruales en pacientes con
SOP (Diamanti-Kandarakis y col 1998, Ehrmann y col 1997, Glueck y col
2001, la Marca y col 2002, Negri y col 2000, Nestler y Jakubowicz 1996,
Jakubowicz y col 2001, Velasquez y col 1997) y el tratamiento de mujeres con
SOP en etapas tempranas del embarazo previene abortos (Jakubowicz y col
2001, Glueck y col 2004, Khattab y col 2006).

Metformina y embarazo con SOP

Cada vez mas mujeres con SOP quedan embarazadas luego del
tratamiento con metformina (Vandermolen y col 2001, Fedorcsak y col 2003,
Harborne y col 2003b). La metformina es una droga de clase B por la Food
and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos (www.fda.gov) y se ha
demostrado que no es teratogénica y no se encontraron indicios de
metformina en lactantes de madres que han sido tratadas durante el embarazo
(Feig y col 2007, Elizur y Tulandi 2008, Goldenberg y Glueck 2008). Su uso
durante el embarazo también es cada vez mas extendido y aceptado. El
tratamiento con metformina de mujeres con SOP durante las etapas
tempranas del embarazo previene abortos (Glueck y col 2002, Khattab y col
2006). Sin embargo es necesario ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos Yy efectos de esta droga en la gestacion, dado que no se conocen

completamente.

Metformina e insulina/glucosa: la metformina disminuye la hiperglucemia

y tiene efectos beneficiosos sobre los lipidos circulantes, sin afectar la
secrecion de insulina (Stumvoll y col 1995). La metformina disminuye los
niveles de glucosa aumentando su ingreso en los musculos y disminuyendo su
producciéon por el higado (Hundal y col 2000). Se ha descubierto que es
necesaria la activacion de la AMP kinasa para la disminucién de la produccién
de glucosa y el aumento en la oxidacion de acidos grasos por la metformina
(Fryer y col 2002, Elia y col 2006). A diferencia de los agentes

hipoglucemiantes utilizados tradicionalmente, como las sulfonilureas o



insulina, la metformina mejora las funciones cardiovasculares y reduce los

riesgos cardiovasculares (Zhou y col 2001).

Metformina vy ovarios/esteroidogénesis: La metformina modula la

esteroidogénesis ovarica ejerciendo un efecto directo sobre las células
ovaricas (Mansfield y col 2003), regulando la sintesis de progesterona a través
de AMPK, y de estradiol por regulacién génica (Figura 6, Tosca y col 2006).
Ademas, de manera indirecta, la metformina modula las concentraciones de

insulina y ésta controla la esteroidogénesis ovarica (Willis y Franks 1995).

A
Metformina

7 AMPK

AMPK
independent pMAPK3/1

4 pl.\fi.-‘\P!\'IcI / 2

Estradiol Progesterona

Figura 6: Modulacion directa de la esteroidogénesis por metformina en las
células de la granulosa.

Metformina v estrés oxidativo: tanto la diabetes como el SOP vienen

acompafados por una capacidad antioxidante disminuida, lo cual contribuiria
con el conocido riesgo cardiovascular incrementado (Fenkci y col 2003). La
metformina tiene efectos antioxidantes actuando de dos maneras: directa,
atrapando las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Faure y col 1999,
Ceriello 2000, Srividhya y col 2002, Bonnefont-Rousselot y col 2003), e
indirecta, modulando la produccion intracelular de ROS (Bonnefont-Rousselot
y col 2003).

Metformina y 6xido nitrico: Se ha encontrado que la metformina es capaz

de modular agentes vasodilatadores mediante el estimulo de la actividad de la

oxido nitrico sintasa (NOS) en el mesenterio de ratas diabéticas (Sartoretto y



col 2005). Ademas, el sistema del 6xido nitrico fue propuesto como un

intermediario de la accion de la metformina (Zou y col 2004).

Metformina y sistema inmune: La metformina modula la diferenciacion de

linfocitos (Stefanovic y col 1999) y regula la producciéon de prostaglandinas y
los porcentajes de linfocitos T CD4+/CD8+ en ratones hembra prepuberes
(Elia y col 2006, Luchetti y col 2004).



Hipodtesis de trabajo: La respuesta Th2 favorece el éxito de la prefiez

mientras que el predominio de una respuesta del tipo Th1 induce aborto.
Durante la prefiez se establece un fino equilibrio entre las respuestas Th1/Th2.

Cuando la prefiez es exitosa la progesterona regula las respuestas
Th1/Th2 a través de la accion inmunomodulatoria del factor bloqueante inducido
por progesterona o PIBF.

El PIBF es capaz de: 1) inhibir las respuestas del tipo Th1, 2) favorecer las
del tipo Th2, 3) inhibir la liberacién de acido araquidénico (sustrato de la
ciclooxigenasa y precursor de la sintesis de las prostaglandinas).

La respuesta del tipo Th1 estimula la produccion de 6xido nitrico (NO),
genera estrés oxidativo y regula la produccién de prostaglandinas.

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias
mas frecuentes que afectan a mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por
elevados niveles de andrégenos, quistes ovaricos y problemas ovulatorios. El
SOP esta asociado a hirsutismo, obesidad, insulino resistencia, diabetes tipo 2,
riesgo cardiovascular incrementado y cancer de endometrio.

Las mujeres con SOP presentan 75- 80 % de abortos espontaneos durante
el primer trimestre de embarazo.

La metformina (N,N’dimetil biguanida) es una droga sensibilizante a la
insulina que se utiliza en el tratamiento de diabetes tipo 2 y de SOP aun durante
el embarazo, pero cuyo mecanismo de accién no se conoce completamente.

De acuerdo a estos antecedentes, la hip6tesis del presente trabajo de

tesis fue:

La condicion de hiperandrogenismo que presentan las mujeres con
SOP provoca abortos durante el primer trimestre de embarazo debido al
desencadenamiento de una cascada de eventos sistémicos y locales
cuyo eje podria ser el Factor Bloqueante Inducido por Progesterona.

La eficacia de la metformina como tratamiento radica en la

modulacioén directa o indirecta de esta cascada.



Objetivos: Para comprobar esta hipétesis se planteo el siguiente objetivo
general: Estudiar las posibles alteraciones de la cascada Progesterona-
PIBF- balance de larespuesta Th1/Th2 por efecto del hiperandrogenismo y
evaluar el mecanismo de accion de la N,N"dimetil biguanida metformina

como tratamiento.

Objetivos especificos

Analizar en un modelo murino de hiperandrogenismo durante la prefiez
temprana de ratones BALB/c:

1.  Reabsorcion embrionaria producida por el hiperandrogenismo y
accion de la metformina.

2. Regulacion de la esteroidogénesis ovarica por el hiperandrogenismo
y posible reversién por metformina.

3. Expresion del factor bloqueante inducido por progesterona en los
sitios de implantacion provenientes de animales prefiados e
hiperandrogenizados. Accion de la metformina.

4. Compromiso del sistema inmune durante el hiperandrogenismo en la
prefiez temprana y accion de la metformina, particularmente sobre: subtipos
linfocitarios T, CD4+ y CD8+ y sobre la produccion de citoquinas Th1y Th2.

5.  Produccion de oOxido nitrico y prostaglandinas en los sitios de
implantacion luego de la hiperandrogenizacién y el rol del tratamiento con
metformina.

6. Expresion de las enzimas limitantes de la produccion de éxido nitrico
y prostaglandinas.

7. Estrés oxidativo en los sitios de implantacion producido luego de la

hiperandrogenizacion. Rol de la metformina.
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1. Animales:

En el presente trabajo se utilizaron hembras prefadas de ratén de la
cepa Balb/c: hembras virgenes de 8 a 12 semanas de edad fueron apareadas
con machos de la misma edad. El dia de aparicion del tapén mucoso vaginal
(post-coital) fue considerado como el dia 0 de prefiez. En las condiciones de
nuestro laboratorio la implantacién embrionaria ocurre en el dia 5 de prefiez.
En el dia 8 los animales fueron sacrificados para su posterior estudio. Los
animales fueron mantenidos a temperatura controlada (22 ° C) e iluminacién
(14 h-luz, 10-h oscuridad; luces encendidas a las 05:00) y tuvieron acceso ad
libitum a alimento Purina rat chow y agua. Todos los procedimientos que
involucraron animales se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (CONICET, 1996) y los estudios
fueron aprobados por el Comité Independiente de Etica en Investigacion de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

Modelo experimental:

Se utilizaron dos modelos de hiperandrogenizacion en prefiez temprana:

1) Peri-implantatorio: los animales prefiados fueron
hiperandrogenizados durante 6 dias, desde el dia 2 hasta el dia 7 de prefiez,
mediante la inyeccion subcutanea de dehidroepiandrosterona (DHEA), en una
dosis de 60 mg / Kg masa corporal, disuelto en aceite de maiz. En el dia 8 de

prefiez, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical.

Dias

Aparicion de \ Implantacion / Sacrificio

tapén mucoso

Hiperandrogenizacion




2) Post-implantatorio: los animales prefiados fueron
hiperandrogenizados durante 2 dias, en los dias 6 y 7 de prefiez, mediante la
inyeccion subcutanea de DHEA, en una dosis de 60 mg / Kg masa corporal,
disuelto en aceite de maiz. En el dia 8 de prefiez, los animales fueron

sacrificados por dislocacion cervical.

Dias

Aparicion de Implantacion Sacrificio
tapon mucoso

Hiperandrogenizacion

La dosis suministrada de DHEA es equivalente a los niveles circulantes
de dicha hormona en una mujer con poliquistosis ovarica.

Se observo si existia reabsorcion embrionaria. Se midieron los valores
de progesterona (P) de cada animal y se estudio la histologia de los sitios de
implantacion tefidos con hematoxilina-eosina.

Dado que en el modelo de hiperandrogenizacién peri-
implantatoria la implantacién fue imposibilitada en el 100 % de los casos, se
continué trabajando con el modelo post-implantatorio.

A continuacion se establecié un modelo de hiperandrogenizacion
y tratamiento simultaneo con metformina:

3) Tratamiento con  metformina: los animales fueron
hiperandrogenizados con DHEA (inyeccion subcutanea, 60 mg / Kg masa
corporal, disuelto en aceite de maiz) y tratados simultaneamente con
metformina, administrada via oral por canula en una dosis de 240 mg / Kg
masa corporal, durante 2 dias, en los dias 6 y 7 de prefiez. En el dia 8 de

prefiez, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.



Dias

Aparicién de Implantacion Sacrificio
tapén mucoso

Tratamiento con DHEA + metformina

Los grupos experimentales fueron:

. Grupos controles: * Vehiculo: inyeccién subcutanea de 0,1 ml de
aceite de maiz y administracion via oral por canula de 0,1 ml de agua
destilada, en los dias 6 y 7 de prefiez.

* Control prefiez: no recibieron tratamiento.

Dado que no existieron diferencias significativas entre los resultados de
ambos grupos control y para mayor claridad en la presentacién de los
resultados, se representd Unicamente una barra, la correspondiente al Control
prefiez.

. Grupo metformina: administracion via oral por canula de
metformina en una dosis de 240 mg / Kg masa corporal, disuelta en 0,1 ml de
agua destilada, en los dias 6 y 7 de prefez.

o Grupo DHEA: inyeccion subcutanea de dehidroepiandrosterona
en una dosis de 60 mg / Kg masa corporal, disuelta en 0,1 ml de aceite de
maiz, en los dias 6 y 7 de prefiez.

. Grupo DHEA + metformina: inyeccién subcutanea de
dehidroepiandrosterona en una dosis de 60 mg / Kg masa corporal disuelta en
aceite de maiz y administraciéon via oral por canula de metformina en una
dosis de 240 mg / Kg masa corporal disuelta en agua destilada, en los dias 6 y

7 de prefiez.



Con el objetivo de estudiar si alguno de los tratamientos producia efectos
adversos a largo plazo, se realizé un seguimiento de 3 grupos adicionales de
10 animales cada uno hasta el parto: Control, metformina y DHEA +
metformina. Estos animales recibieron los tratamientos respectivos en los dias
y dosis que se detallaron anteriormente, y fue determinada su masa corporal
periddicamente a lo largo de la gestacion. Se registré la fecha del parto y
luego se realizé un breve seguimiento de las crias: morfologia y masa corporal
al nacer, y ciclo estral mas tarde. Encontramos que los animales mostraron
estos parametros normales, y no observamos diferencias entre los 3 grupos.

Se utilizaron 16 animales por grupo experimental.



2. Obtencién de muestras:

Inmediatamente después del sacrificio se extrajeron los siguientes tejidos

para su posterior estudio: sangre, ovarios, utero y ganglios retroperitoneales.

Sangre
Utero -
.
Ovarios 1
Ganglios =
o Sangre: fue obtenida de 16 animales por grupo por puncion

retroorbital previo al sacrificio e inmediatamente centrifugada durante 15
minutos a 3000 rpm para obtener el suero, que fue guardado a — 70° C para su
posterior utilizacion en la determinacibn de hormonas séricas por
radioinmunoensayo y citoquinas por ELISA. Las técnicas se detallan mas
adelante.

o Utero: los tejidos uterinos de 8 animales por grupo fueron
divididos en sus dos cuernos, uno fue inmediatamente fijado en
paraformaldehido 4 % (peso/vol) y guardado a 4 ° C para posteriores estudios
histologicos e inmunohistoquimicos (PIBF, COX-2, iINOS y eNOS) y el otro fue
separado de sus embriones y luego guardado a -70° C para la posterior
determinacion de expresion de COX2 por western blotting, concentracién de
prostaglandinas liberadas por radioinmunoensayo y parametros del estrés
oxidativo (nitritos por el método de Griess, peroxidacion lipidica por TBA-RS,
superoxido dismutasa catalasa y glutation por métodos colorimétricos). Las
técnicas se detallan mas adelante.

o Ovarios: fueron obtenidos de 8 animales por grupo y guardados a
-70° C para la posterior determinacién de expresion de COX2 e iNOS por
western blotting, y concentracion de prostaglandinas liberadas por

radioinmunoensayo. Las técnicas se detallan mas adelante.



. Ganglios retroperitoneales: los ganglios de 5 animales por
grupo fueron disgregados inmediatamente luego de su obtencion mediante
malla metalica en medio de cultivo a 0° C para obtener una suspensiéon de
linfocitos, que fueron inmunomarcados para los subtipos T CD4+ / CD8+,
fijados en paraformaldehido 4 % y guardados a 4 ° C hasta su determinacion

en citdmetro de flujo. Las técnicas se detallan mas adelante.



3. Procedimientos experimentales:

a) Aspecto de los sitios de implantacion

Macroscoépico

Se aislaron los uteros de las hembras y se observé macroscépicamente
si estaban prefadas o si habian sufrido reabsorciéon embrionaria. Esto fue
determinado realizando una incision longitudinal en el miometrio a la altura de
cada sitio de implantacién y observando si estaba presente la decidua rosada
con el embrién (prefiez) o si la decidua ere morada y de contenido
hemorragico (reabsorcion embrionaria). Luego se calculd el porcentaje de
reabsorcion embrionaria en los distintos grupos experimentales. Dado que los
animales con reabsorcidn embrionaria presentaban todos los sitios de
implantacion reabsorbidos, se contabilizé el nidmero de animales con

reabsorcion embrionaria y no el numero de sitios reabsorbidos.

Microscopico

Los tejidos uterinos obtenidos fueron fijados en paraformaldehido
4 % (m/v), luego los sitios de implantacién fueron incluidos en parafina,
cortados con micrétomo en secciones de 6 um y puestos en portaobjetos
cubiertos con gelatina (gelatin-coated glass slides, Biobond; British Biocell
International, Cardiff). Los cortes seriados en blanco fueron observados al
microscopio Optico y fueron seleccionados solo los cortes que pasaban por el
centro del sitio de implantacion. Luego, los cortes fueron secados al aire por 2
h previo a ser fijados en acetona a 4° C por 5 minutos, lavados en PBS (pH=
7.3) y coloreados con hematoxilina-eosina (DAKO Corporation, Carpinteria,
CA, USA). Las secciones coloreadas de los sitios de implantacion fueron
analizadas en cuanto a prefiez o reabsorcion, decidualizaciéon y células del

trofoblasto, y por ultimo fueron fotografiadas las mas representativas.



b) Concentracion de progesterona y estradiol en suero

Los sueros de las hembras fueron obtenidos por centrifugacién de la
sangre. Las hormonas progesterona (P) y estradiol (E) fueron determinadas
por radioinmunoensayo.

Técnica de radioinmunoensayo (RIA) para la determinacion de
progesterona y 17 beta estradiol: (Motta y col., 2001b). Los anticuerpos, tanto
de P como de E fueron provistos por el Dr. GD Niswender, Colorado State
University, Ford Collind, CO). El antisuero para P posee una alta especificidad,
con baja reactividad cruzada: < 2 % para la 20 alfa hidroxi-progesterona y para
deoxicorticosterona y < 1 % para los otros esteroides presentes en el suero.
La sensibilidad es de 5-10 pg/tubo. El antisuero para E presenta una baja
reactividad cruzada: < 1 % para P y testosterona, <5 % para estriol y < 10 %

para estrona. Los resultados fueron expresados como ng/ml suero.



c) Niveles de glucosa en sangre, de insulina en suero y
evaluaciéon de la insulino resistencia a través del indice HOMA

(“Homeostasis Model Assessment”)

Determinacion de glucosa en sangre: se utilizaron tiras reactivas Hemo—
Glukotest (Roche, Alemania) para la determinacién visual (por color) dentro
del rango de 20-800 mg/100ml (1-44mm) en sangre obtenida de la cola. El
principio del test utiliza la reaccidn glucosa oxidasa- peroxidasa. Los
resultados fueron expresados en mg glucosa/100ml sangre.

Determinacion de insulina en suero: se utilizdo el Coat-A-Count insulin
method (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA). El método
consiste en un radioinmunoensayo de fase sélida. El anticuerpo es
inmovilizado en la pared de tubos de polipropileno y simplemente decantando
el sobrenadante es suficiente para terminar la competencia y aislar la fraccién
de insulina radioactiva unida al anticuerpo. Las muestras fueron luego leidas
en un contador gama. La sensibilidad fue de 1.2 plU insulina/ ml suero. Los
resultados fueron expresados como pg insulina/ml suero.

Calculo del HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment, Matthews y col,
1985): este indice es un buen indicador del aprovechamiento de la insulina por
el organismo, y es utilizado en la clinica como una buena aproximacion para

evaluar insulino-resistencia. Fue calculado segun la siguiente formula

HOMA-IR= Concentracion de insulina (mU/ml) x Concentracién de
glucosa (mmol/l) x BMI ™!

Donde:
BMI es el indice de masa corporal y es igual a: Peso / altura 2
Se calcul6 el HOMA-IR para cada animal y luego se obtuvo un promedio

para cada grupo experimental.




d) Determinacion de citoquinas del tipo Thly Th2 en suero

El suero de los animales fue obtenido como se describié anteriormente y
fue utilizado para la determinacion de citoquinas con el kit de ELISA Ready-
Set Go (eBioscience, USA) para Th2/Th1 de ratdon. Las citoquinas medidas
fueron: IL-6, IL-4, IL-2 e IFN gamma. El experimento fue llevado a cabo
siguiendo las indicaciones del proveedor del kit. En breve, placas pre-fijadas
con anticuerpo contra conejo desarrollado en cabra fueron incubadas toda la
noche con 100 ul de muestra o standard a 4° C. Luego, fueron agregados 100
ul/well de diluyente e incubados a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después de aspirar y lavar 5 veces con diluyente, fue agregado el anticuerpo
biotinilado contra la citoquina correspondiente de ratén e incubado por 1 hora
a temperatura ambiente. Después de lavar 2 veces, las placas fueron
incubadas con 100 ul/well de avidina-peroxidasa diluida 1:250 durante 30 min.
La reaccién fue detenida mediante el agregado de 100 pl/well de stop reaction
y se midié la densidad optica a 450 nm. La sensibilidad del test es de 0,78
pg/ml para cada citoquina. Los resultados fueron expresados como pg

citoquina/ml suero.



e) Abundancia en los sitios de implantacion y ovarios de:

4 Factor Bloqueante Inducido por Progesterona
(PIBF)

4 Ciclooxigenasa 2 (COX-2)

v Oxido nitrico sintasa (NOS)

Inmunohistoquimica: Los tejidos uterinos obtenidos de las

hembras luego del sacrificio en el dia 8 de prefiez fueron fijados en
paraformaldehido 4 % (m/v), luego los sitios de implantacion incluidos en
parafina, cortados con micrétomo en secciones de 6 um y puestos en
portaobjetos cubiertos con gelatina (gelatin-coated glass slides, Biobond;
British Biocell International, Cardiff). Los cortes seriados en blanco fueron
observados al microscopio optico y fueron seleccionados sélo aquéllos que
pasaban por el centro del sitio de implantacién. Estos cortes fueron utilizados
para la inmunolocalizacion de PIBF, COX-2, eNOS e iNOS mediante el kit de
tincién por inmunoperoxidasa CSA/HRP (Dako). Brevemente, los cortes fueron
desparafinados, rehidratados en PBS y bloqueados en TNB. La actividad
peroxidasa enddgena fue bloqueada con peréxido de hidrogeno 0.1 % (v/v)
por 15 min, y luego las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente: para localizar el PIBF, anticuerpo policlonal anti-PIBF diluido
1:100 a temperatura ambiente 60 min; para COX-2, anticuerpo policlonal anti-
COX2 diluido 1:50 (Cayman, USA); para eNOS, anticuerpo policlonal anti-
eNOS diluido 1:200; para iINOS, anticuerpo policlonal anti-iNOS diluido 1:200,
estos tres ultimos incubados overnight a 4° C. El anticuerpo policlonal IgG anti-
PIBF recombinante fue generado en el laboratorio de la Dra. Julia Szekeres-
Bartho (Universidad de Pecs, Hungria) inmunizando conejos con el extremo N-
terminal de 48-kDa de PIBF recombinante. Se realizaron secciones sin
anticuerpo primario como controles negativos. Luego de ser lavados con PBS,
los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de
conejo biotinilado diluido 1:100, a temperatura ambiente por 30 min.
Finalmente, fueron revelados con una solucién que contiene el complejo
estreptavidina-peroxidasa y diaminobenzidina (DAB), contratefidos con

hematoxilina y montados con gelatina-glicerol. Las secciones fueron



analizadas para determinar la localizacion de cada una de las proteinas
analizadas y por ultimo fueron fotografiadas las mas representativas.

Western blotting: Los ovarios o los sitios de implantacion sin embriones

fueron homogeneizados a 4° C en buffer lisis (Tris—HCI 20 mM, pH = 7.4, NaCl
150 mM y Triton X-100 1% v/v) suplementado con inhibidores de proteasas
(PMSF 0.5 mM, N-CBZ-L-fenilalanina clorometilcetona 0.025 mM vy L-1-
tosilamida-2-fenil-etilclorometilcetona 0.025 mM) con un homogeneizador de
teflon. Los homogenatos fueron centrifugados a 1500 x g durante 10 min y se
guardaron los sobrenadantes. La concentracién de proteinas se midié por el
método de Bradford (Bio-Rad). Después de hervir las muestras durante 5 min
en agua, se sembraron 90 pg de proteinas de cada muestra en un gel 8%
SDS-poliacrilamida. La electroforesis se desarroll6 a 40 V durante la primer
hora (hasta que el frente de corrida atravesara el gel concentrador) y luego a
100 V por 4 h. Las proteinas separadas de esta forma fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa en buffer de transferencia (metanol 20% vl/v;
glicina 0.19 M y Tris-base 0.025 M, pH = 8.8) durante 1.5 h a 4° C. Las
membranas fueron luego bloqueadas 1.5 h en BSA 0.1 % en T-TBS 0.1 % v/v
a temperatura ambiente. Se incubaron toda la noche a 4 °C con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-COX2 diluido 1:1000 o anti- iINOS diluido 1:200
(Cayman, USA). Luego las membranas fueron lavadas e incubadas por 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti- IgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:5000 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Por ultimo, las bandas fueron detectadas incubando las
membranas durante 15 min con el sustrato para fosfatasa alcalina BCIP-NBT
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Se cuantificaron las intensidades y
areas de las bandas obtenidas mediante densitometria usando el programa
Sigma Gel y fueron expresadas como Densidad (Intensidad/ Area). El control
de carga de proteinas se realiz6 mediante tincion de las membranas con

Ponceau-S.



f)  Expresion de linfocitos T CD4+/ CD8+

Aislamiento y purificacién de linfocitos de ganglios linfaticos para

cuantificacion por citometria de flujo:

Los ganglios retroperitoneales (drenantes de o6rganos reproductivos)
fueron separados de las hembras vy los linfocitos fueron disgregados de los
mismos enzimaticamente en medio de cultivo (medio 199, NaHCO3 25mM,
Hepes 26mM vy penicillina 50 IU/ml) con colagenasa libre de tripsina (740
IU/100 mg tejido) y DNAsa (14 IU/100 mg tejido). Después de 90 min, los
linfocitos fueron lavados dos veces en medio de cultivo, dos veces en solucion
buffer salina Dulbeco fosfato libre de Ca++ y Mg++ (PBS), y dos veces con
medio de cultivo con EDTA (1 mM). Las células se contaron en un
hemocitémetro, se control6 la viabilidad que fue >80% por el método de trypan
blue y luego fueron procesadas por inmunofluorescencia directa. Luego, 100
1l de cada suspension celular, con una concentracion de 106 células /ml, fue
incubada durante 30 min a 4 -C con: (i) 30 ul de control de isotipo IgG2 de rata
ficoeritrina (PE) mas 30 ul de control de isotipo IgG2 fitocianina de rata (FITC)
(eBioscience, USA) correspondientes a controles de isotipo; (ii) 4 ul (=8 ug) de
anticuerpo monoclonal PE anti- T CD4 de ratén mas 4 ul (=8 ug) de anticuerpo
monoclonal FITC anti- T CD8 de raton (eBioscience, USA). Los anticuerpos
fueron utilizados a concentraciones de saturacion establecidas luego de
titulacion por citometria de flujo. Luego, las muestras fueron lavadas con PBS
y PBS-EDTA, fijadas con paraformaldehido 4% y guardadas a
4 -C en oscuridad hasta su analisis dentro de los 6 dias. El analisis de
fluorescencia fue evaluado con el citometro de flujo FACScan® (Hospital de
Clinicas) y el programa de computadora Winmdi 2.8. Los linfocitos fueron
analizados utilizando diferentes caracteristicas fisicas (como tamafio y
granularidad) seleccionando los parametros “forward” (FSC: cell size) y “side
scatter” (SSC: cell complexity). El analisis de citometria de flujo fue realizado
utilizando la fluorescencia standard 1 (FL1: FITC anti- T CD8+ de raton) y
fluorescencia standard 2 (FL2: PE anti-T CD4+ de ratdn). El analisis se basé
en la medicién de 50,000 células nucleadas / ensayo. De acuerdo con el

tamafo y la complejidad, se caracterizo la regidon especifica de los linfocitos T.



El porcentaje de células con marca positiva fue calculado restando las células
inespecificamente marcadas. En la Figura a continuacién se observan las
nubes de puntos obtenidas por citometria de flujo. ElI cuadrante superior
izquierdo corresponde a células de mayor tamano que linfocitos; el cuadrante
inferior derecho, a células con mayor granularidad; el cuadrante superior
derecho corresponde a células de mayor tamafo y granularidad que linfocitos;
por ultimo, el cuadrante inferior izquierdo corresponde a la poblacion de
células de menor tamafio y baja granularidad, los linfocitos. Luego, una vez
seleccionada esa poblacién de células, se analiz6 el tipo de fluorescencia. En
este nuevo grafico (Figura) se observa el cuadrante superior izquierdo,
correspondiente a las células con marca positiva para PE (linfocitos T CD4+);
el cuadrante inferior derecho, correspondiente a células con marca positiva
para FITC (linfocitos CD8+); el cuadrante inferior izquierdo, correspondiente a
células doble negativas, y el cuadrante superior derecho correspondiente a
células doble positivas (posiblemente linfocitos inmaduros).

Finalmente se calculd la relacion entre linfocitos T CD4+ /
linfocitos T totales y linfocitos T CD8+ / linfocitos T totales. Los resultados

fueron expresados como porcentajes.
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g) Inmunofluorescencia para linfocitos T CD4+ en los sitos de

implantacion:

Los tejidos uterinos obtenidos de las hembras luego del sacrificio en el
dia 8 de prefiez fueron fijados en paraformaldehido 4 % (m/v), luego los sitios
de implantacion incluidos en parafina, cortados con micrétomo en secciones
de 6 um y puestos en portaobjetos cubiertos con gelatina (gelatin-coated glass
slides, Biobond; British Biocell International, Cardiff). Estos cortes fueron
utilizados para la inmunolocalizacién por fluorescencia de linfocitos CD4+. Los
cortes fueron desparafinados, rehidratados en PBS y bloqueados en TNB.
Luego las secciones fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal PE anti- T
CD4 de raton. Luego de ser lavados con PBS, los cortes fueron observados en
microscopio de fluorescencia bajo luz UV y por ultimo fueron fotografiados los

mas representativos.



h) Prostaglandina E y F2 alfa producidas y liberadas por los

sitios de implantacién

La prostaglandina E (PGE) y la PGF2 alfa liberada por los sitios al medio
de incubacion fue determinada por radioinmunoensayo (Motta y col, 1995).
Los sitios de implantacién de las hembras fueron obtenidos e incubados en
medio Krebs- Ringer- Bicarbonato (KRB) con glucosa (11.0 mmol/l) como
sustrato externo (pH =7.0) durante 1 hora en un agitador Dubnoff, bajo una
atmésfera humeda de 5% de CO2 en 95% de 02 a 37°C. Al finalizar el
periodo de incubacion el tejido debe ser retirado y la solucién acidificada a pH
3 con HCI 0.1 N y extraida para la determinacion de las prostaglandinas 3
veces con volumen de 1 ml de acetato de etilo (Sintorgan, Buenos Aires). La
fase organica (donde estan disueltas las PGs) se seca en una atmosfera de
N2 y las muestras se guardan a —20° C hasta el momento de realizar el RIA.
Las PGs fueron cuantificadas usando un anticuerpo especifico desarrollado
en conejo provisto por Sigma Chemical Co, USA. La PGE es la suma de
PGE1 + PGE2. La reactividad cruzada con otras PGs es < 0.1 %. La
sensibilidad es de 10 pg/tubo. Los resultados fueron expresados como pg/mg
proteina. Las proteinas fueron determinadas en los sitios por el método de
Bradford.



i)  Parametros del estrés oxidativo

Tratamiento del tejido: Los sitios de implantacién separados de sus

embriones fueron homogeneizados en buffer para estrés oxidativo (Tris-Base
20 mM, pH=7, 6) con un homogeneizador de teflén en hielo, centrifugados a
9000 x g por 10 min a 4°C en centrifuga Sorvall y luego los sobrenadantes
fueron fraccionados y guardados a -20° C hasta su utilizacion (una unica
determinacién cada fraccion para no descongelar-congelar). La concentraciéon
de proteinas fue determinada en los homogenatos de los sitios de

implantacion por el método de Bradford.

Concentracién de Oxido nitrico en los sitios de implantacion

La concentracion de oxido nitrico fue estimada por el contenido de
nitritos en las muestras. EI método utilizado, la reaccién de Griess (Ding y col
1988), es un ensayo colorimétrico basado en la reaccion del NaNO2 con acido
sulfonilico, cuyo producto absorbe a 540 nm. Los homogenatos obtenidos
como se describe a continuacion y los valores fueron referidos a una curva
standard de NaNO2. La concentracion de nitritos (NO2) fue expresada como
nmol NO2/mg proteina.

Determinacién de la actividad de la superdxido dismutasa total (SOD)

Las SODs son un grupo de metaloenzimas que detoxifican de ROS
mediante la conversion de anion superoxido (O2e-) a perdxido de hidrégeno
(H202) y oxigeno (02). La actividad total fue medida por un método
espectrofotométrico (Misra y Fridovich, 1972). Este método se basa en la
habilidad de la SOD de inhibir la autooxidacién de la epinefrina a pH alcalino
(10.2) y a una temperatura de 30°C. El anién superéxido es un intermediario
de dicha reaccion. La oxidacién de la epinefrina es seguida por la formacion

del epinocromo que tiene un maximo de absorbancia a 480 nm.



HO CH (OH) - CH, - NHCH,

T NI

CH,4

epinefrina epinocromo

Se agreg6 epinefrina 30 mM en acido acético 0.05% v/v a buffer glicina
50 mM (pH = 10,2) con los homogenatos uterinos. Se midié la actividad a 480
nm durante 4 min. Se tomo la cantidad de enzima que inhibe la oxidacion de la
epinefrina en un 50%, la cual es equivalente a 1 unidad (U). Se expresaron los
resultados como USOD/mg proteina.

Determinacion de la actividad de la catalasa

Este método (Chance, 1954) se basa en el rol de la enzima catalasa
para catalizar la conversion de peroxido de hidrogeno (H202) en agua y
oxigeno (H20 + 02), y dado que el H202 absorbe a 240 nm, el consumo de
H202 fue medido por espectrofotémetro en un medio de reaccion que consiste
en buffer fosfato 50 mM (pH 7.2) y H202 3 mM durante 1 min, en intervalos de
10 segundos. Los resultados fueron expresados como pmol cat/mg of

proteina.

catalasa
2H,0p —— 2H,0+0,



Contenido de glutation (GSH)

La forma reducida del GSH comprende la mayoria de los grupos
sulfidrilos de las proteinas celulares. Entonces, la medicion de tioles solubles
en acido se utiliza para la estimacién del contenido de GSH en extractos de
tejido. EI método utilizado (Tietze, 1969) se basa en la reaccion de reduccién
del acido 5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), llevada a cabo por el Glutation
reducido (GSH), en medio reductor. Al reducirse, el DTNB forma compuestos
coloreados, que es posible cuantificar a 412 nm. Para medir el Glutation total,
se agrega glutation reductasa al medio, enzima que cataliza el pasaje de
glutation oxidado (GGSG) a su forma reducida. 300 yl de homogenatos fueron
incubados con buffer Tris 1.75 M (pH= 7.4) con NADPH y GSH reductasa. La
reaccion involucra la reduccion de la forma oxidada (GSSG) a GSH. Cuando el
reactante de Ellman (un reactante sulfidrilo 5,5-ditiobis-2 acido nitrobenzoico
de Sigma Co, USA) se agrega al medio de incubacion, el producto cromoférico
resultante de esta reaccion absorbe a 412 nm, que es linear durante los
primeros 6 min; después de esto, la reaccion permanece constante. Los

resultados fueron expresados como mmol GSH/mg proteina.

Peroxidacion lipidica

Las cantidades de malondialdehido (MDA) formado por la ruptura de
acidos grasos poliinsaturados pueden ser tomados como un indicador de
peroxidacion (Buege y Aust 1978). EI método MDA reacciona con el acido
tricloroacético (TCA) 15% (w/v)- acido tiobarbiturico (TBA) 0.375% (w/v)- HCI
0.25 M, produciendo un compuesto de color rojo que absorbe a 535 nm. Los
homogenatos fueron calentados a 100° C por 15 min con TCA-TBA-HCI.
Después de enfriar, fueron centrifugados a 1000 g por 10 min para eliminar el
floculente precipitado. La absorbancia fue medida a 535 nm. El contenido de
especies reactivas del TBA (TBA-RS) fue expresado como nmol MDA/mg
proteina.



Analisis estadisticos de la ler Parte:

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Instat
(GraphPAD software, San Diego, CA, USA). Se aplico el test t de Student para
comparar datos desapareados considerando significativo un valor de P < 0.05.

Los resultados fueron expresados como media + error estandar.

Analisis estadisticos de la 2da Parte:

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Instat
(GraphPAD software, San Diego, CA, USA). Se aplico el test de ANOVA de un
factor considerando significativo un valor de P < 0.05. Luego, en los casos
donde el ANOVA fue significativo, se aplicé el test de Tukey de comparaciones
multiples para comparar todos los pares de columnas entre si. Los resultados

fueron expresados como media % error estandar.
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1°"® Parte: Reabsorcion embrionaria por efecto del

hiperandrogenismo

1. Establecimiento de un modelo de reabsorciéon embrionaria

inducida por hiperandrogenizacién

En el presente trabajo de tesis doctoral se utilizaron originalmente dos
modelos de hiperandrogenizacién que fueron descritos en Materiales y
métodos: peri-implantatoria (inyeccion de dehidroepiandrosterona en los dias
2 a 7 de prefez) y post- implantatoria (inyeccion de dehidroepiandrosterona en
los dias 6 y 7 de prefiez). En el caso de la hiperandrogenizacion peri-
implantatoria la implantacion se vio impedida en el 100 % de los casos y es
por eso que, con el objetivo de estudiar la reabsorcién embrionaria, se utilizd
unicamente el modelo de hiperandrogenizacion post-implantatoria, es decir
qgue se inyectd dehidroepiandrosterona en los dias 6 y 7 de prefiez.

Los porcentajes de hembras con reabsorcién embrionaria fueron
determinados por observacion macroscopica de los Uteros. Se observo que las
hembras hiperandrogenizadas con DHEA que habian sufrido reabsorcion
embrionaria mostraban el 100 % de los sitios reabsorbidos, por lo tanto fueron
cuantificados los animales con reabsorcién embrionaria y no los sitios
reabsorbidos. El 82 % de las hembras prefnadas hiperandrogenizadas con
DHEA sufrieron reabsorcion embrionaria, cifra significativamente mayor que la

observada en el control (p < 0.0001, Figura 1).
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Figura 1: Porcentaje de animales con reabsorcion embrionaria. Se
determind por observacion macroscopica de los Uteros si habian sufrido o no
reabsorcion embrionaria. La hiperandrogenizacién provocé un aumento
significativo en la reabsorcién embrionaria frente al control (t de Student: p <
0.0001).



2. Morfologia de los sitios de implantacion

Se caracterizo el aspecto de los uUteros de las hembras de 8 dias de
prefiez bajo los diferentes tratamientos de la siguiente manera:

) Utero de aspecto prefiado normal: aspecto de un “collar de
perlas”, donde cada perla corresponde a un sitio de implantacién (una unidad
feto-placentaria). Sitios de implantacién de forma redondeada y gran irrigacion,
lo cual les confiere una coloracion rojiza; presencia, ademas, de una pequefa
zona de mayor contenido sanguineo, de color morado, en los sitios de
implantacion, correspondiente al embridn.

) Utero con unidades reabsorbidas: tamafio del Gtero reducido,
forma menos simétrica y “perlas del collar” menos notorias respecto del
normal. Sitios de implantacion reabsorbidos de forma ovalada, menor tamafio
qgue uno normal, con un aspecto hemorragico que les confiere color morado en

toda su extension.

Histologia de los sitios de implantacion

Se estudio la histologia de los de los sitios de implantacion mediante
tinciones con hematoxilina-eosina de cortes de tejidos uterinos obtenidos de
hembras de 8 dias de prefiez. Los tejidos fueron fijados en formol, incluidos en
parafina y cortados para ser observados al microscopio 6ptico; sélo aquellos
cortes que pasaran por el centro del sitio de implantacion fueron tedidos. A
continuacion se muestran fotos representativas de un sitio de implantacién
normal en el dia 8 de prefiez (Control, Figura 2 Ay B) y de uno en el dia 8 que
ha sufrido reabsorcién embrionaria (hiperandrogenizado con DHEA, Figura 2
CyD).

o Sitio de implantacién prefiado normal: embriéon implantado en
estadio de huevo cilindrico (e), células gigantes (cg), entre las cuales hay
lagunas que se llenan con sangre materna (lag), y decidua con dos regiones,
mesometrial (dm) y antimesometrial (dam) (Figura 2 A). La Figura 2 B es una
ampliacion del trofoblasto, donde se observan las células gigantes y las

lagunas.



. Sitio de implantacion reabsorbido: embridon reabsorbido, con
restos de tejidos correspondientes al embridn y el trofoblasto y matriz decidual
desestructurada (dm y dam) (Figura 2 C). La Figura 2 D es una ampliacion de

la zona donde habria estado el trofoblasto en el sitio reabsorbido.
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Figura 2 A: Sitio de implantacién de un
animal del grupo Control (8 dias de prefiez).
Foto de un corte histolégico coloreado con
hematoxilina-eosina (40 X). Se observan:
embrién implantado en estadio de huevo
(tr),
mesometrial (dm) y decidua antimesometrial
(dam).

cilindrico (e), trofoblasto decidua

Figura 2 B: Ampliacion de la zona del
trofoblasto de A. Se observan las células

gigantes y lagunas.

Figura 2 C: Sitio de implantacion reabsorbido
(8 dias de prefiez). Foto de un corte
histoldgico coloreado con hematoxilina-eosina
(40 X). Se observan: el sitio donde habria
estado el trofoblasto, indicado por la flecha;
antimesometrial

decidua mesometrial y

desestructurada (dm y dam).

Figura 2 D: Ampliacion de la zona donde
habria estado el trofoblasto en C. Se
observan restos de tejido trofoblastico.



3. Efectos sistémicos inducidos por hiperandrogenizacion

3. |. Disminucion de progesterona y estradiol

Los niveles de progesterona fueron significativamente menores en el grupo
hiperandrogenizado frente al Control (p < 0.005, Figura 3). Los niveles de
estradiol fueron significativamente menores en el grupo hiperandrogenizado
frente al Control (p < 0.01, Figura 4).

Ambas figuras muestran que la hiperandrogenizacion indujo una
disminucion significativa en las hormonas ovaricas progesterona y estradiol

durante la prefiez temprana.

3. II. Aumento de la insulino-resistencia: Glucosa, insulina 'y

“Homeostasis Model Assessment “

La concentracién de glucosa mostré un incremento significativo en los
animales hiperandrogenizados con DHEA frente al grupo Control (p < 0.01,
Figura 5 A). La concentracion de insulina no mostré diferencias significativas
entre los grupos experimentales (Figura 5 B). Los resultados de glucosa e
insulina fueron traducidos en un indice de insulino-resistencia, el HOMA
(Homeostasis Model Assessment). Dicho indice resultd mayor en el grupo
hiperandrogenizado frente al Control (Tabla 1), indicando que Ia
hiperandrogenizacion indujo un aumento de la insulino-resistencia en las

hembras hiperandrogenizadas durante la prefiez temprana.
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Figura 3: Niveles séricos de progesterona detectados por

radioinmunoensayo. La hiperandrogenizacién provocé una disminucion
significativa en la progesterona sérica
p < 0.005).

frente al control (t de Student:
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Figura 4: Niveles séricos de estradiol detectados por radioinmunoensayo.
La hiperandrogenizacién provocé una disminucién significativa en el
estradiol sérico frente al control (t de Student: p < 0.01).
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Figura 5 A: Concentracion de glucosa en sangre determinada mediante tiras
reactivas. La hiperandrogenizaciéon provocd un aumento significativo en la

glucosa frente al control (t de Student: p < 0.01).
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Figura 5 B: Concentracion sérica de insulina determinada mediante

radioinmunoensayo. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.

Tratamientos CONTROL DHEA

HOMA 0,79 1,17

Tabla 1: indice de insulino-resistencia HOMA para los dos grupos

experimentales.



3.

[ll. Disminucion de las citoquinas anti-inflamatorias y aumento de

las pro-inflamatorias

Se caracteriz6 el perfil de citoquinas en los dos grupos experimentales .
Para esto se cuantificaron los niveles séricos de dos citoquinas de tipo Th2
(IL-6 e IL-4) y dos de tipo Th1 (IFN-gama e IL-2). La IL-6 mostré una
disminucion significativa en las hembras hiperandrogenizadas respecto del
control (p <« 0.005, Figura 6 A). Los niveles de IL-4 no variaron
significativamente entre los grupos (Figura 6 B). La IL-2 se vio aumentada
significativamente por la hiperandrogenizacion (p < 0.01, Figura 6 C). Los
niveles de IFN-gama fueron indetectables en todos los grupos experimentales
(datos no mostrados).

Estas tres figuras indican que la hiperandrogenizacion indujo una
disminucion significativa en la IL-6 (Th2) y un aumento significativo en la IL-2

(Th1) durante la prefiez temprana.
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Figura 6 A: Concentracién sérica de IL-6 Figura 6 B: Concentracion sérica de IL-4
detectada por ELISA. La detectada por ELISA. No se observaron
hiperandrogenizacion provoco una diferencias significativas entre los grupos.
disminucién significativa frente al control

(t de Student: p < 0.005).
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Figura 6 C: Concentracion sérica de IL-2 detectada por ELISA. La
hiperandrogenizacion provocé un aumento significativo frente al control
(t de Student: p < 0.005).



4.

Efectos locales inducidos por hiperandrogenizacion

4. 1. Disminucion del Factor Blogueante Inducido por

Progesterona (PIBF) en los sitios de implantacion

Se localizé por inmunohistoquimica el factor bloqueante inducido por
progesterona (PIBF) en el laboratorio de la Dra. Julia Szekeres-Bartho (Pecs,
Hungria). A continuacién se muestran fotos representativas de un sitio de
implantacion del grupo Control (Figuras 7 A 'y B) y de uno del grupo
hiperandrogenizado con DHEA (Figuras 7 C y D).

En el sitio control se observo (Figura 7 A): marca positiva para PIBF
(de color rojo) presente en los citoplasmas de la gran mayoria de las células
deciduales y trofoblasticas (d, tr). En la Figura 7 B se muestra un sector de la
decidua del sitio control a mayor aumento para que se pueda distinguir la
tincién positiva (roja) en los citoplasmas, mientras que los nucleos de las
células mostraron la coloracion violeta de contraste (hematoxilina).

En el sitio hiperandrogenizado con DHEA se observé (Figura 7 C):
ausencia de marca especifica. Solo fue visible un background (de color
rosado palido). En la Figura 7 D se muestra un sector de la decidua del sitio
reabsorbido a mayor aumento para que se pueda distinguir que no se ven los
citoplasmas rojos, sino de un rosado muy claro y sélo se destacan los nucleos
de color violeta.

La Figura 7 E es una foto del control negativo, sin anticuerpo primario.

Estas figuras indican que la hiperandrogenizacion indujo la ausencia de

PIBF en los sitios de implantacion durante la prefiez temprana.



Figura 7 A: Inmunolocalizacion de PIBF en
un sitio de implantacion de un animal del
grupo Control (8 dias de prefiez). En rojo:
marca positiva. Se observa expresion de
PIBF en los citoplasmas de células
deciduales (d) y trofoblasticas (tr). Aumento:
40 X.
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Figura 7 B: Ampliacién (100 X) de parte
de la decidua Control de la Figura 7 A,
donde se distingue la tincién positiva (roja)
para PIBF en los citoplasmas de las
células, a diferencia de sus nucleos, que
tienen la coloracion de contraste

(hematoxilina).

Figura 7 C: Inmunolocalizacion de PIBF
en un sitio de implantacion reabsorbido (8
dias de prefiez). Se observa la ausencia
de marca positiva en la decidua (d),
destacandose los nucleos de las células
en color azul (hematoxilina) y marca de
fondo en un tono rosa palido. Aumento: 40
X.

Figura 7 D: Ampliacién (100 X) de parte
de la decidua de la Figura 7 C, donde se
observa la ausencia de marca especifica
(roja) para PIBF. Soélo se destacan los
ndcleos, que tienen la coloracion de

contraste (hematoxilina).

Figura 7 E: Foto representativadel control

negativo sin anticuerpo primario (10 X).



4. 1. La expresion de linfocitos T CD4+/ CD8+ en ganglios

retroperitoneales y sitios de implantacion no se modifica

La expresion de los subtipos linfocitarios T CD4+/CD8+ fue estudiada en
los ganglios linfaticos retroperitoneales, correspondientes a los oérganos
reproductivos. Se aislaron linfocitos de dichos tejidos por filtrado en malla
metalica, y luego se midié el porcentaje de subtipos T CD4+ y CD8+ por
citometria de flujo utilizando simultaneamente anticuerpos fluorescentes
especificos anti-CD4+ (fluorescencia verde) o CD8+ (fluorescencia roja). Los
porcentajes obtenidos no mostraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales, mientras que se observé una proporcion significativamente
mayor de linfocitos T CD4+ que de T CD8+ (p < 0.0001, Figura 8 A).

Luego, para estudiar la infiltracion linfocitaria en los sitios de implantacion,
se realizd una inmunolocalizacién de células T CD4+ utilizando el mismo
anticuerpo de fluorescencia que para la citometria de flujo.

En la Figura 8 B se observa una foto representativa de un sitio de
implantacion del grupo Control y en la Figura 8 C la de uno del grupo
hiperandrogenizado con DHEA.

En el sitio control se observé: infiltracion linfocitaria T CD4+ (verde
fluorescente) presente en grupos en toda la decidua (Figura 8 B).

En el sitio hiperandrogenizado con DHEA se observd: un patron de
infiltracion similar al control, pero de marca mas tenue (Figura 8 C).

Estas figuras indican que la hiperandrogenizacion no indujo variaciones en
la expresion de los subtipos linfocitarios en los ganglios drenantes de érganos
reproductivos, pero provocé una disminucion de los linfocitos T CD4+

infiltrados en los sitios de implantacion durante la prefiez temprana.
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Figura 8 A: La expresién de subtipos linfocitarios T CD4+/CD8+ en ganglios

drenantes de ovario medida por citometria de flujo no se vio modificada por ninguno

de los tratamientos.

Figura 8 B: Inmunohistoquimica de
fluorescencia para linfocitos T CD4 + en
un sitio de implantacién de un animal del
grupo Control (8 dias de prefiez). En
verde brillante: marca positiva. Aumento:
40 X.

Figura 8 C:
florescencia para linfocitos T CD4 + en un

Inmunohistoquimica de

sitio de implantacion reabsorbido (8 dias
de prefiez). En verde brillante: marca

positiva. Aumento: 40 X.



4.1ll.  Aumento de la abundancia de Ciclooxigenasa 2 (COX-2) en

los sitios de implantacion

La abundancia de COX-2 determinada en los sitios de implantacion por
western blotting se vio aumentada significativamente en el grupo
hiperandrogenizado con DHEA respecto del Control (p < 0.0005, Figura 9 A).

Luego se estudio la localizacion de la COX-2 en los sitios de implantacion
por inmunohistoquimica.

En el sitio control se observé: marca positiva para COX-2 (coloracion
marrén) localizada en el trofoblasto (tr) (Figura 9 B). En la Figura 9 C se
muestra un sector del trofoblasto control a mayor aumento para que se pueda
distinguir la tincién positiva (marrén) en las células gigantes del trofoblasto.

En el sitio hiperandrogenizado con DHEA se observé: marca positiva
para COX-2 (coloracion marrén) extendida a toda la decidua en forma mas
pareja (Figura 9 D). En la Figura 9 E se muestra un sector de la decidua del
sitio reabsorbido a mayor aumento para permitir la observacién del color

marron indicando marca positiva en todas las células en forma pareja.

4.1V. Disminucion de la PGE y aumento de la PGF2 alfa liberadas

por los sitios de implantacion

La prostaglandina E liberada por los sitios de implantacion medida por
radioinmunoensayo (ver Materiales y Métodos) fue significativamente menor
en el grupo hiperandrogenizado con DHEA respecto del control (p < 0.0001,
Figura 10 A). Sin embargo, la PGF2 alfa liberada por los sitios de implantacién
fue mayor en el grupo hiperandrogenizado con respecto a los controles (p «
0.05, Figura 10 B).
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Figura 9 A: determinacion de COX-2 por western blotting en los sitios de
implantacion. La hiperandrogenizacion provocd un aumento de la misma (t de
Student: p < 0.0005).



| Control

Figura 9 B: Inmunohistoquimica para COX-2
en un sitio de implantacion del grupo Control
(8 dias de prefiez). Se observa marca positiva
en el trofoblasto (tr). e: embrién, d: decidua.
Aumento: 40 X.

gigantes

Figura 9 C: Ampliacion (100 X) de parte del
trofoblasto de la Figura 9 B, donde se observa

la marca para COX-2 (marrén) en las células

del trofoblasto.

Figura 9 D: Inmunohistoquimica para COX-
2 en un sitio de implantacién reabsorbido (8
dias de prefiez). Se observa marca positiva
en toda la decidua. am: decidua
antimesometrial, m: decidua mesometrial.

Aumento: 40 X.

Figura 9 E: Ampliacién (100 X) de parte
de la decidua de la Figura 9 D, donde se
observa la marca extendida para COX-2

(marrén).
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Figura 10: la PGE liberada por el tejido uterino, medida por radioinmunoensayo,

disminuy6 significativamente con DHEA (t de Student: p < 0.0001).
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Figura 10 B: la PGF2 alfa liberada por el tejido uterino, medida por

radioinmunoensayo, aumento significativamente con DHEA (t de Student:

p < 0.05).



4.V. Aumento de la Oxido nitrico sintasa (NOS) en los sitios de

implantacion

Dos isoformas de la NOS (iNOS y eNOS) fueron localizadas por
inmunohistoquimica.

Vimos que la localizacién de ambas coincide. A continuacion se muestran
fotos representativas de dichas localizaciones en los sitios de implantacién del
grupo Control (Figuras 11 A y B para iNOS, 12 Ay B para eNOS) y del grupo
hiperandrogenizado con DHEA (Figuras 11 C y D para iNOS, 12 C y D para
eNOS).

En el sitio Control se observd: marca positiva para iINOS y eNOS
(coloraciéon marron) localizada en el trofoblasto (tr) (Figuras 11 Ay 12 A). En
las Figuras 11 B y 12 B se muestra un sector del trofoblasto control a mayor
aumento para que se pueda distinguir la tincion positiva (marrén) en las
células gigantes.

En el sitio hiperandrogenizado con DHEA se observo: la marca
positiva para iNOS y eNOS (coloraciéon marrén) extendida a toda la decidua en
forma mas pareja (Figuras 11 C y 12 C). En las Figuras 11 D y 12 D se
muestra un sector de la decidua del sitio reabsorbido a mayor aumento para
permitir la observacién de la marca positiva en todas las células en forma
pareja.

Luego de ser localizadas, se realizé una semi-cuantificacion de la densidad
de ambas isoformas de la NOS por el programa Image Pro Plus. El area
marcada por inmunohistoquimica se relativizé al area total de tejido presente
en el corte (en porcentaje) y los resultados obtenidos se representaron en
graficos de barras. El porcentaje de area marcada tanto para la iINOS como
para la eNOS resulté significativamente mayor en el grupo hiperandrogenizado
con DHEA (p < 0.0001, Figuras 11 Ey 12 E).

En conjunto, estas figuras indican que la hiperandrogenizacion indujo un
aumento significativo en la densidad de iINOS y eNOS y un cambio en su

localizacion en los sitios de implantacién durante la prefiez temprana.



Figura 11 A: Inmunohistoquimica para iINOS Figura 11 B: Ampliacién (400 X) de la
en un sitio de implantacion del grupo Control ;514 del trofoblasto donde se distingue la

(8 dias de prefiez). Color marron: marca  ncign positiva (marrén) para iNOS en las
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Figura 11 E: cuantificacion del area marcada en la inmunohistoquimica de INOS
en los sitios de implantacion por el programa Image Pro Plus (t de Student:
p < 0.01).
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Figura 12 E: cuantificacion del aea marcada en la inmunohistoquimica de eNOS
en los sitios de implantacion por el pograma Image Pro Plus (t de Student:
p < 0.01).



eNOS en un sitio de implantacion del grupo
Control (8 dias de prefiez). Color marron:
marca positiva en el trofoblasto. e: embrién,
m: decidua mesometrial. am: decidua

antimesometrial
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" Figura 2 A Inmunohistoquimica péra.

Figura 12 B: Ampliacién (400 X) de la zona
del trofoblasto donde se distingue la tincion
positiva (marrén) para eNOS en las células

gigantes del trofoblasto.

Figura 12 C:
eNOS en un sitio de
reabsorbido (8 dias de prefiez).

Inmunohistoquimica para

implantacion

Figura 12 D: Ampliacion (400 X) de una
zona decidual donde se distingue la tincién
positiva (marrén) para eNOS.



4.VI. Aumento del Oxido nitrico producido en los sitios de

implantacion

El 6xido nitrico (NO) producido en los sitios de implantacién fue estimado
por la concentracién de nitritos (reaccion de Griess, ver Materiales y
Métodos). Los nitritos fueron significativamente mayores en el grupo

hiperandrogenizado con DHEA respecto del control (p < 0.01, Figura 13).

4. VII. Aumento del estrés oxidativo en los sitios de implantacién

Finalmente, el balance oxidante/ antioxidante se determind en
homogenatos de los sitios de implantacion para poder establecer si existe o no
un desbalance del mismo con el tratamiento. Para esto se determinaron
diversos parametros del estrés oxidativo: actividad de superdxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT), enzimas antioxidantes, contenido de glutation (GSH),
metabolito antioxidante de rapida disponibilidad, y la peroxidacion lipidica
(LPO), producto del dafio a las membranas.

No se observaron diferencias significativas en las actividades de SOD y
CAT entre los grupos (Figuras 14 A y 14 B). El contenido de GSH se vio
aumentado en el grupo hiperandrogenizado con DHEA respecto del control (p
< 0.005, Figura 14 C). La peroxidacion lipidica se vio aumentada en el grupo
hiperandrogenizado con DHEA respecto del control (p < 0.01, Figura 14 D).

En conjunto, estas figuras indican que la hiperandrogenizacion indujo un
aumento en el estrés oxidativo en los sitios de implantaciéon durante la prefez

temprana. Esto se resume en el esquema de la Figura 15.
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Figura 13: nitritos en los sitios de implantacién de animales Control y DHEA por
el método de Griess.
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Figura 14 A: enzima superoxido dismutasa en los sitios de implantacion
determinada por método colorimétrico. No se observaron diferencias

significativas entre los grupos.
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Figura 14 B: enzima catalasa en los sitios de implantacion determinada por
método colorimétrico. No se observaron diferencias significativas entre los

grupos.
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Figura 14 C: concentacion de glutation total en los sitios de implantacion. El
grupo DHEA presenté valores significativamente mayores que el Control (t de
Student: p < 0.01).
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Figura 14 D: producto de la peroxidacién lipidica en los sitios de implantacion. El
grupo DHEA presentd valores significativamente mayores que el Control (t de
Student: p < 0.01).
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Figura 15: Esquema que resume el balance oxidante/ antioxidante mediante los
parametros medidos en los sitios de implantacion de animales Control y DHEA.
Se puede observar que las enzimas antioxidantes no mostraron diferencias entre
los grupos, mientras que los nitritos, la peroxidacién lipidica y el glutation se

vieron aumentados en el grupo hiperandrogenizado frente al Control.



4. VIIl. Aumento de la abundancia de Ciclooxigenasa 2 (COX-2)

en los ovarios

La enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) fue cuantificada por western blotting
en los tejidos ovaricos obtenidos de ambos grupos experimentales (ver
Materiales y Meétodos). La misma en ovarios se vio aumentada
significativamente en el grupo hiperandrogenizado con DHEA respecto del
Control (p < 0.01, Figura 16).

4.1X. Disminucion de la abundancia de Oxido nitrico sintasas

(NOS) en los ovarios

La abundancia de la isoforma inducible de la enzima NOS (iNOS) fue
cuantificada por western blotting en homogenatos de ovarios obtenidos de
ambos grupos experimentales (ver Materiales y Métodos). La iINOS se vio
disminuida significativamente en el grupo hiperandrogenizado con DHEA

respecto del Control (p < 0.005, Figura 17).
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Figura 16: Abundancia de la ciclooxigenasa 2 en ovarios medida por western

blotting. Se vio un incremento de dicha enzima en el grupo DHEA.
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Figura 17: Expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible medida por western
blotting en ovarios de hembras Control y DHEA. Se vio una disminucién de dicha

enzima en el grupo DHEA.



292 parte: Tratamiento con metformina

1. Accion de la metformina sobre los porcentajes de reabsorcion

embrionaria

La administracién de metformina por via oral a ratones hembra Balb/c
prefiadas durante el periodo post-implantatorio simultanea a la
hiperandrogenizacién previno la reabsorcion de los embriones provocada por

la hiperandrogenizacién (Figura 18).

2. Accion de la metformina en los sitios de implantacion

Los uteros prefiados tratados con metformina presentaron el aspecto de un
Utero prefiado normal. La histologia de los sitios de implantacion fue la de un

sitio prefiado normal, similar al control (Figuras 19 A- D).

3. Accidn de la metformina en los niveles séricos de progesterona

y estradiol

La metformina fue capaz de restituir los niveles séricos de progesterona y

estradiol a los valores del grupo Control (Figuras 20 Ay B).
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Figura 18: Porcentaje de animales con reabsorcion embrionaria. Se determiné
por observacidon macroscopica de los Uteros si habian sufrido 0 no reabsorcion
embrionaria. La metformina evitd el aumento en la reabsorcion embrionaria

provocado por la hiperandrogenizacion.



Figura 19 A: Sitio de implantacion de un

animal del grupo Control (8 dias de prefiez).

Foto de un corte histolégico coloreado con

hematoxilina-eosina (40 X).

Figura 19 C: Sitio de implantacion de un
animal del grupo DHEA (8 dias de prefiez).
Foto de un corte histolégico coloreado con

hematoxilina-eosina (40 X).

Figura 19 B: Sitio de implantacion de un

animal del grupo Metformina (8 dias de

prefiez). Foto de un corte histologico

coloreado con hematoxilina-eosina (40 X).

Muestra un aspecto similar al control:

embriéon implantado (e),

decidua normal (d).

trofoblasto  (tr).y

Figura 19 D: Sitio de implantacion de un
animal del grupo DHEA+Metformina (8 dias

de prefiez). Foto de un corte histolégico
coloreado con hematoxilina-eosina (40 X).

Muestra un aspecto similar al control: embrién
implantado (e), trofoblasto (tr).y decidua normal (d).
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Figura 20 A: Niveles séricos de progesterona detectados por
radioinmunoensayo. La metformina evitd la disminucion provocada por la

hiperandrogenizacion.
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Figura 20 B: Niveles séricos de estradiol detectados por radioinmunoensayo. La

metformina evitd la disminucién provocada por la hiperandrogenizacion.



4. Accién de la metformina en la insulino-resistencia: Glucosa,

insulina y “Homeostasis Model Assessment”

La concentracién de glucosa fue restituida a los niveles del control por el
tratamiento con metformina (Figura 21 A). La concentracion de insulina no
mostré diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura 21 B).
El HOMA resulté similar en el grupo tratado con metformina y el grupo Control
(Figura 21 C).

5. Accidn de la metformina sobre los niveles de citoquinas séricas

La IL-6 se vio restituida a los niveles de control con metformina (Figura 22
A). Un dato llamativo fueron los valores detectados para esta citoquina en el
control que solo recibié metformina, que fueron significativamente mayores
que el control (p < 0.001).

Los niveles de IL-4 no variaron significativamente entre los grupos (Figura
22 B).

La IL-2 se vio incrementada respecto del Control por el tratamiento con
metformina (p < 0.05, Figura 22 C).

Los niveles de IFN gama fueron indetectables en todos los grupos

experimentales (datos no mostrados).

6. Rol de la metformina sobre la expresion del Factor
Bloqueante Inducido por Progesterona (PIBF) en los sitios de

implantacion

El tratamiento con metformina restituy6 la presencia PIBF en los sitios de
implantacion, que presentaron marca especifica (de color rojo) con un patrén

similar al observado en los controles (Figuras 23 A- D).
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Figura 21 A: Concentracién de glucosa en sangre determinada mediante tiras
reactivas. La metformina evitO el aumento provocado por la
hiperandrogenizacion.
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Figura 21 B: Concentracion sérica de insulina determinada mediante

radioinmunoensayo. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.

Tratamientos CONTROL DHEA DHEA+Metformina

HOMA 0,79 1,17 0,86

Tabla 2: indice de insulino-resistencia HOMA para los dos grupos experimentales.
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Figura 22 A: Concentracion sérica de
IL-6 detectada por ELISA. La
metformina  evit6 la  disminucion

provocada por la hiperandrogenizacion.
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Figura 22 B: Concentraciéon sérica de
IL-4 detectada por ELISA. No se
observaron diferencias significativas

entre los grupos.
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Figura 22 C: Concentracion sérica de IL-2 detectada por ELISA. La metformina

provocO un aumento significativo respecto del control.



Figura 23 A: Inmunolocalizacion de PIBF Figura 23 C: Inmunolocalizacién de PIBF en
en un sitio de implantacién de un animal un sitio de implantacion de un animal del
del grupo Control (8 dias de prefiez). En grupo DHEA (8 dias de prefiez). Aumento: 40

rojo: marca positiva. Aumento: 40 X. X.

Figura 23 B: Inmunolocalizacién de PIBF en  Figura 23 D: Inmunolocalizacién de PIBF en
un sitio de implantacion de un animal del un sitio de implantacion de un animal del
grupo Metformina (8 dias de prefiez). En rojo: grupo DHEA+Metformina (8 dias de prefiez).
marca positiva Presenta un patron de marca En rojo: marca positiva. Aumento: 40 X.
similar al control: en las células de la decidua

(d) y el trofoblasto (tr).



7. Accion de la metformina en la expresion de linfocitos T CD4+/

CD8+ en ganglios retroperitoneales y sitios de implantacion

La expresion de los subtipos linfocitarios T CD4+/CD8+ estudiada en
ganglios linfaticos retroperitoneales no mostré diferencias significativas entre
los grupos experimentales, siendo significativamente mayor la proporcion de T
CD4+ que de T CD8+ en todos los grupos (p < 0.0001, Figura 24 A).

Luego, la inmunolocalizacion de células CD4+ en los sitios de implantacién
(verde fluorescente) fue similar en el tratamiento con metformina y en el

control (Figuras 24 B- E).

8. Rol de la metformina en la abundancia y localizacién de

Ciclooxigenasa 2 (COX-2) en los sitios de implantacion

La abundancia de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) determinada por
western blotting en los tejidos uterinos fue significativamente mayor en el
grupo tratado con metformina respecto del Control (p < 0.05, Figura 25 A).

La localizacion por inmunohistoquimica de la enzima COX-2 fue similar
en los sitios tratados con metformina y en los controles (Figuras 25 B- D).
En conjunto, estas figuras indican que el tratamiento con metformina evité el
aumento en la abundancia de COX-2 y el cambio en su localizacion en los
sitios de implantacién inducidos por la hiperandrogenizacion durante la prefiez

temprana.



Figura 24 A: La expresion de subtipos linfocitarios T CD4+/CD8+ en ganglios
drenantes de ovario medida por citometria de flujo no se vio modificada por

ninguno de los tratamientos.



Figura 24 B: Inmunohistoquimica de
fluorescencia para linfocitos T CD4 + en
un sitio de implantacion de un animal
del grupo Control (8 dias de prefiez). En
verde  brillante: marca  positiva.
Aumento: 40 X.

Figura 24 D: Inmunohistoquimica de
fluorescencia para linfocitos T CD4 + en un
sitio de implantaciéon de un animal del grupo
DHEA (8 dias de prefiez). En verde brillante:

marca positiva. Aumento: 40 X.

Figura 24 C: Inmunohistoquimica de
fluorescencia para linfocitos T CD4 + en un
sitio de implantacion de un animal del grupo
Metformina (8 dias de prefiez). En verde

brillante: marca positiva. Aumento: 40 X.

Figura 24 E: Inmunohistoquimica de
fluorescencia para linfocitos T CD4 + en un
sitio de implantacibn de un animal del
grupo DHEA+Metformina (8 dias de
prefiez). En verde brillante: marca positiva.
Aumento: 40 X.
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Figura 25 A: determinacién de COX-2 por western blotting en los sitios de
implantacion. La metformina junto con DHEA provocd un aumento significativo
respecto del Control (ANOVA: p<0,05).



Figura 25 B: Inmunohistoquimica para COX-2 Figura 25 C: Inmunohistoquimica para

en un sitio de implantacion del grupo Control COX-2 en un sitio de implantacion

(8 dias de prefiez). Aumento: 40 X. reabsorbido (8 dias de prefiez). Aumento:
40 X.

Figura 25 D: Inmunohistoquimica para COX-2 en un sitio de implantacion del
grupo DHEA+Metformina (8 dias de prefiez). Aumento: 40 X. Presenta un patron
de marca similar al Control. tr: trofoblasto. e: embrién.



9. Accion de la metformina sobre los niveles de prostaglandina E y

F2 alfa liberadas por los sitios de implantacion

Los niveles de PGE y PGF2 alfa liberadas por los sitios de implantacién
fueron iguales en el grupo DHEA + metformina y en el grupo control. (Figura
26 Ay 26 B).

10. Rol de la metformina sobre la Oxido nitrico sintasa (NOS) en los

sitios de implantacién

La localizacion de iNOS y eNOS por inmunohistoquimica fue similar en el
tratamiento con metformina y en el control (Figuras 27 y 28 A- C).

La semi-cuantificacién de la densidad de ambas isoformas fue restituida
por el tratamiento con metformina, aunque en este grupo también se
observaron diferencias respecto del Control (p < 0.001, Figuras 27 D para
iINOS y 28 D para eNOS).

En conjunto, estas figuras indican que el tratamiento con metformina evité
el aumento en la densidad de iINOS y eNOS y el cambio en su localizacion en
los sitios de implantacion inducidos por la hiperandrogenizacién durante la

prefiez temprana.

11. Accion de la metformina en la produccion de Oxido nitrico por los

sitios de implantacion

Los nitritos fueron restituidos a los valores de control por el tratamiento

con metformina (Figura 29).
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Figura 26: La metformina evité la disminucion en la PGE liberada provocada

por la hiperandrogenizacién.
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Figura 26 B: La metformina evitd el aumento en la PGF2 alfa liberada

provocada por la hiperandrogenizacion.



Figura 27 A: Inmunohistoquimica para iINOS Figura 27 B: Inmunohistoquimica para iNOS
en un sitio de implantacién del grupo Control en un sitio de implantacién reabsorbido (8
(8 dias de prefiez). Color marron: marca dias de prefiez). Color marrén: marca

positiva. Aumento: 40 X. positiva. Aumento: 40 X.

Figura 27 C: Inmunohistoquimica para iNOS en un sitio de implantacion del grupo
DHEA+Metformina (8 dias de prefiez). Aumento: 40 X. Presenta un patrén de marca similar al

Control. tr: trofoblasto. e: embrién.
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Figura 27 D: cuantificacion del 4ea marcada en la inmunohistoquimica de iNOS en los
sitios de implantacion por el pograma Image Pro Plus. El tratamiento simultaneo con
DHEA+Metformina provoc6 un aumento significativo (ANOVA: p < 0,005).
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Figura 28 D: cuantificacion del aea marcada en la inmunohistoquimica de eNOS en los
sitios de implantacion por el pograma Image Pro Plus. El tratamiento simultdneo con
DHEA+Metformina provocé un aumento significativo (ANOVA: p < 0,005).
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Figura 28 A: Inmunohistoquimica para Figura 28 B: Inmunohistoquimica para
eNOS en un sitio de implantacién del eNOS en un sitio de implantacién
grupo Control (8 dias de prefiez). Color reabsorbido (8 dias de prefiez). Color
marron: marca positiva. Aumento: 40 X. marron: marca positiva. Aumento: 40 X.

Figura 28 C: Inmunohistoquimica para eNOS en un sitio de implantacion del grupo

DHEA+Metformina (8 dias de prefiez). Aumento: 40 X. Presenta un patron de marca similar al
Control.
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Figura 29: Nitritos en los sitios de implantacién medidos por el método de Griess. El

tratamiento con metformina evité el aumento provocado por la hiperandrgenizacion.



12. Accion de la metformina sobre el estrés oxidativo en los sitios de

implantacion

No se observaron diferencias significativas en las enzimas antioxidantes
SOD y CAT entre los grupos (Figuras 30 A y B). El contenido de GSH se vio
aumentado por el tratamiento con metformina (p < 0.01, Figura 30 C). La
peroxidacion lipidica fue restituida a los niveles de control por el tratamiento
con metformina (Figura 30 D).

En conjunto, estas figuras indican que el tratamiento con metformina evité
el aumento en el estrés oxidativo en los sitios de implantacién inducido por la
hiperandrogenizacion durante la prefiez temprana. Esto se resume en el

esquema de la Figura 31.

13. Rol de la metformina en la abundancia de Ciclooxigenasa 2 (COX-2)

en los ovarios

El tratamiento con metformina provocd un aumento significativo en la
abundancia de COX-2 respecto del Control (p < 0.05). El control que soélo
recibio metformina también se mostré mayor que el control (p < 0.05, Figura
32).

14. Accién de la metformina en la abundancia de Oxido nitrico

sintasa (NOS) en los ovarios

La abundancia de la iNOS cuantificada por western blotting en
homogenatos de ovarios se vio restituida a los valores de control por el

tratamiento con metformina (Figura 33).
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Figura 30 A: enzima superoxido dismutasa en los sitios de implantacién determinada por

método colorimétrico. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 30 B: enzima catalasa en los sitios de implantacion determinada por método

colorimétrico. No se observaron diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 30 C: concentacién de glutation total en los sitios de implantacion. El
grupo DHEA+Metformina presentd valores significativamente mayores que el
Control (ANOVA: p < 0.01).
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Figura 30 D: producto de la peroxidacién lipidica en los sitios de implantacion.

La metformina evité el aumento provocado por la hiperandrogenizacion.
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Figura 31: Esquema que resume el balance oxidante/ antioxidante mediante los
parametros medidos en los sitios de implantacion de animales de todos los
grupos experimentales. La metformina evitd6 los efectos de la
hiperandrogenizacion sobre los nitritos y la peroxidacion lipidica, mientras que el

glutation se mantuvo elevado en este grupo.
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Figura 32: Abundancia de la ciclooxigenasa 2 en ovarios medida por western

blotting. Se vio un incremento de dicha enzima en el grupo DHEA.
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Figura 33: Expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible medida por western
blotting en ovarios. La metformina evité la disminucién provocada por la

hiperandrogenizacion.



Capitulo IV

Discusion




El objetivo del presente trabajo de tesis fue investigar el efecto del
hiperandrogenismo sobre el desarrollo de la prefiez temprana. Asimismo
estudiamos los mecanismos mediante los cuales actia la N, N'dimetil-
biguanida: metformina.

En ensayos iniciales utilizamos un modelo murino donde ratones BALB/c
prefiados, eran hiperandrogenizados durante el periodo peri implantatorio con
dehidroepiandrosterona (DHEA; durante los dias 2 a 7 de prefiez). Aqui cabe
aclarar que: 1) la implantacion se produce en el dia 5 de prefiez (dia 0 de
prefiez la aparicion de tapon mucoso), 2) utiizamos DHEA porque es el
andrégeno mas abundante que sintetiza el ovario de mujeres con Sindrome
del Ovario Poliquistico (SOP), 3) es por ello que se ha desarrollado un modelo
murino de poliquistosis ovarica inyectando DHEA en roedores. La dosis
utilizada es equivalente a los niveles de DHEA en circulaciéon de las mujeres
con SOP (Malesh y col 1962, Roy y col 1962, Lee y col 1991, 1998, Anderson
y col 1992, Henmi y col 1991, Luchetti y col 2004, Sander y col 2005, 2006;
Elia y col 2006, Solano y col 2006). Volviendo a nuestros resultados,
encontramos que en el 100 % de los animales prefiados e
hiperandrogenizados durante el periodo peri implantatorio se vio impedida la
implantacion. Estos hallazgos nos llevd a utlizar el modelo de
hiperandrogenizacién post implantatorio (esto es, inyeccién de DHEA en los
dias 6 y 7). Se observé que las hembras hiperandrogenizadas que habian
sufrido reabsorcion embrionaria mostraban el 100 % de los sitios
reabsorbidos, por lo tanto fueron cuantificados los animales con reabsorcion
embrionaria 'y no los sitios reabsorbidos. El 82 % de animales
hiperandrogenizados presentaron reabsorcién embrionaria.

Estudiamos también cuales eran los mecanismos moleculares
involucrados en el tratamiento con metformina. La metformina es una
biguanida que comenzé siendo utilizada en el tratamiento de diabetes tipo 2 y
que es capaz de normalizar los niveles de glucosa circulante sin afectar la
secrecion de insulina (Stumvoll y col 1995). Esta accion la ejerce a través de
dos mecanismos distintos: la mayor utilizacién de glucosa por los tejidos y la
disminucion de la produccién hepatica de glucosa (Hundal y col 2000). Para su

accion, la metformina activa la quinasa dependiente de AMP (AMPK) mediante



la cual se disminuye la produccion de glucosa y se incrementa la oxidacion de
acidos grasos (Fryer y col 2002; Elia y col 2006). Ademas de su tradicional
funcion como regulador de la glucosa -como las sulfonilureas o la insulina- la
metformina es capaz de mejorar las funciones cardiovasculares y disminuir el
riesgo cardiovascular (Zhou y col 2001). Recientemente la metformina ha
comenzado a utilizarse como tratamiento de mujeres con SOP (Fedorcsak y
col 2003; Harbone y col 2003). En ese contexto se ha visto que la metformina
disminuye los niveles de androgenos circulantes, mejora la fecuencia
ovulatoria (Nestler y col 1996; Ehrmann y col 1997; Velazquez y col 1997;
Diamanti-Kandarakis y col 1998; Negri y col 2000; Glueck y col 2001;
Jakubowicz y col 2001; la Marca y col 2002) y previene abortos cuando es
administrada durante el primer trimestre de embarazo en mujeres con SOP
(Jakubowicz y col 2001; Glueck y col 2004; Khattab y col 2006). Sin embargo
se desconoce la totalidad del mecanismo de accion de esta droga. Ya que la
combinacién de drogas resulta en tratamientos del Sindrome del Ovario
Poliquistico mas efectivos que las drogas aisladas, consideramos de suma
importancia investigar el alcance de accién de la metformina como tratamiento
del hiperandrogenismo.

Luego de determinado el modelo murino a utilizar evaluamos el efecto de
la hiperandrogenizacién y el tratamiento con metformina focalizando nuestros
estudios a nivel sistémico y a nivel local (en sitios de implantacién, ganglios
linfaticos drenantes y en ovarios). Los animales con reabsorcion embrionaria
inducida por DHEA tenian menores niveles de progesterona y estradiol en
suero e incremento de glucosa. O sea que el hiperandrogenismo estaba
disminuyendo la esteroidogénesis ovarica y segun lo evaluado por el indice
HOMA (Homeostasis Model Assessment) inducia insulino resistencia.
Observamos que la metformina fue capaz de normalizar los niveles de
progesterona y de estradiol y prevenir la insulino resistencia (ya que normaliza
los niveles de glucosa en sangre). El cuerpo luteo es una glandula
fundamental que a través de la sintesis de progesterona actia como soporte
de la prefiez temprana en mamiferos. Por otra parte el estradiol induce y
mantiene la expresion de los receptores de progesterona (Graham y Clarke
1997), estimula al tejido endometrial, inicia la microvascularizacion vy

angiogénesis (Ferrara 1999) y es fundamental durante el proceso de



implantacion (Rockwell y col 2002). Nuestros resultados demuestran que el
tratamiento con metformina estaria modulando el proceso implantatorio y la
funcionalidad del cuerpo luteo mediante la regulacion de los niveles de
estradiol y progesterona. En estudios previos se ha demostrado la capacidad
de la metformina en normalizar el perfil hormonal en mujeres con SOP
(Vandermolen y col 2001; Harbone y col 2003b; Weerakiet y col 2004; Kumari
y col 2005). Pero tengamos en cuenta que aun aunque el ambiente hormonal
sea normalizado y por lo tanto las mujeres con SOP ovulen y hasta puedan
embarazarse, estas mujeres tienen altos indices de abortos tempranos
(Homburg y col 1988). En otras palabras, esta patologia es tan compleja que
va mas alla de normalizar los niveles hormonales y es por ello que esta tesis
esta dirigida a enfocar otros aspectos.

Los resultados muestran que el hiperandrogenismo inducido por DHEA
lleva al establecimiento de insulino resistencia y que esto es prevenido por el
tratamiento con metformina. A través de la regulacion glucosalinsulina, la
metformina estaria indirectamente modulando la esteroidogénesis ovarica tal
como ha sido descripto (la Marca y col 2002). En sintesis, postulamos que la
metformina regularia la esteroidogénesis ovarica directamente actuando sobre
las células ovaricas e indirectamente a través de la modulacion de la insulino
resistencia.

El establecimiento y mantenimiento de la prefiez se encuentran
asociados con la predominancia de citoquinas sistémicas del tipo Th2,
mientras que los abortos estan asociados con elevados niveles de citoquinas
del tipo Th1 (Lim y col 1998; Clark y Croitoru 2001). El balance Th2 / Th1 se
encuentra controlado hormonalmente. En particular, la progesterona promueve
el desarrollo de la respuesta Th2. El efecto bioldgico de la progesterona esta
mediado por un complejo mecanismo el cual incluye la sintesis del Factor
Blogueante Inducido por Progesterona (PIBF). Hasta el presente, se ha
postulado que el PIBF es sintetizado por linfocitos de mujeres embarazadas y
gue mediante esta sintesis se inhibe la liberacién de acido araquidénico y por
lo tanto la produccién de prostaglandinas (Szekeres-Bartho y col 1989). Mas
aun, bajas concentraciones uterinas de PIBF se asocian a abortos
espontaneos (Polgar y col 2004). En el presente trabajo de tesis y mediante la

utilizacion de un modelo murino, se demuestra que el hiperandrogenismo



inhibe la expresion de PIBF en los sitios de implantacion. Pero lo novedoso es
el hecho de que tanto el trofoblasto como la decidua mostraron reactividad
para PIBF en los controles y en los grupos tratados con metformina, siendo
ésta la primera evidencia de que otro tipo de célula diferente de linfocitos (tal
como habia sido documentado hasta el momento) es capaz de producir PIBF.
Podemos ver que la ausencia de PIBF (ocasionada por el hiperandrogenismo)
se correlaciona con niveles disminuidos de progesterona. Los antecedentes
sefalan que la neutralizacion de PIBF resulta en la pérdida de la prefiez
(Polgar et al 2004, Szereday et al 1997) y estos resultados se correlacionan
con los presentados en este trabajo de tesis donde hemos encontrado una
correlacion directa entre la tasa de reabsorcion y la falta de expresion del PIBF
en utero.

Paralelamente analizamos el balance de citoquinas Th2/Th1. Del tipo
Th2 cuantificamos IL-4 e IL-6 y del tipo Th1 al IFN gamma y a la IL-2. Vimos
que la DHEA disminuia los niveles séricos de la IL- 6 e incrementaba los de IL-
2. La metformina

-no solo restauro la expresion de PIBF- sino que evitd la reduccion de la
IL-6 y aunque no pudo corregir el aumento en la produccion de la IL-2 inducido
por DHEA, previno la reabsorcion embrionaria. Estos resultados sugieren que
los niveles elevados de IL-2 son menos criticos que los niveles disminuidos de
IL-6 para el mantenimiento de la prefiez temprana. Este concepto esta
respaldado por el hecho de que la IL-6 actia como un disparador de la
sintesis de anticuerpos asimétricos, como un mecanismo inmunoldgico
protector que se desata especificamente durante la prefez (Szekeres-Bartho y
col 1989; Blois y col 2004). Mas aun, Blois y col (2004) demostraron que es la
ausencia en la produccion de IL-6 por las células trofoblasticas y deciduales (y
no la de otra citoquina) la que esta relacionada con la patologia abortiva. Cabe
destacar que el tratamiento con metformina sola incrementé los niveles séricos
de IL-6. Aqui tenemos que tener en cuenta que en estudios previos hemos
encontrado que la metformina sola es capaz de aumentar las defensas
antioxidantes de los linfocitos T a niveles mas altos aun que los controles
(Solano y col 2008). Estos resultados y los presentados en esta tesis
demuestran que la metformina es capaz de modificar las “condiciones

basales”. De hecho, Palomba y col (2006) encontraron que la metformina es



capaz de inducir un potencial reproductivo mas elevado, con tasas de abortos
espontaneos menores aun que los controles sin tratamiento alguno.

No se detectaron niveles séricos de IFN gamma en los sueros de ratones
bajo ningun tratamiento durante la prefiez temprana. Podriamos inferir que tal
como ocurre en mujeres durante el primer trimestre de embarazo donde no
existe sintesis de IFN gamma (Germain et al 2007) en el ratéon estaria
ocurriendo lo mismo.

Como hemos sefialado, el PIBF inhibe la liberacion de acido
araquidonico (Szekeres-Bartho y col 1989), que es convertido en
prostaglandinas por la enzima COX-2. Estamos describiendo en forma
novedosa que existe un efecto directo tanto de DHEA como de metformina
sobre la localizacion y la expresion de la COX-2 en los sitios de implantacion.
En los animales tratados con DHEA, observamos una expresién aumentada
de COX-2 uterina (recordar que esto se correlaciona con la ausencia de
expresion de PIBF). Sin embargo, la metformina llevo la abundancia de COX-
2 uterina a los valores controles.

Conjuntamente encontramos que en los sitios de implantacién, la
produccioén de la prostaglandina E (PGE) estaba disminuida y la de PGF2 alfa
aumentada por el hiperandrogenismo. La metformina fue capaz de llevar
ambos prostanoides a los niveles controles. Considerando que la enzima
PGE2 9 ceto reductasa, que convierte la PGE (un mediador lueoprotector y
responsable de la relajacion de la musculatura uterina) a PGF2 alfa (lutelitico y
vasoconstrictor de la musculatura uterina), estd regulada negativamente
durante la prefiez (Farina y col 2006) todo parece indicar que el
hiperandrogenismo modificaria en forma directa o indirecta la actividad de esta
enzima y que el tratamiento con metformina lo revierte.

En resumen, el posible mecanismo que resulta en la reabsorcidon
embrionaria en los ratones hiperandrogenizados con DHEA incluye: 1) la
ausencia de produccion de PIBF debida a la reducida disponibilidad de
progesterona, 2) la produccién disminuida de IL-6 debida a la ausencia de
PIBF y 3) la expresion incrementada de COX-2 con incremento de la PGF2
alfa. La metformina fue capaz de revertir estos caminos anémalos que llevan a

la reabsorcion embrionaria.



Otro de los aspectos “locales” (en los sitios de implantacion)
evaluados fue el balance oxidante/antioxidante. Los sitios de implantacién son
regiones muy dinamicas respecto al control de la vasculatura, porque la
invasion trofoblastica provoca la remodelacién de los vasos maternos, y la
formacién de la placenta, un tejido enormemente vascularizado. Localizamos
la eNOS y la iINOS por inmunohistoquimica en los sitios de implantaciéon y
cuantificamos la concentracion de nitritos. Encontramos que la DHEA
incremento la expresion de la eNOS e iNOS vy la produccion de NO. Estos
hallazgos estan de acuerdo con trabajos previos sobre efectos directos de la
DHEA sobre la sintesis de NO en céluas endoteliales humanas via el aumento
en la expresion de la eNOS (Chwalisz y col 200, Zou y col 2004). No podemos
dejar de remarcar que la hiperandrogenizacion con DHEA produce un
ambiente pro-inflamatorio, el cual se sabe es un disparador de la sintesis del
NO (Motta y col 1999). Si bien el NO es fundamental en la prefiez (a fin de
asegurar la relajacion uterina) y en la funcion vascular (Rengasamy y col 1993,
Schini y col 1993, Ariel y col 1998), su exceso esta asociado a procesos
patoldgicos (Ignarro y col 1989, Jakubowicz y col 2001). En cuanto a la funcion
del NO en el cuerpo luteo se ha demostrado un efecto dual, luteoprotector o
luteolitico de acuerdo al estado endocrino y con una actividad de la NOS
ovarica mayor cuando los cuerpos luteos son funcionales (Nowicki y col 1997,
Motta y col 2001).

Asimismo, el NO también esta involucrado con la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNOS), especies que
en exceso son perjudiciales para las membranas celulares (Purcell y col
1999). En el presente trabajo demostramos incremento del estrés oxidativo en
los sitios de implantacion de los ratones hiperandrogenizadas con DHEA. Esto
se vio reflejado en un aumento de la peroxidacién lipidica y en la respuesta
antioxidante mediante un aumento en los niveles de glutation (GSH). Las
enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y catalasa no mostraron
cambios con ninguno de los tratamientos. Tal como se muestra en el esquema
31, el hiperandrogenismo aumenta la produccion de NO y dado que la
actividad de la SOD (enzima que captura radicales superéxido Oz) no se ve
aumentada se acumulan en los sitios de implantacién Oy, que combinado con

NO producirian peroxinitrito, ONOO' radical mas agresivo que los radicales de



los que proviene. Mas aun al no existir aumento en respuesta al estrés
(ocasionado por los andrégenos) en la actividad de la catalasa existiria en los
sitios de implantacién acumulacion de radicales hidroxilos que llevarian al
incremento observado en la peroxidacion lipidica (Figura 31).

El tratamiento con metformina evitd el aumento en la expresion de
la eNOS vy la iNOS inducidos por la hiperandrogenizacion con DHEA. La
concentracion de NO fue restaurada a los valores controles, y lo mismo ocurrié
con la peroxidacion lipidica. Por otro lado, los niveles de GSH se mantuvieron
elevados en el grupo tratado con metformina. Este mecanismo de defensa
antioxidante disponible inmediatamente en los sitios de implantacion, podria
ser responsable de la disminucion en la peroxidacion lipidica.

Al igual que en los sitios de implantacién, los ovarios provenientes
de animales hiperandrogenizados mostraron incrementada abundancia de
COX-2 lo que indicaria el establecimiento de un estado pro-inflamatorio. Este
estado no pudo ser revertido por el tratamiento con metformina. Sin embargo,
esto no parece ser de fundamental importancia ya que de todas formas se
revirtio la reabsorcion embrionaria producida por el hiperandrogenismo. El
hiperandrogenismo disminuy6 la expresion de iNOS en ovario que como
hemos mencionado anteriormente se ha demostrado debe ser alta durante
estadios funcionales del cuerpo luteo (Motta y col 2001) pudiendo contribuir a
una disfuncion ovarica que se traduce también en una esteroidogénesis
disminuida que junto a la hiperglucemia inducida por DHEA contribuirian a un
conjunto de anomalias que afectan a la funcionalidad ovarica. La metformina
fue capaz de revertir la disminucién de la abundancia de iNOS y por lo tanto
recobrar parte de la funcionalidad ovarica que parece ser fundamental para
evitar la reabsorcién embrionaria.

Otro de los aspectos inmunolégicos que evaluamos fue la
expresion de los subtipos linfocitarios T CD4+ y CD8+ en los sitios de
implantacion y en los ganglios retroperitoneales. En estudios previos de
hiperandrogenizacion en la etapa puberal encontramos modificacion del
subtipo linfocitario T expresado en tejido ovarico y ganglios retroperitoneales
(Luchetti y col 2004) sin embargo en el modelo de prefiez hiperandrogenizado
no encontramos diferencias entre los grupos experimentales. Analizando los

dos modelos experimentales podemos considerar que primero, en el modelo



prepuberal la relaciéon CD4+: CD8+ T fue de 1:1 mientras que en el modelo de
prefiez la relacion fue CD4+ > CD8+. Esta diferencia es consecuencia de la
diferente condicién endocrina e inmune de ambos modelos: prepuber y prefiez
y de la regulacion hormonal (Lawler y col 1999). Mas aun, se considera que
antes de la lutedlisis existe un incremento de la expresion CD8+T circulante
(Lawler y col 1999) mientras que durante la prefiez, existe preponderancia de
CD4+ T (Du y col 2001). Segundo, en estudios previos vimos que la
hiperandrogenizacién era capaz de incrementar los CD8+T, mientras que en el
presente trabajo no modifica la expresion de ambos subtipos, pero en el
modelo prepuberal hemos androgenizado por un periodo de 20 dias mientras
que en el presente trabajo la hiperandrogenizacion fue de 2 dias, tiempo
insuficiente para que se diferencien los fenotipos linfocitarios. Finalmente,
proponemos que el estado endocrino e inmune durante la prefiez es mas dificil
de ser modificado que durante otros estadios debido a una fuerte regulacién
que impida que la menor alteracion conduzca a la pérdida de la prefiez. No
olvidemos que justamente para que el feto no sea rechazado por la madre,
una de las primeras condiciones es el fino “ajuste” del sistema inmune.
Podemos concluir que los resultados presentados involucran una
cascada de eventos que se sincronizan para que la prefiez sea exitosa y que
involucra componentes del sistema endocrino e inmune. Durante procesos de
hiperandrogenismo estos eventos se alteran y se produce la pérdida de la
prefiez. El tratamiento con metformina evita algunas de estas alteraciones.
Finalmente queremos destacar que en el presente trabajo de Tesis
Doctoral se verifica la hipotesis planteada de que el hiperandrogenismo directa
o indirectamente afecta la cascada cuyo eje es el factor bloqueante inducido
por progesterona y que en parte la metformina es capaz de actuar en ciertos
niveles y prevenir estos aspectos adversos. Los datos expuestos representan
un importante aporte no sélo al tratamiento sino al conocimiento de la etiologia

del heterogéneo Sindrome del Ovario Poliquistico.



Conclusiones: Durante el proceso de hiperandrogenizacion en la

prefiez temprana en ratén se producen alteraciones endocrinas e inmunes que
involucran a la cascada del factor bloqueante inducido por progesterona (PIBF) y
que llevan a la pérdida de la prefiez. Ellas son:

1.- Disminucién de la esteroidogénesis ovarica (evaluada por progesterona y
estradiol en suero)

2.- Ausencia de expresion de PIBF en los sitios de implantacion

3.- Disminucion de la interleuquina 6 y aumento de la interleuquina 2
circulantes

4.- Aumento de la abundancia de la enzima ciclooxigenasa inducible en los
sitios de implantacién

5.- Aumento de la abundancia de las enzimas Oxido nitrico sintasas
constitutiva e inducible en los sitios de implantacién

5.- Aumento de la produccion de la luteolitica prostaglandina F2 alfa y
disminucion de la produccion de la luteotrofica prostaglandina E.

6.- Aumento de la produccién de 6xido nitrico por los sitios de implantacion

7.- Aumento del estrés oxidativo en los sitios de implantacion

8.- Aumento de la abundancia de la enzima ciclooxigenasa inducible en los
ovarios

9.- Disminucion de la abundancia de la enzima oxido nitrico sintasa inducible
en los ovarios

En el siguiente esquema se sintetiza parte de los resultados:

Ac. araquiddnico
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El tratamiento con metformina previno las anomalias endocrinas en
inmunes provocadas por la hiperandrogenizacion y evito la reabsorciéon
embrionaria ya que:

1.- Normalizé la esteroidogénesis ovarica
2.- Restituyo la expresion de PIBF en los sitios de implantacion
3.- Normalizé los niveles de la interleuquina 6 circulante
4.- Previno el aumento de la abundancia de la enzima ciclooxigenasa
inducible en los sitios de implantacién
5.- Previno el aumento de la abundancia de las enzimas o6xido nitrico
sintasas constitutiva e inducible en los sitios de implantacién
5.- Normaliz6 los niveles de la prostaglandina F2 alfa
y de la prostaglandina E
6.- Previno el aumento de la produccion de éxido nitrico por los
sitios de implantacion
7.- Previno el aumento del estrés oxidativo en los sitios de implantacion
8.- Previno la disminucion de la abundancia de la enzima oxido nitrico
sintasa inducible en los ovarios

En el siguiente esquema se sintetiza parte de los resultados:

Ac. araquidonico
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