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""Efecto del hiperandrogenismo sobre la fisiologia uterina. Accion de la

Metformina como tratamiento."

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias mas
frecuentes en mujeres en edad reproductiva. Su caracteristica principal es el
hiperandrogenismo, condicion que tiene efectos perjudiciales sobre la funcion
endometrial, contribuyendo a las altas tasas de aborto, de hiperplasia y cancer
endometrial.

La administracion de Metformina en pacientes SOP presenta numerosos
beneficios aunque existe controversia sobre su efectividad para mejorar las tasas de
embarazo. Ademas, muchas pacientes no responden a este tratamiento y en esos
casos se obtienen mejores resultados al administrarla junto con Rosiglitazona.

En el presente trabajo estudiamos los mecanismos por los cuales el
hiperandrogenismo altera la funcionalidad uterina y la capacidad del tratamiento con
Rosiglitazona y/o Metformina de prevenir dichas alteraciones.

El hiperandrogenismo, a nivel uterino, alter6 su histologia, el balance
apoptosis/proliferacion celular, el metabolismo del acido araquidoénico, la activacion
de los factores de transcripcion PPARy e incremento el estrés oxidativo.

La administracion de Metformina evitd muchas de dichas alteraciones
excepto el estrés oxidativo uterino. [

La combinacion Metformina+Rosiglitazona, mejor6 las defensas
antioxidantes.

Concluimos que esta seria una de las causas por las cuales la terapia
combinada daria mejores resultados en el tratamiento de mujeres SOP, especialmente

en aquellas que no responden 6ptimamente a Metformina.

Palabras clave: SOP, hiperandrogenismo, DHEA, Metformina, Rosiglitazona, utero,

endometrio.



“Effect of hyperandrogenism on the uterine physiology. Action of Metformin

therapy”

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most frequent endocrine
diseases that affect women in their childbearing age. This syndrome is characterized
by hyperandrogenism that shows detrimental effects on the endometrial function,
contributing to the high rates of pregnancy loss, hyperplasia and endometrial cancer.

Metformin in the treatment of PCOS shows numerous benefits although there
is controversy about its effectiveness to improve pregnancy rates. In addition, many
patients do not respond to Metformin-treatment and in those patients better results
are obtained when Metformin is administered together with Rosiglitazone.

In the present work, we studied the mechanisms by which hyperandrogenism
alters uterine function and the capacity of Rosiglitazone and/or Metformin
treatment/s to prevent such alterations.

Hyperandrogenism altered the uterine histology, the balance between
apoptosis/cell proliferation, the arachidonic acid metabolism, the activation of the
transcription factors PPARy and increase the oxidative stress.

The administration of Metformin avoided many of these alterations except the
oxidative stress.

The combination Metformin+Rosiglitazone improved the antioxidant
defenses.

We conclude that this would be one of the reasons because of the fact that the
combined therapy would give better results in the treatment of PCOS women,

especially in those who do not respond optimally to Metformin.

Key words: PCOS, hiperandrogenism, DHEA, Metformin, Rosiglitazone, uterus,

endometrium.
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Introduccion

La concepcion de un hijo es uno de los deseos mas comunes que
experimentan las personas al llegar a la adultez. Este anhelo se ve alimentado por
expectativas personales, religiosas y sociales; y el hecho de no poder alcanzarlo
genera importantes consecuencias psicologicas tales como sentimientos de fracaso y
exclusion debido a que en una sociedad patriarcal la reproduccion es una obligacion,
una mision, una especie de mandato cultural. Las mujeres se visibilizan y obtienen
respeto a partir de la maternidad.

La infertilidad, segin la Organizaciéon Mundial de la Salud, es un desorden
del sistema reproductivo definido por la incapacidad de lograr un embarazo clinico
luego de 12 meses o mas de mantener relaciones sexuales regularmente sin
proteccion [1] y es considerado un tema de interés para la Salud Publica. Aunque en
nuestro pais no existen datos oficiales acerca del alcance de este trastorno, se estima
que de manera semejante a lo que pasa en el mundo, alrededor del 9% de las parejas
en edad reproductiva es infértil [2].

Existen numerosos factores, tanto femeninos como masculinos, que pueden
producir infertilidad [3]; sin embargo la patologia mas importante asociada a la

esterilidad femenina la constituye el Sindrome del Ovario Poliquistico [4].

1. El Sindrome del Ovario Poliquistico

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias mas
frecuentes entre las mujeres en edad reproductiva, representando al 4-18% de esta
poblacion, segun sea el criterio utilizado para su diagnostico (revisado en Teede,
2010 [5]). Al analizar la poblacion de mujeres subfértiles, estos porcentajes
aumentan abruptamente, ya que el 50% de las mujeres que sufren abortos recurrentes
y el 87% de las que poseen ciclos menstruales irregulares padecen SOP [6].

Los sintomas mas comunes del SOP son hiperandrogenismo clinico o
bioquimico, oligomenorrea o amenorrea y anovulacion [7, §].

La primera descripcion del sindrome fue realizada en 1935 por Stein y
Leventhal [9] quienes asociaron un cuadro clinico caracterizado por amenorrea u
oligomenorrea, hirsutismo y obesidad a los ovarios poliquisticos. Desde ese
momento, los estudios morfologicos e histologicos de los ovarios de estas pacientes
demostraron numerosas alteraciones. En 1964, Stein demostré que la reseccion en

cufia bilateral de los ovarios de mujeres adultas con la enfermedad provocaba la
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Introduccion

reanudacion de ciclos menstruales y en algunos casos la concepcion [10]. Sobre la
base de estos resultados se pens6 en un defecto primario del ovario y se le asigno el
nombre de enfermedad del ovario poliquistico. El reconocimiento de la
heterogeneidad tanto de la histologia ovarica como de los hallazgos clinicos y
bioquimicos en las mujeres afectadas promovio el uso del término de Sindrome de

Poliquistosis Ovarica.

1.1. Criterio diagnostico.

Dada la alta heterogeneidad de esta patologia, resultd necesario establecer los
criterios que se utilizarian para diagnosticarla. Con este fin, a los largo de los aflos, se
realizaron diversas reuniones mundiales entre especialistas, a fines de acordar cual es
el criterio diagndstico mas adecuado a utilizarse.

A continucion se describen las conclusiones a las que se llegaron en dos las
reuniones mas importantes realizadas al respecto hasta la actualidad.

La primera proviene de la publicacion de una conferencia de expertos del
Instituto Nacional de la Salud de los EE.UU. sobre SOP en abril de 1990 (Criterios
del NIH, 1990)' que propone tres criterios mayores (en orden de importancia) [11]:
(1) hiperandrogenismo y/o hiperandrogenemia; (2) oligo- o anovulaciéon y (3)
exclusion de otras enfermedades que cursan con exceso de androgenos: hiperplasia
suprarrenal congénita, hiperprolactinemia, sindrome de Cushing, disfuncion tiroidea.
La presencia de ovarios poliquisticos por ecografia se considerd un criterio de gran
controversia. En esencia, los resultados de esta conferencia de expertos identifcaron
al SOP como un desorden de exceso de androgenos.

La segunda definicion proviene de otra conferencia de expertos organizada
por ESHRE/ASRM en Rotterdam en mayo de 2003 (Criterios de Rotterdam, 2003)”.
Este consenso determind que el sindrome debe ser diagnosticado, después de la
exclusion de otras enfermedades relacionadas y frente a dos de los siguientes tres
criterios: (1) oligo o anovulacion, (2) signos clinicos y/o bioquimicos de

hiperandrogenismo y (3) ovarios poliquisticos por ecografia.

! NIH/NICHD:National Institutes of Health/ National Institute of Child Health and Human
Development

2 Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group. Revised 2003 consensus
on diagnostic criteria and long-term health risks related to polycystic ovary syndrome (PCOS). Hum
Reprod 19: 41-47, 2004.

17



Introduccion

La definicion de SOP de Rotterdam 2003, expande la definicion del NIH
1990 a dos nuevos fenotipos de SOP incluyendo a mujeres con: (1) ovarios
poliquisticos y signos clinicos y/o bioquimicos de exceso de andrégenos pero sin la
presencia de anovulacion y (2) ovarios poliquisticos y anovulacién pero sin
hiperandrogenemia y/o hirsutismo (es decir sin signos de exceso de androgenos).

La inclusion de los ovarios poliquisticos como criterio ha originado un
importante debate y recientemente se han publicado posiciones en contra [12] y a
favor [13] de la definicion de Rotterdam.

Para conciliar estas posiciones y determinar los criterios que definen al
sindrome, la Sociedad de Exceso de Androgenos (AES) encomendd a un grupo
internacional de expertos la revision sistematica de trabajos de investigacion sobre
los aspectos epidemiologicos y fenotipicos del sindrome con el fin de guiar el
diagnéstico clinico y las futuras investigaciones sobre SOP. Asi, se publicé la tltima
defnicion de SOP [14] que determina que los criterios son los siguientes: (1)
hiperandrogenismo: hirsutismo y/o hiperandrogenemia, (2) disfuncién ovarica: oligo-
anovulacion y/o ovarios poliquisticos por ecografia y (3) exclusion de otros
desoérdenes de androgenos o enfermedades relacionadas. La aplicacion de esta tltima
definicion identifca 9 posibles fenotipos, siendo el exceso de androgenos una
caracteristica principal y excluye el fenotipo de ovarios poliquisticos y anovulacion

sin hiperandrogenemia y/o hirsutismo.

1.2. Etiologia.

El SOP puede ser visto como un desorden heterogéneo asociado a diferentes
grados de anormalidades metabolicas y reproductivas, determinado por la interaccion
de multiples factores genéticos y ambientales.

Son numerosas las hipdtesis acerca de su etiologia, aunque por la diversidad
de fenotipos de SOP existentes, resulta muy dificil poder establecerla con certeza.
Entre los factores genéticos que han sido relacionados con el origen de esta patologia
encontramos: genes involucrados en la esteroidogénesis ovarica y adrenal, los efectos
de las hormonas esteroideas, la secrecion de gonadotrofinas, la secrecion y accion de
la insulina, la homeostasis y la inflamacion crénica.

La alta variabilidad en los fenotipos de SOP sugiere que ademas de los genes,

otros factores contribuirian al desarrollo de la enfermedad. Entre ellos pueden
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Introduccion

incluirse el consumo de grasas y carbohidratos, el estrés peripuberal y la sobre-
exposicion a hormonas. Estos factores ambientales podrian actuar en distintas etapas
de la vida de la mujer, promoviendo el desarrollo de SOP [15].

Una de las teorias mas aceptadas acerca del origen de esta enfermedad sefiala
que el SOP podria tener la siguiente secuencia de origen: durante la gestacion, la
gonadotrofina coridnica placentaria (hCG), la hormona luteinizante (LH) producida
por la pituitaria fetal y los genes que regulan la foliculogénesis y la esteroidogénesis,
individualmente o en conjunto, provocarian hiperandrogenismo, conduciendo asi a
una exposicion a androgenos en exceso durante la etapa prenatal y potencialmente
prepuberal de la hembra en desarrollo. Luego, en la etapa postpuberal, la exposicion
temprana a un exceso de androgenos produciria: (1) inhibicion de la
retroalimentacion negativa para LH, provocando su anormal acumulacion y (2)
aumento de la adiposidad abdominal (central) que genera resistencia a insulina
(incrementada por genes que regulan la diferenciacion de adipocitos, la secrecion y la
accion de insulina). La hiperinsulinemia resultante actuaria de forma sinérgica con la
hipersecrecion de LH, aumentando la esteroidogénesis, e¢ induciendo el arresto

prematuro de foliculos en desarrollo y la anovulacion [6].

1.3. Desordenes asociados

El SOP se halla asociado a severos desordenes que incluyen: (1) trastornos
reproductivos: hiperandrogenismo [6, 16], disfuncionalidad ovarica [17], fallas de la
fase lutea [18, 19], fallas implantatorias, abortos recurrentes, complicaciones en el
embarazo e¢ infertilidad [20, 21]; (2) trastornos metabolicos: insulino resistencia
[22], intolerancia a la glucosa [23], diabetes mellitus tipo 2 [24], hirsutismo [25],
sindrome metabdlico, riesgo cardiovascular aumentado e inflamacion cronica [26] y
(3) trastornos psicologicos: ansiedad incrementada, depresion y disminuida calidad
de vida [27, 28].

Los fenotipos que se presentan entre las mujeres con SOP varian
ampliamente dependiendo de sus genotipos y los factores ambientales a los que estan

expuestas, e incluso entre las diferentes etapas de la vida.
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1.4. Hiperandrogenismo

El SOP es una patologia que involucra numerosos desérdenes y que, por lo
tanto, no puede ser diagnosticada mediante un tUnico test. Sin embargo, el
hiperandrogenismo es el defecto central en esta afeccion, a tal punto que durante una
de las ultimas reuniones de expertos en el tema se acordé que “el SOP, ante todo, es
un desorden de hiperandrogenismo” [12]. Esta afirmacion se ve sostenida por el
hecho de que el 75% de la poblacion diagnosticada con SOP es hiperandrogénica
[29]. Del mismo modo, en un estudio realizado en mujeres hiperandrogénicas, se
reportd que el 80% de ellas sufria SOP [30], demostrandose asi la amplia relacion
existente entre ambas alteraciones.

El hiperandrogenismo promueve el desarrollo de afecciones como ser el
hirsutismo, la alopecia androgénica, y en los casos mds severos, virilizacion y
masculinizacion [31]. Por otro lado, esta patologia ha sido relacionada con
hiperinsulinemia [32, 33], sindrome metabolico, incrementada secrecion de
citoquinas [34] e inflamacion [35]. En lo que concierne a los desérdenes
reproductivos, el exceso de androgenos esta involucrado en la alteracion de los ciclos
reproductivos, la oligo-anovulacion, defectos de la fase lutea, pérdida de la prefiez e

infertilidad [19, 21, 36-40].

1.5. Modelos de hiperandrogenismo y SOP

El SOP, tal como se ha mencionado previamente, es una afeccion muy
heterogénea, por lo que durante las ultimas décadas se han utilizado numerosos
modelos animales que permitieron investigar diferentes aspectos de su etiologia y
fisiopatologia. Dado que el hiperandrogenismo es su caracteristica central, se
investigaron qué esteroides se hallaban incrementados en las mujeres con SOP,
encontrandose que la dehidroepiandrosterona (DHEA) era uno de los andrégenos
circulantes mas abundantes en estas pacientes [41, 42]. En la figura 1 se esquematiza
la cascada esteroidea, y por ende, el camino biosintético de DHEA. Este
descubrimiento permitio el desarrollo de un modelo murino de SOP, mediante la
administracion de DHEA [43], que reprodujo tanto la sintomatologia dignostica
como muchas de las alteraciones asociadas a la patologia, como lo son: la formacioén

de quistes, el incremento en los niveles de DHEA, de testosterona y de LH [37].
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Subsecuentes estudios avalaron este modelo [37-39, 44] y lo confirmaron como

optimo para el estudio de la patologia quistica.
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Figura 1: Via de la esteroidogénesis en el ovario, marcando la posicion de la dehidroepiandrosterona.
Los cuatro anillos de las moléculas de colesterol se identifican con las 4 primeras letras del alfabeto y
los carbonos se enumeran en la secuencia que se muestra en la representacion. Clave de la figura, 3f3-
HSD-II: 3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa A>* isomerasa tipo II, 17B-HSD-I: 17B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo I, P450arom: citocromo P450 aromatasa, P450c17: 17a-hidroxilasa/17,20- liasa,
P450scc: citocromo P450 de corte de cadena lateral, StAR: proteina reguladora de la esteoidogénesis

aguda. Adaptado de Kronenberg, 2009 [45].

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se encontré que la
administracion de DHEA en ratones prepuberes hembras de la cepa BALB/c induce
la formacion de quistes de ovario, aumenta la produccion de esteroides e insulina,
modifica el balance oxidante-antioxidante, el sistema oxido nitrico (NO)/NO
sintetasa (NOS), la secrecion ovarica de prostaglandinas, el contenido sérico del
factor de crecimiento tumoral (TNF-a) y regula la expresion fenotipica de linfocitos

T, tanto en el ovario como en los ganglios retroperitoneales [46-48].
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Asimismo, con el objetivo de investigar los efectos del exceso de androgenos
durante el embarazo, se desarrolld6 un modelo de hiperandrogenizacion aguda con
DHEA durante la prefiez temprana en ratones de esta misma cepa, evaluando sus
efectos en la etapa peri y post-implantatoria.

La administracion de DHEA promovi6é la disminucion de los niveles
circulantes de progesterona en ambas etapas, impidiendo la implantacién
embrionaria en la primera y aumentando el indice de reabsorcion embrionaria en la
segunda [49]. Los mecanismos por los cuales induce estos efectos estarian asociados
a un aumento del estrés oxidativo, hiperinsulinemia, disminucién de la NOS,
alteracion del perfil de citoquinas Th1/Th2 y modulaciéon de las prostaglandinas,
entre otros [50, 51].Estos resultados sugieren que el exceso de androgenos generaria
numerosas alteraciones en la funcionalidad del cuerpo luteo y/o del utero que no so6lo
podrian afectar el normal desarrollo de la prefiez, sino que también estarian
implicadas en la pérdida de la ciclicidad ovarica y podria ser el origen de las
alteraciones uterinas descriptas en las pacientes SOP.

A pesar de la relevancia de esta hipotesis en lo que respecta a la fisiopatologia
del hiperandrogenismo, son muy pocas las investigaciones llevadas a cabo acerca de

la funcionalidad uterina en SOP.
2. El tracto reproductor femenino

Los organos que conforman el aparato reproductor femenino son comunes a
todos los mamiferos, a pesar de que existen algunas diferencias entre taxones. En

ratones, el sistema reproductor comprende los ovarios, los oviductos, el ttero bicorne

y la vagina (figura 2).

22



Introduccion

l—ﬂiﬁdn izuierdo
Tejico
adiposo
~Chario
Criducta — iFquirnda
Urelra darecha Wena cava inberion
Cuemo
LREsing Recto
Tejda
adipasa
Cwificie uralral \
Wejiga

Figura 2: Sistema urogenital femenino en el raton. Fuente: Cook, 1965 [52].

2.1. El ovario

El ovario (lat. ovum, huevo; gr. ooforon) o gonada femenina posee dos
funciones principales; la primera de ellas es la produccion de células germinales
(oocitos) que permite la continuidad de la especie, y la segunda radica en la
generacion de moléculas bioactivas, principalmente esteroides (estrogenos y
progestagenos) y factores de crecimiento, que resultan cruciales para la funcionalidad
ovarica, la regulacion del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal y el desarrollo de
caracteristicas sexuales secundarias [53].

En los ratones hembras, el ovario se divide en dos secciones bien
diferenciadas: la corteza periférica y la médula central (figura 3). En ratonas
sexualmente maduras, la corteza contiene numerosos foliculos en distintos estadios
de desarrollo y cuerpos lateos. La médula, en cambio, ubicada en la zona central del

ovario, se encuentra muy inervada y posee una importante vasculatura.
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Figura 3: Seccion de ovario de raton donde se diferencian la médula (M), la corteza (C), foliculos (F)

y cuerpos luteos (CL), tincion con hematoxilina- eosina, A: 40X.

2.1.1. El ciclo ovarico

La formacion de gametas femeninas (oogénesis) es un proceso que ocurre en
el ovario y que en la mayoria de las hembras de mamiferos se inicia en la vida
intrauterina.

En el humano, los foliculos comienzan a formarse en ¢l cuarto mes de vida
fetal y si bien algunos de ellos inician su crecimiento de inmediato, la mayoria
permanecera en un estado de reposo hasta el momento en que degenere, o sea
reclutado y comience a crecer. Esta poblacion es denominada poblacion de “foliculos
arrestados”. Se definieron tres tipos de foliculos arrestados: primordiales (oocito
rodeado por una capa de células de la granulosa aplanadas), intermedios (oocito
rodeado por una capa mixta de células de la granulosa aplanadas y cubicas) y
primarios pequefios (oocito rodeado por una capa de células cubicas).

En la pubertad, comienza la foliculogénesis cuando los foliculos dejan esta
poblacion e ingresan en la fase de crecimiento (reclutamiento). De alli en adelante, el
foliculo atraviesa un proceso de desarrollo que incluye la proliferacion y
diferenciacion de las células de la granulosa y el incremento en tamafio del oocito.
Durante el crecimiento, se forma la zona pelucida alrededor del oocito y

progresivamente los foliculos se convierten en foliculos secundarios. En esta etapa
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del desarrollo las células del estroma ovarico que rodean la lamina basal se alinean
formando la capa de células de la teca [54].

Los dos primeros estadios de desarrollo, foliculos primarios y secundarios
(figura 4A), son de crecimiento auténomo, es decir, poco influenciados por las
hormonas plasmaticas. Esto sucede, en primer término, porque se encuentran en una
zona poco vascularizada y, en segundo término, por la baja expresion de receptores
para dichas hormonas.

La continuidad de su desarrollo esta relacionada con la migracion del foliculo
a una zona vascularizada, la diferenciacion de dos zonas en la capa de la teca-la teca
interna y la externa- y la aparicion de receptores para la hormona foliculo
estimulante, el estradiol (E;) y la testosterona en las células de la granulosa. Asi,
éstas ultimas expresan receptores para FSH y las células de la teca, receptores para
LH.

El foliculo terciario o antral (figura 4B) contiene varias capas de células de la
granulosa, debido a la accion proliferativa de FSH, y ambas capas de células de la
teca. Finalmente se forma el antro, una cavidad que posee fluido folicular. El oocito
queda ubicado de manera excéntrica, rodeado por un conjunto de células de la
granulosa, el cumulo oo6foro, que protruye dentro del antro. Las células de la
granulosa que rodean inmediatamente al oocito forman una estructura denominada
corona radiata. Como resultado del efecto estimulatorio de las gonadotrofinas que
llegan por los capilares al foliculo en desarrollo, un pequefio niimero de foliculos

terciarios ingresan en el estadio preovulatorio, aumentan enormemente de tamafo y

se transforman en foliculos de De Graff (figura 4C).

Figura 4: Etapas del desarrollo folicular, tinciéon con hematoxilina-cosina. (A) Foliculos primarios
(PF) y secundarios (SF), A: 200X. (B) Foliculo terciario (FT), A: 200X. (C) Foliculo de Graaf, A:
400X. Clave de la figura: FA: antro folicular, CO: cimulo od6foro, CR: corona radiata, O: oocito, ZP:

zona pelucida, CG: capa de células de la granulosa.
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Durante la etapa de maduracion folicular y bajo la influencia de LH y FSH,
los foliculos producen y liberan estrégenos, predominantemente estradiol. Esta
sintesis ocurre gracias a la accion coordinada de las células de la teca y de la
granulosa.En este proceso coordinado, los androgenos sintetizados por las células
tecales, son aromatizados a estrogenos en las células de la granulosa. Mientras que la
LH estimula a las células tecales para producir androgenos, la FSH aumenta los
niveles de aromatasa promoviendo su conversion a estradiol [55]. La
compartimentalizacion de la produccion esteroidea en el foliculo ovarico se halla
esquematizada en la figura 5.

Los niveles circulantes de estradiol aumentan progresivamente, acompafiando
el crecimiento de los foliculos, llegando hasta un nivel critico que activa el centro
ciclico hipotalamico. Esto resulta en la liberacion de un pulso de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), seguido de uno de LH, el cual desencadena la

ovulacion y la posterior formacion del cuerpo luteo.

Célula de la teca

Circulacian Colesterol g Acetato
Pregnenalona

Progesterona = 1 7a—hidrocaprogesterons

* +
Androstenedion s see——s Testosterona

Estrong == | 7[}-Estradiol

Figura 5: Principal ruta esteroidogénica en el foliculo ovarico. La androstenediona, formada en las
células de la teca bajo la accion estimuladora de la LH, difunde a través de la membrana basal hacia
las células de la granulosa, donde bajo la accion de la FSH, es convertida a estradiol. En los foliculos
en desarrollo los receptores de LH se expresan solo en las células de la teca, mientras que los de FSH
solo lo hacen en las células de la granulosa. El foliculo preovulatorio desarrolla receptores de LH en
las células de la granulosa de manera previa al pico de LH. Las células de la teca adquieren la
capacidad de sintetizar estradiol (lineas punteadas), la cual persistird cuando estas células se

incorporen al CL (Figura adaptada de Nussey, 2001 [56]).
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2.1.2. Alteraciones del ciclo ovarico en SOP

La anovulacion o la oligo-ovulacion son sintomas muy frecuentes entre las
mujeres con SOP y la oligomenorrea o amenorrea se presentan muy tempranamente
en la adolescencia [57]. Aunque son multiples los factores que intervienen en la
disfuncionalidad ovulatoria en SOP, existe consenso entre los investigadores al
sefalar al hiperandrogenismo como la causa subyacente de dichas irregularidades.

Los efectos del hiperandrogenismo sobre la foliculogénesis son complejos e
involucran la modulacion de factores tanto ovaricos como sistémicos que han sido
ampliamente revisados en los trabajos [17, 57, 58]. Brevemente, se ha demostrado
que el hiperandrogenismo acelera la progresion de foliculos primordiales y primarios
a preantrales y antrales, a la vez que reduce el indice de atresia en los foliculos
tempranos [59-61].

En los casos en los cuales las mujeres con SOP no logran ovular, se cree que
en el comienzo de la seleccion folicular, poseen un mayor nimero de foliculos de
alta sensibilidad a FSH o “maduros”, por lo que se produce el arresto folicular y la
anovulacion. Esto sucede debido a que adquirieron muy rapidamente la capacidad de
secretar estradiol, suprimiendo la maduraciéon de los foliculos vecinos (arresto
folicular) e impidiendo la seleccion del foliculo dominante. Sin un foliculo
dominante, capaz de liberar al oocito en respuesta al incremento de LH, no se
produce la ovulacion ni el normal proceso de retroalimentacion negativa necesario
para inhibir la secrecion de ésta gonadotrofina. Bajo el estimulo trofico de las
gonadotrofinas, los foliculos arrestados contintian secretando hormonas, que se
acumulan en el antro y devienen en la formacion de quistes.

Sin embargo, no todas las mujeres con SOP presentan ciclos anovulatorios.
En estos casos, se cree que al inicio del ciclo la mayor parte de los foliculos son de
baja sensibilidad, de manera que aquel que logre superar el umbral de secrecion de
estradiol mas velozmente, sera seleccionado para la ovulacion suprimiendo al resto
de los foliculos que regresaran por atresia.

El hecho de que existan distintos fenotipos ovulatorios en SOP, permite
plantear la hipotesis de que en el ovario poliquistico coexisten poblaciones
foliculares de alta y baja sensibilidad a gonadotrofinas, que podrian estar moduladas
por factores extra e intra-ovaricos, y cuyo balance determinard periodos alternados

de arresto folicular y ovulacion [17].
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2.2. El utero

El utero (lat wutérus, vientre) es el mayor de los organos del aparato
reproductor femenino de la mayoria de los mamiferos y representa el 6rgano de la
gestacion. También se lo conoce como matriz o seno materno. Es el organo
encargado de acoger al 6vulo fecundado y albergar al feto durante el embarazo hasta
que es expulsado durante el parto.

Ontologicamente, el utero proviene de los conductos paramesonéfricos. El
grado en el que se fusionan dichos ductos difiere entre los diferentes taxones (Figura
6). Como en el caso de los humanos, pueden fusionarse casi por completo, donde la
porcién no fusionada originard a las trompas uterinas y la fusionada dara lugar a un
utero simple (Figura 6, panel inferior izquierdo). En el caso de los roedores, los
conductos se fusionan muy caudalmente poco antes de conectar con la vagina,
originandose un utero bicorne con la peculiaridad que poseen 2 cuellos uterinos, uno
para cada cuerno, comunicados entre si por una sola vagina (Figura 6, panel superior

derecho).
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Figura 6: Morfologia uterina en los diferentes animales. Notese la morfologia del utero humano
(panel inferior izquierdo) 'y la del raton (panel superior derecho).  Fuente:

http://nongae.gsnu.ac.kr/~cspark/teaching/chap2.html [62]
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Desde el punto de vista histologico, el utero esta constituido por endometrio,
miometrio, y perimetrio (Figura 7). El endometrio es una mucosa que rodea la
cavidad uterina; como toda mucosa estd constituido por un epitelio y un estroma.
Esté, a su vez, se ve cubierto por una capa de musculatura lisa, el miometrio, que
representa la mayor parte del espesor de la pared uterina. Por tltimo, se encuentra la

serosa, el peritoneo, que en el tero se denomina perimetrio [63].

Figura 7: Seccion del utero de raton donde se diferencian el lumen, rodeado del endometrio, que se
ve cubierto por el miometrio y éste, a su vez por el perimetrio; tincion con hematoxilina- eosina, A:
40X.

2.2.1. El ciclo endometrial

El utero es un organo blanco fundamental de las hormonas ovaricas. Bajo la
accion de los estrogenos (E) y la progesterona (Ps) el endometrio experimenta
modificaciones estructurales ciclicas. El ciclo se divide en dos fases principales: la
fase proliferativa y la secretora.

Al comienzo de la fase proliferativa la mucosa endometrial se encuentra
adelgazada y con escasa cantidad de glandulas. La fase proliferativa es paralela a la
fase folicular ovarica, que sera descripta con mas detalles en lo sucesivo, y bajo la
influencia de los E el grosor del endometrio aumenta y comienzan a formarse
glandulas endometriales.

La fase secretora esté influenciada por la produccion de P4 llevada a cabo por

el cuerpo luteo. En esta etapa, el grosor endometrial no aumenta, las glandulas
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adquieren un aspecto tortuoso y comienzan a producir secreciones ricas en
nutrientes, preparandose de este modo para la implantacién embrionaria.

Si no se produce fecundacion, el cuerpo Iuteo involuciona, disminuyendo los
niveles hormonales. Esto produce la regresion de los elementos que habian sufrido

un desarrollo dependiente de las hormonas.

2.2.2. Funcionalidad uterina

El utero cumple numerosas funciones en el proceso reproductivo, ain en
ciclos no concepcionales. Sin embargo, su funciéon primordial es la de acoger al
embrion y permitir su implantacion. Para lograrlo, el endometrio debe transformarse
durante la mitad de la fase secretora en receptivo, lo cual depende de una fina
coordinacion de todas las modificaciones y eventos que tienen lugar a lo largo del
ciclo.

La receptividad endometrial consiste tanto en la adquisicion de ligandos
adhesivos, la pérdida de componentes inhibitorios que pudieran actuar como barrera
para la adhesion del embrion [64], asi como también la expresion coordinada de
diversas moléculas proteicas que son producidas en respuesta a estimulos endocrinos
(especialmente esteroides ovaricos), paracrinos y / o autocrinos desde el inicio de la
fase proliferativa del ciclo.

Debido a la complejidad del proceso, cualquier alteracion en alguno de estos
mecanismos puede conducir a la asincronia entre el ciclo ovarico y el uterino,
complicando de este modo la posible implantaciéon embrionaria y/o la prosecucion de
esa gestacion. Si, por el contrario, el endometrio se encuentra receptivo y, ademas, se
produce fecundacion, se procede a la implantacion de ese embrion en el endometrio
materno.

La implantacién embrionaria representa uno de los pasos mas criticos en el
proceso reproductivo para muchas especies. Es un fenémeno bioldgico tnico por el
cual el blastocisto se conecta intimamente con la superficie endometrial de la madre
para formar la placenta que serd una interfase entre el feto en crecimiento y la
circulacion materna [64, 65]. Para que la implantacion sea exitosa se requiere un
endometrio receptivo, un embrion normal y funcional en etapa de blastocisto y un

dialogo sincronizado entre los tejidos maternos y los embrionarios [66].
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2.2.3. Alteraciones en la funcionalidad uterina

Las fallas en el proceso de implantacion son un problema sin resolver en la
medicina reproductiva y son consideradas la mayor causa de infertilidad en mujeres
sanas. De hecho, aproximadamente el 30% de los embriones concebidos
espontaneamente no logran implantarse, mientras que en el caso de los embriones
obtenidos por fertilizacion in vitro (IVF), este nimero asciende a mas del 50% [67].

Se ha visto que las dos terceras partes de las fallas de implantacion se deben a
una inadecuada receptividad uterina, mientras que los problemas embrionarios s6lo
son responsables de un tercio de las fallas [68, 69]. Esto puede deberse, en parte, a
que en los mas de 30 afios de historia de las técnicas de fertilizacion asistida se ha
progresado mucho en el mejoramiento de la calidad embrionaria y muy poco en los
marcadores de receptividad endometrial. Los mecanismos exactos que regulan y
controlan la implantacion siguen siendo desconocidos, pero existen evidencias que
permiten concluir que el endometrio juega un papel mas que activo en éste proceso
[70, 71].

Una de las razones por las que no se conoce el papel del endometrio en la
implantacion es por la dificultad para estudiarlo. Aun cuando las evaluaciones
histologica y molecular serian el estandar de oro, el hecho de tener que tomar una
biopsia endometrial en el ciclo de tratamiento, lo hace poco practico y cuestionable
desde el punto de vista ético.

Un mayor entendimiento de los mecanismos que regulan la implantacion
embrionaria permitiria desarrollar mejoras en el tratamiento de la infertilidad asi
como prevenir la pérdida temprana de la prefiez.

Por otro lado, existen alteraciones de la funcionalidad uterina que no
involucran alteraciones en el proceso de implantacion embrionaria. Por ejemplo,
entre el 1 y el 2% de las parejas experimentan pérdidas recurrentes de la prefiez
(RPL), definido en Europa como la ocurrencia de 3 6 mas abortos consecutivos [72,
73]. En la clinica, el aborto, ya sea esporadico o recurrente, es considerado un
desorden dicotémico atribuido ya sea anormalidades cromosomicas, del desarrollo
del embridn o a factores uterinos.

Aunque numerosos factores (como anatomicos, enddcrinos, inmunoldgicos,

trombofilicos, genéticos, etc.) han sido evocados para explicar los abortos no
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cromosomicos, ninguno de ellos es especifico ni prevalente hasta la actualidad [72,

73].

2.2.4. Factores reguladores de la funcionalidad uterina

El endometrio es un tejido sumamente dindmico, que a lo largo del ciclo
reproductor sufre cambios muy marcados que le permiten generar una ventana
temporal de receptividad para que pueda ocurrir la implantacion del blastocisto [74].

Durante décadas, numerosos grupos de trabajo investigaron los mecanismos
involucrados en la receptividad endometrial, ya sea en modelos animales y/o en
humanos. Particularmente, desde el descubrimiento de las técnicas de microarray
fueron muchos los estudios que se focalizaron en evaluar la expresion génica
endometrial humana en condiciones fisiologicas y patologicas. Estos estudios
generaron una gran cantidad de informacion acerca de la regulacion o desregulacion
de los genes presentes en la ventana de implantacion tanto en condiciones
refractarias, fértiles como en infértiles. Sin embargo, las moléculas y los mecanismos
claves para que el endometrio se encuentre receptivo continiian sin conocerse. Entre
los numerosos factores involucrados en la funcionalidad uterina, describiremos a

continuacion algunos de los mas importantes descrptos hasta la actualidad.

2.2.4.1. Esteroides ovaricos

Como se ha mencionado en la seccion “el ciclo endometrial”, la receptividad
endometrial se encuentra regulada, entre otros factores, por las hormonas P4 y E [75].
Aunque P4 y E son los principales moduladores de la maduracion endometrial, su
actuacion en este proceso es compleja [76].

Los receptores de dichos esteroides se activan por unién al ligando y
funcionan como factores de transcripcion, regulando la expresion de numerosos
factores [77]. El desarrollo del endometrio, sus componentes: estroma, epitelio, y sus
vasos, sufren importantes cambios en respuesta a las hormonas esteroideas
provenientes del ovario.

En ausencia de estimulo esteroideo el endometrio tiene un grosor minimo,
formado por un estroma denso, entre el que existen pequefias invasiones epiteliales

glandulares, con unas células cubicas.
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Los E inducen el crecimiento progresivo en grosor de esta mucosa, mediante
el estimulo de la mitosis tanto de las células del estroma como del epitelio. Los
efectos del E sobre la proliferacion celular pueden ser directos (activando la
transcripcion de genes especificos) o el resultado de interacciones paracrinas entre
células epiteliales y estromales. A medida que aumenta el estimulo estrogénico las
glandulas se desarrollan mas y comienzan a curvarse [78, 79]. Los E, ademas,
regulan la vascularizacion endometrial [80]. Estos son los fendmenos que ocurren en
la fase proliferativa endometrial, que coincide con la fase folicular del ovario.

El inicio de la secrecion de P, produce cambios en las células del estroma y
del epitelio, marcados por la disminuciéon progresiva de la mitosis, y la aparicion de
la secrecion glandular. La progresion de este estimulo provoca la decidualizacion del
estroma y la aparicion peri-vascular de linfocitos granulares, células natural killers
(NK). Se forman también proteinas que promueven la hemostasia y la fibrindlisis.

Los progestagenos contrarrestan los efectos proliferativos de los estrogenos
por medio de la reduccion de sus receptores, el aumento en la tasa de metabolismo
del E, a compuestos inactivos (estrona y metabolitos sulfatados) y la interferencia
con las acciones transcripcionales de los estrogenos [81]. Estos cambios forman la
fase secretora del endometrio que coincide con la fase peri-ovulatoria y lutea del
ciclo ovarico. Debido a todo lo mencionado, el defecto o exceso de ambas hormonas
induce una alteracion en la receptividad endometrial y, por lo tanto, del proceso de
implantacion, si ocurriera fecundacion.

Si se produce gestacion, el cuerpo luteo se mantiene funcional vy,
consecuentemente los niveles hormonales contintian siendo elevados.

Por el contrario, si no se produce gestacion, el cuerpo liteo involuciona y los
niveles de hormonas esteroideas caen, lo que llevara a la degradacion del
endometrio. En este proceso se encuentran involucrados numerosos factores, entre
los que cabe destacar a la actividad de los lisosomas. Estos, en respuesta a la caida de
las hormonas esteroideas, vierten su contenido enzimatico e hidrolizan la sustancia
fundamental del endometrio, promoviendo la degradacion del coldgeno. Uno de los
factores consecutivos de la rotura lisosomica es la liberacion de fosfolipasa A2
(PLA2), lo que permitird un suministro constante de acido araquidonico (AA) a la
via biosintética de la cicloxigenasa y lipoxigenasa [82], como se detallard en lo

sucesivo en el presente trabajo.
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2.2.4.2. Cascada del acido araquidonico

Como acaba de describirse, la expresion de diferentes moléculas involucradas
en el metabolismo del AA, se ve influenciada por los esteroides ovaricos; es por ello,
que describiremos esta via con mas detalles.

La mayoria de las células de mamifero tienen cantidades importantes de AA
esterificado en la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos de las membranas. Este
compuesto es ingerido con la dieta u obtenido a partir de la metabolizacion de dos
acidos grasos esenciales, el acido linoleico y el acido a-linolénico. En ausencia de
estimulos, la concentracién celular de AA libre es muy baja. Sin embargo, en
respuesta a estimulos fisicos, quimicos o mecanicos, que pueden variar de un tipo
celular a otro, lipasas especificas pueden liberar al AA, que posteriormente sera
oxidado por los enzimas de la cascada del AA.

Las caracteristicas moleculares del AA y en particular la presencia de cuatro
dobles enlaces en posicion cis lo hacen susceptible de reaccionar con la molécula de
oxigeno. Esto puede ocurrir de manera no enzimatica, contribuyendo al estrés
oxidativo mediante la formacion de isoprostanos, o a través de la accion de tres tipos
de oxigenasas: las cicloxigenasas (COXs) que dan lugar a compuestos como las
postaglandinas (PGs) y los tromboxanos (TXs), las lipoxigenasas (LOX) que dan
lugar a los acidos hidroxieicosatetraendicos (HETESs) y a los leucotrienos (LTs), y las
epoxigenasas o citocromos P450 que originan 4cidos epoxieicosatriendicos (EETs) e
isomeros de los HETEs (Figura 8). Estas diferentes vias de sefializacion celular se
encuentran distribuidas de forma variable entre los diferentes tipos celulares y se
activan en respuesta a estimulos de naturaleza variada, transformando el AA a
eicosanoides, metabolitos que ejercen potentes acciones bioldgicas muy localizadas y

de amplio espectro.
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Figura 8: Principales metabolitos formados a partir del AA. PLA A,: fosfolipasa A,; COX:
cicloxigenasa; ROS: especies reactivas del oxigeno; LOX: lipoxigenasa; PG: prostaglandina; Tx:
tromboxano; 9-KR: 9-cetorreductasa; EET: acido epoxieicosatrienoico; HPETE: hidroperdxidos

lipidicos; HETE: acidos hidroxieicosatetraenoicos.

> Via de las ciclooxigenasas

Frente a diversos estimulos tales como citoquinas, factores de crecimiento o
trauma mecanico, la forma citosdlica de la PLA; (cPLA;) libera AA de los
fosfolipidos de membrana, que sera luego oxidado y reducido por las COXs.

Se conocen dos isoformas de la COX: COX-1 y COX-2 [83, 84] aunque se ha
descripto una tercer isoforma, conocida como COX-3, pero se ha descripto que ésta
es solo una variante de la COX-1 [85]. Mientras que la expresion de COX-1 es
constitutiva y media funciones fisiologicas, la COX-2 es inducible por factores de
crecimiento, citoquinas, oncogenes y estimulos inflamatorios [83, 86].

Las COXs catalizan la conversion de AA en prostaglandina H, (PGH,). Esta
servirda subsecuentemente como sustrato para las PG sintasas (PGS) para la
generacion de las cuatro PGs: PGD,, PGE,, PGF,, y PGI,.

Las enzimas PGS son denominadas en funcion de la PG que producen; la

prostaglandina D sintasa (PGDS) genera PGD, [87], la prostaglandina E sintasa
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(PGES) genera PGE; [88], la prostaglandina F sintasa (PGFS) genera PGF,, [89] y la
prostaglandina I sintasa (PGIS) genera PGI, [90] (Figura 8).

Las PGs pueden ejercer efectos autocrinos o paracrinos, al unirse a receptores
especificos que estan acoplados a proteinas G que tienen siete dominios
transmembrana. Se han descripto cuatro receptores para la PGE, (EP;-EP4), dos en el
caso de la PGD, (DP; y DP,), y un receptor al que se une la PGF,, , PGL,, y
tromboxano A, (FP, IP, y TP, respectivamente) [91]. Las PGs también pueden unirse
a receptores nucleares como los receptores nucleares activados por proliferadores
peroxisomales (PPAR)-y y regular, por ejemplo, procesos inflamatorios [92].

En el endometrio secretor humano con ciclo normal, la PG que mas se
sintetiza es la F,, seguida de la E; y D,. La PG I, se sintetiza mas en el miometrio
pero bajo el estimulo endometrial.

Estos eicosanoides modulan diversas respuestas fisiologicas y patoldgicas en
el tracto reproductor. Al ser factores vasoactivos, las PGs juegan un papel importante
en los procesos de ovulacion, fertilizacion, hemostasis uterina y en la etapa final de
la prefiez, generando el comienzo del trabajo de parto [93-101]. Mas recientemente,
se ha demostrado que las PGs son cruciales regulando a proliferaciéon endometrial
[102] y la implantacion embrinaria.

Comenz6 pensandose que las PGs podrian estar involucradas en la
implantacion embrionaria debido a que este proceso puede ser considerado una
reaccion inflamatoria [103, 104] dado que la adhesion y la invasion al endometrio
requiere la conexion al sistema vascular materno. Con el transcurso de los afos, la
importancia de las PGs regulando el proceso implantatorio fue rectificado por otos
grupos de trabajo [105, 106] dado que se vieron involucradas en diversos eventos
reproductivos que afectaran, finalmente, al éxito reproductivo. Por ejemplo, se ha
descripto que la produccion y liberacion de PGs cambia a lo largo del ciclo estral. Se
sabe que la PGF,, uterina induce la regresion del cuerpo luteo durante la etapa luteal
del ciclo estral en muchas especies [107]. En cerdos, se detectan concentraciones
elevadas de PGF,, en la vena utero-ovarica en los dias 12-13 post-ovulatorio [108].
La PGE, exhibe una accién opuesta a la PGF,, dado que mantiene la funcién litea
durante la prefiez temprana [109, 110].

En numerosas especies, el tratamiento con inhibidores de la sintesis de PGs

evita o retrasa la implantacion [111]. Mas aln, ratones hembra carentes de las
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enzimas cPLA; o de COX-2, y por ende de PGs, presentaron numerosos defectos de
implantacion. En estudios llevados a cabo por el grupo de Lim [112] no se produjo la
implantacion embrionaria de blastocistos sanos en ratones carentes de COX-2. Mas
aun, dichos animales mostraron ser infértiles [113].

Por otro lado, ratones knock out para la enzima cPLA; presentaron fallas en la
prefiez y crias con bajo peso al nacer, luego de haberse producido retraso en la
implantacion embrionaria. Mientras que la administracion exdgena de PGs restaurd
la implantacion al tiempo correcto [105, 106]. Se vio que esos efectos dependen de la
inhibicion en la produccion uterina de PGs y no de un efecto sobre las PGs ovéricas
o embrionarias [111, 114]. En este sentido, se ha descripto que en humanos la
implantacion embrionaria retrasada resulta en un incremento en la pérdida de la
prefiez temprana [115], lo que nos lleva a pensar que alteraciones en la cPLA; 0 en su
cascada de sefalizacion podrian ser las responsables del retraso en la implantacion

embrionaria y, consecuentemente, de la pérdida de la prefiez, en estos casos.

> Via de las lipoxigenasas

Las LOXs son una familia de enzimas citosdlicas que incorporan una
molécula de oxigeno en la estructura molecular del AA. La actividad LOX fue
descrita inicialmente en plantas como la soja (Glycine max) de la cual se han llegado
a caracterizar hasta 8 LOXs diferentes [116].

En mamiferos existen, mayoritariamente, tres LOXs que oxidan el AA a la
altura del carbono 5 (5-LOX), 12 (12-LOX) o 15 (15-LOX).

Los principales productos de la 5-LOX son los LTs mientras que la 12- y la
15-LOX producen hidroperdxidos lipidicos (HPETEs): 5-HPETE, 12-HPETE y 15-
HPETE [117]. Los hidroperoxidos son altamente inestables y reactivos. Son
transformados por la glutation  peroxidasa a los correspondientes acidos
hidroxieicosatetraenodicos (HETE) que son los primeros compuestos derivados de las
LOXs con actividad biologica [118, 119]. Se sabe que ejercen sus efectos al unirse a
los receptores nucleares activados por los proliferadores peroxisomales, PPARY.

Se ha descripto que los LTs estimulan la contractibilidad miometrial [120].

Ademas, se produce un incremento en la expresion de LOX al inicio del trabajo de
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parto y las fallas en la induccion del trabajo de parto estan asociadas a expresiones
disminuidas de LOX [121].

Por otro lado, se ha demostrado que si se inhiben las enzimas 12- y 15-LOX,
se produce la disminucion de la tasa de implantacion, mientras que la administracion
de rosiglitazona (ligando sintético de los receptores PPARy) restaura la tasa de
implantacion [122]. La expresion de las LOXs, ademas, se ha visto alterada cuando
se estudio cuales eran los genes afectados luego del tratamiento con el
antiprogestageno RU486. Este se une al receptor de Py, imposiblitando que dicha
hormona lo haga normalmente y por ende impidiendo la regulacion génica que
ejercida por la P4 y la consecuente preparacion del endometrio para la union del
blastocisto. Se observo que dicho tratamiento inhibe la implantacion y se detectd que
dos de los genes que se ven alterados son los de la 12/15-LOX epidérmicas y
leucocitarias, sefialando su importancia en el endometrio al momento de volverse

receptivo [122].

12-Lipooxigenasa

Existen 3 isoformas de la 12-LOX, denominadas segun el tipo celular en el
que fueron inicialmente caracterizadas: plaquetaria, leucocitaria y epidérmica [123].

La forma leucocitaria de la 12-LOX en mamiferos se encuentra ampliamente
distribuida entre diferentes tipos celulares aunque la distribucion tisular varia entre
especies. Mientras que las formas plaquetaria y epidérmica sélo se expresan en un
numero limitado de tipos celulares, asi en humanos del mismo modo que en ratén, la
forma plaquetaria se expresa tanto en plaquetas como en la epidermis [123].

Los principales mediadores lipidicos de la actividad 12-LOX, son sus
productos finales: el 12-HPETE, que es muy inestable, y el 12-HETE para el cual se
han caracterizado posibles receptores especificos en células de Langerhans humanas
asi como en una linea de carcinoma pulmonar [123].

Ademas de sus receptores especificos, se ha descripto que sus productos (por
ejemplo el 12-HETE) pueden unirse, también, a receptores PPARy [124] y modular,
de ese modo, diversos mecanismos.

A nivel fisiopatologico, la 12-LOX se ha visto asociada a diferentes
patologias como enfermedades mieloproliferativas [125], arterioesclerosis [126, 127]

y en diferentes tipos de cancer a nivel de la regulacion del crecimiento celular y la
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apoptosis [128, 129]. Ademas, la actividad 12-LOX se asocia a anomalias en el
territorio vascular ya que tanto los niveles de 12-HETE como los de la 12-LOX

plaquetaria se encuentran elevados en pacientes con hipertension esencial [130].

15-Lipooxigenasa

En humanos se han caracterizado dos isoformas de la 15-LOX cuya expresion
se encuentra diferenciada entre tejidos.

La 15-LOXI1 fue descrita originariamente en reticulocitos de conejo, pero
también se expresa en otros tipos celulares sanguineos como neutrofilos, eosinofilos
y macrofagos asi como en células del epitelio pulmonar [131, 132].

Se ha descripto que cataliza la sintesis de 15-HETE, quien parece estar
implicado en el proceso de maduracion del reticulocito a eritrocito, asi como en la
reaccion acrosémica en los espermatozoides y la liberacion de prolactina por las
células de la pituitaria. También se le atribuye un papel fisiopatoldgico al igual que la

12-LOX en la oxidacion de las LDL [133].

2.2.4.3. Receptores nucleares activados por los proliferadores peroxisomales

Los peroxisomas son vesiculas citoplasmaticas especializadas en funciones
oxidativas, que regulan el metabolismo de los lipidos.

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) son una
familia de receptores nucleares que se activan por union de sus ligandos y funcionan
como factores de transcripcion.

Como miembros de la familia de receptores nucleares, posee un mecanismo
que es comun a los miembros de la superfamilia a la que pertenecen. Al unirse al
ligando, el receptor dimeriza, formando un heterodimero con el receptor del acido 9-
cis retinoico (RXR). El receptor activado se une a secuencias de ADN especificas
(PPRE: PPAR response element o elemento de respuesta a proliferadores
peroxisomales), presentes en los genes bajo control. La union del ligando induce un
cambio conformacional en el receptor nuclear, que permite el reclutamiento de los
co-activadores o co-represores de la transcripcion. Asi, la union del ligando a PPAR

resulta en la activacion de éste como factor transcripcional.
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Se ha descripto que controlan, por ejemplo, la expresion génica de diversos
genes blanco, como son las hormonas esteroidales, los glucocorticoides, la tiroxina,
el acido retinoico y la vitamina D.

Ademas, el sistema PPAR cumple un papel importante en la regulacion de
vias metabolicas relacionadas con el balance energético (metabolismo lipidico,
gluconeogénesis y termogénesis), participa en la produccion de citoquinas
involucradas en el proceso inflamatorio, en el control del crecimiento-diferenciacion
celular normal (adipogénesis, desarrollo de macrofagos) y también, en la
proliferacion celular [134, 135].

Se conocen 3 isoformas de PPAR, denominadas: a, B (0d)y v, que son
codificadas por genes individuales con alto grado de similitud. Ademas, existen tres
variantes transcripcionales derivadas del gen PPARYy, denominadas: y1, y2 y y3.

La funcion especifica de las isoformas de PPAR se fundamenta en su
expresion tisular diferencial y en la selectividad por los ligandos. PPARa y PPARYy
proporcionan un nexo molecular entre nutricion y la expresion génica. Ambos
receptores juegan un papel clave en la homeostasis lipidica regulando tanto el
catabolismo (PPARa) como el anabolismo (PPARY) de lipidos. También cumplen
una funcién en el control de la proliferacion y diferenciacion celular asi como en el
control del proceso inflamatorio.

La identificacion de los ligandos enddgenos de PPAR ha sido compleja. La
activacion de PPAR, evaluada a través de ensayos de activacion transcripcional de un
gen reportero, no constituye una prueba irrefutable de una interaccion ligando-
receptor, ya que no permite descartar que el verdadero ligando sea un metabolito del
presunto activador. Mediante ensayos de union, se ha demostrado la uniéon a PPAR
de acidos grasos marcados radioactivamente. Los acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs), los eicosanoides derivados de PUFAs esenciales, los fibratos y las drogas
hipoglicemiantes del tipo glitazonas son activadores de PPAR [136]. Asi, PPARa es
activado preferentemente por proliferadores peroxisomales como clofibrato. Entre
los acidos grasos, el acido linoleico y el acido docosahexaenoico (DHA) son los
mejores activadores de PPARa, aunque el AA y eicosanoides como el LT B4 y el 8-
HETE también son activadoresde dicho receptor.

PPARS es activado por acido linoleico y por DHA. Mientras que PPARY es activado

por DHA, asi como también por algunos compuestos derivados de la oxidacion de
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las lipoproteinas de baja densidad (LDL), como el acido 13-hidroxioctadecanoico
(13-HODE); éste receptor no es activado por el acido linoleico. El 12- y el 15-HETE,
también son activadores de PPARy. Ademas, las prostaglandinas pertenecientes a las
series A, D y J activan PPARy. La prostaglandina J2 y, particularmente los
metabolitos de ésta: la A'>-PGJ2 y la 15-deoxy-A'*'*PGJ2 (15d-PGIJ2), presentan la
mayor potencia en la activacion de PPARy.

Los ligandos sintéticos que se unen a PPARY son las glitazonas. Estas fueron
en principio utilizadas en el tratamiento de diabetes tipo 2. Debido a que el SOP y la
diabetes comparten muchas alteraciones metabolicas, muchas de las drogas (entre
ellas las glitazonas y las biguanidas) que eran administradas para el tratamiento de
diabetes resultaron posteriormente también efectivas en el tratamiento del SOP [137-
144].

Los PPARs estan expresados en diferentes compartimentos del sistema
reproductor: hipotadlamo, pituitaria, ovario, utero y testiculos. Actuan en el
endometrio y en el desarrollo y funcionalidad de la placenta. Mas aun, la inactivacion
de PPARSs puede ser causal de absorcion embrionaria [145]. La PGD2 es la de mayor
produccion por el ttero durante la prefiez y se convierte in vivo en un ligando natural

de los PPARYy: la 15d-PGJ2 [146], pero se desconoce aun el rol biologico de ésta.

2.2.5. Alteraciones uterinas en SOP

Existen evidencias que indican incremento en la incidencia de hiperplasia y
de carcinoma endometrial en mujeres SOP [147, 148].

Se denomina hiperplasia endometrial al engrosamiento anormal del
endometrio causado por un exceso de células endometriales. Se caracteriza por una
proliferacion glandular irregular, no invasiva que presenta cantidades variable de
estroma [149]. Estas lesiones son precursoras del adenocarcinoma de
endometrio[ 150].

Se denomina adenocarcinoma al cancer de tipo maligno originado a partir de
células epiteliales glandulares. Existen dos tipos de adenocarcinoma endometriales,
los de tipo I son aquellos que se asocian con exposicion prolongada a E sin posicion
de P, tal como en el caso de las pacientes SOP anovulatorias. Este tipo de tumores

presentan escasa infiltracion endometrial y por ende en general tienen buen
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pronostico. Los adenocarcinomas tipo II, se presentan mayoritariamente en mujeres
post menopausicas y carecen de connotacidon etioldgica hormonal, ademas, no son
precedidos ni acompaiiados de hiperplasia y presentan formas histologicas
indiferenciada. Presentan alto riesgo de recidiva y metastasis.

Las causas de la hiperplasia endometrial son atribuidas a la persistente
estimulacion estrogénica sobre el endometrio sin la inhibicion de la proliferacion
inducida por la progesterona y de la diferenciacion a endometrio secretor que ocurre
luego de la ovulaciéon en condiciones normales [151]. Por otra parte, una gran
proporcion de las pacientes SOP tienen sobrepeso y muchas son obesas [152]; y se
ha reportado que la obesidad, asi como la disminucion de la proteinas ligadoras de
hormonas esteroides (SHBG), estan asociadas con el cancer endometrial [153-156].

Por otro lado, se ha asociado al aborto recurrente con la infertilidad y la
anovulacion cronica hiperandrogénica o SOP. Se ha reportado que en este grupo de
pacientes, el porcentaje de abortos recurrentes es significativamente mayor (40-50%)
que el de la poblacion general (20-30%) [147, 157], desconociéndose las causas de
esta anormalidad. Sin embargo, se especula que la morfologia y/o la funcion del
tejido endometrial pudiesen estar alteradas dado que se ha descripto que cuando
pacientes SOP son sometidas a IVF, también presentan fallas de implantacion y

pérdida de la prefiez [158-160].

2.3. Ciclos reproductivos

Al igual que la mayoria de los mamiferos placentarios, tanto humanos como
ratones poseen ciclos reproductivos regulares en el que tienen lugar cambios
fisiologicos, histologicos y citologicos en el tracto reproductivo, iniciados y
regulados por el eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal. En humanos, dicho ciclo es
denominado “ciclo menstrual” mientras que en roedores se lo denomina “ciclo

estral”. Las caracteristicas de ambos ciclos seran descriptas a continuacion.

2.3.1. Ciclo estral

El ciclo estral comprende las modificaciones estructurales (a nivel uterino,

ovarico, oviductal, vaginal y vulvar) y conductuales que sufren muchas hembras una
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vez que alcanzan la pubertad y que se repite de forma periddica y caracteristica
segun la especie.

En el ratén la duracion del ciclo estral es de aproximadamente cuatro o cinco
dias. Clasicamente el ciclo estral se ha dividido en cuatro fases: proestro, estro,
metaestro y diestro, o en dos: fase folicular y fase luteinica. En cualquier caso la
mitad del ciclo viene marcada por la ovulacion (coincidiendo con el estro o con el
final de la fase folicular) [161, 162]. Los ratones ciclan continuamente a lo largo del
afo, de manera que el diestro es seguido inmediatamente por el proestro del siguiente
ciclo. A continuacion se describen las caracteristicas principales de ambas fases del

ciclo estral.

2.3.1.1. Fase folicular

Durante esta fase el ovario presenta una marcada actividad con crecimiento
rapido de los foliculos y maduracion de los mismos. El proestro marca el inicio de la
fase folicular con la consiguiente liberacion de las hormonas gonadotropas, sobre
todo de hormona FSH que dan lugar al crecimiento y desarrollo folicular y por tanto
la produccion de estrogenos. Esta etapa se contina con el estro, momento en el que
la hembra acepta al macho, y se produce el pico pre-ovulatorio de LH responsable de

la ovulacion.

2.3.1.2. Fase luteinica

En esta fase, los cuerpos ltteos inician su desarrollo y comienzan a sintetizar
progesterona. Esta etapa se denomina metaestro. Cuando los cuerpos liteos alcanzan
su maxima actividad se dice que el animal estd en diestro. Después de la fase
luteinica puede ocurrir que:

» La hembra haya sido cubierta y quede gestante, por lo cual los niveles de
progesterona contintian elevados y los cuerpos luteos no regreseionan. Se dice
que el animal presenta un anestro gestacional.

» La hembra no quede gestante, entonces, el cuerpo luteo regresa y se inicia otra

fase folicular.
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2.3.1.3. Regulacion endocrina del ciclo estral

En la figura 9 queda representada la endocrinologia en las diferentes etapas

del ciclo estral.
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Figura 9: Endocrinologia del ciclo estral. Niveles de Progesterona, estrogenos, hormona luteneizante
(LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y prostaglandina F,, (PG F,,) segun el estadio del ciclo
estral. Adaptado de Lamb, 2009 [162]

2.3.2. Ciclo menstrual

Tal como fue mencionado anteriormente, el Utero de los roedores sufre
cambios ciclicos de crecimiento y degeneracion; de manera similar a lo que ocurre
con el de los humanos, cuyo ciclo reproductivo se lo denomina ciclo menstrual.

En ambas especies, los estrogenos producidos por los foliculos en desarrollo
estimulan el crecimiento endometrial y la progesterona es la responsable de convertir
ese endometrio en receptivo, una vez que ha respondido a los estrogenos. En la
figura 10 se grafica la dinamica endometrial durante el ciclo menstrual.

En los humanos la duracion del ciclo es de aproximadamente 28 dias. Si no
ocurre prefiez, en fase secretora (dias 15-28 del ciclo menstrual; diestro en roedores)
ocurre la regresion del cuerpo luteo y se produce el colapso de las arterias espiraladas
endometriales, lo que conlleva al desprendimiento de gran cantidad de endometrio
evidenciado con hemorragia; proceso denominado menstruacion (dias 1-5 del ciclo

menstrual; en roedores el endometrio es reabsorbido sin producirse hemorragia).
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Durante la fase proliferativa (dias 6-14 del ciclo menstrual; proestro en
roedores) los foliculos se desarrollan y comienzan a producir estrogenos que
estimulan el crecimiento endometrial. Durante los dias 13 a 15 del ciclo menstrual

(estro en roedores) los foliculos ovaricos maduran y se produce la ovulacion
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Figura 10: Diagrama representativo de la dinamica de endometrio humano durante el ciclo menstrual.

Tomado de Simoén, 2009 [163]

3. Tratamientos del SOP

La gran prevalencia y heterogeneidad del SOP hacen que no pueda utilizarse
un Unico tratamiento para evitar los trastornos que trae aparejados, sino que debe ser
“ajustado” seglin el cuadro clinico y las necesidades de cada paciente. Sin embargo,
existen algunos lineamientos generales que deben tenerse en cuenta, entre los que se
destacan la educacion de la mujer afectada acerca de los efectos a corto y largo plazo
de la patologia, y el acompafiamiento psicoldgico que permita evitar la ansiedad y
depresion (revisado en [5]). Una vez atendidos los aspectos psico-sociales de la
patologia, debe apuntarse a cambios en el estilo de vida de la persona afectada, lo
cual constituye el tratamiento de primera linea en las mujeres con SOP, segun el
Consenso Internacional Thessaloniki ESHRE/ASRM (2007). Esta recomendacion se
ve sustentada en el hecho de que en aquellas mujeres en las cuales éste sindrome se

presenta conjuntamente con obesidad, la pérdida de entre el 5-10% de su peso mejora
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alteraciones psicologicas [164], metabolicas y reproductivas [165]. En cuanto a este
ultimo aspecto, debemos destacar que la pérdida de peso se asocia con el aumento
espontaneo de la tasa ovulatoria [166, 167] y el incremento de la tasa de embarazo en
un 20% [168]. Estos resultados son ain mas conspicuos si ademas de dieta se

realizan ejercicios fisicos [169].

3.1. Terapias farmacoldgicas para el tratamiento de SOP

En muchas ocasiones, el cambio en el estilo de vida de la paciente que padece
SOP no resulta suficiente para paliar este sindrome, por lo cual se administran
distintas terapias farmacologicas.

En aquellas pacientes que deciden evitar el embarazo, la terapia de primera
linea en SOP se basa en la administracion de anticonceptivos orales [170, 171].
Estos logran reducir la secrecion de LH y la produccion de androgenos, aunque sus
efectos sobre el metabolismo lipidico y glucémico aun resultan controvertidos
(revisado en [172]).

En aquellos casos en los cudles la mujer desee la concepcion de un hijo,
existen distintas terapias que pueden aplicarse, entre las que se cuentan la
administracion de citrato de clomifeno (CC), la utilizacion de agentes sensibilizantes
a la insulina como la Metformina y las Glitazonas, la aplicacion de gonadotrofinas y
analogos de GnRH, la realizacion de drilling ovarico y la implementacion de técnicas
de reproduccion asistida.

Entre las terapias mencionadas, la administracion de CC atn continta siendo
la primera opcién para la induccion de la ovulacion en las mujeres que presentan el
fenotipo anovulatorio de SOP, debido su bajo costo, simple administracion y
probados efectos sobre el aumento de la tasa de embarazos y de nifios nacidos vivos
(revisado en [173]). Sin embargo, la administracion de este anti-estrogeno reviste
potenciales inconvenientes, como ser: eventos de embarazos multiples [174],
sindrome de hiperestimulacion ovarica e insuficiencia lutea [175]. Estos factores,
sumados al hecho de que entre el 20-25% de las mujeres a las que se les administra
CC no son capaces de responder al tratamiento (revisado en [173]), obligaron a los
especialistas en reproduccion a buscar terapias alternativas que posean beneficios
comparables a los del CC, sin sus efectos adversos. En este contexto, en el afio 1994

se publico el primer estudio que evaluo la accion del agente sensibilizante a insulina
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Metformina en una mujer con SOP, y aunque el estudio estaba orientado a la
investigacion de su rol sobre parametros metabdlicos y endocrinologicos, los autores
notaron que el 12% de las mujeres tratadas lograban ovular espontaneamente [176],

abriendo todo un nuevo campo de aplicacion para este tipo de drogas.

3.1.1. La Metformina

La Metformina, N,N"dimetil biguanida, es la droga de mayor utilizacion en el
tratamiento de la diabetes de tipo 2 en todo el mundo.

Su accion principal radica en inhibir la produccion de glucosa hepatica e
incrementar la sensibilidad a insulina en los tejidos periféricos, disminuyendo de esta
manera la hiperinsulinemia [177].

En las mujeres con SOP, tanto diabéticas como no diabéticas, existe una
hipersensibilidad local ovarica a la insulina, que provoca la secrecion incrementada
de androgenos [178]. La reduccion de la insulino resistencia [141, 179, 180] y la
disminucion de la insulina sérica provocada por la administracion de Metformina en
pacientes SOP [181] estaria asociada con la disminucion de andrégenos circulantes y
sus efectos subsecuentes, resultando en beneficios metabolicos, reproductivos y
clinicos [180]. Sin embargo, la accion de la Metformina sobre la esteroidogénesis
ovarica es aun controversial, ya que no so6lo ejerce sus acciones de manera indirecta
al modular los niveles de insulina, sino que es capaz de actuar directamente
estimulando [182] o inhibiendo la secrecion de esteroides [183, 184] en funcion de
las condiciones metabolicas y de maduracion en las que se encuentre el tejido sobre
el cual opera. Asimismo, la aplicacion de Metformina ha mostrado tener efectos
inmunomoduladores, dado que es capaz de regular la proporcion de las
subpoblaciones linfocitarias T CD4+ y T CD8+, la secrecion de TNF-a in vivo en
ratones prepuberes hiperandrogenizados [48] y la proliferacion de linfocitos T in
vitro [185]. Adicionalmente, posee actividad de aminoguanidina actuando como un
agente capturador de especies reactivas del oxigeno (ROS) [186].

En lo que respecta particularmente a su accion sobre parametros
reproductivos, se demostré que la administracion de Metformina induce incrementos
en la tasa de ovulacion [187, 188]. Asimismo, algunos reportes demostraron la
capacidad de esta biguanida de mejorar la vascularizacion uterina [189], evitar la

reabsorcion embrionaria [190] e impedir complicaciones obstétricas durante el
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embarazo [191]. Sin embargo, entre los estudios clinicos realizados, muy pocos
tuvieron en cuenta el nimero de embarazos logrados y el de nifios nacidos con vida
[188] y, por otro lado, se ha descripto que las pacientes SOP obesas son poco
respondedoras a la monoterapia con Metformina [192].

A pesar de los antecedentes expuestos, los mecanismos de accion por los
cuales la Metformina ejerce sus acciones, ya sea sobre parametros metabolicos como
reproductivos, no se comprenden por completo. Dilucidar dichos mecanismos
permitiria mejorar los resultados obtenidos en el tratamiento de SOP Y, en caso de
ser necesario, mediante la aplicacion conjunta de otros farmacos que complementen

sus efectos.

3.1.2. Las Glitazonas

Las glitazonas, también conocidas como tiazolidinedionas, son farmacos
hipoglucemiantes que originalmente fueron desarrollados como hipolipemiantes.

La primera de ellas fue la Ciglitazona, la cual demostrd una disminucion de la
glucemia en modelos animales, pero con poco efecto clinico. En 1997 se lanz6 al
mercado la Troglitazona, pero fue retirada en marzo del 2000 por hepatotoxicidad.

Desde 1999 se tienen disponibles a la Rosiglitazona y la Pioglitazona. Estos
farmacos han sido aprobados en Europa como drogas de segunda linea, restringidas a
terapia combinada; en Estados Unidos se ha permitido su uso como agentes de
primera linea en monoterapia o en combinacion con otros farmacos [193].

Las Glitazonas ejercen su efecto pleiotropico al unirse a los receptores
PPARY. A nivel pancreético, producen un aumento en la sintesis y en el contenido de
insulina en los islotes pancreaticos, estimulan la respuesta secretora, inducen una
recuperacion del patron pulsatil de secrecion de insulina y reducen el contenido graso
en islotes [194]. Se ha postulado que estas acciones pueden contribuir a la
preservacion funcional de los islotes pancreaticos [195].

En tejidos periféricos, favorecen la utilizacion de glucosa por medio del
aumento en la expresion de los trasportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-4, e
incremento de la oxidacion de la glucosa. Por otro lado, tienen la capacidad de
inducir apoptosis en células resistentes a la insulina y estimulan la proliferacion de
adipositos sensibles a insulina, lo cual conlleva a una migraciéon de depositos de

grasa corporal [196].Inhiben la expresion de la enzima 11-beta-hidroxiesteroide-

48



Introduccion

deshidrogenasa, encargada de la conversion de cortisona en cortisol. A nivel
hepatico, disminuyen la produccion de glucosa por medio del aumento de la sintesis
de glucogeno y reduccion de la glucocinasa hepatica. En el metabolismo de lipidos,
disminuyen la producciéon de acidos grasos, de triglicéridos, lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y aumentan el colesterol de alta densidad (HDL). Aunque
también producen un aumento en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), se
argumenta que este cambio so6lo se produce en las particulas de LDL grandes ligeras,
las cuales son menos oxidables y aterogénicas [197-200].

Se ha descripto que las Glitazonas en pacientes SOP inhiben la secrecion de
progesterona y estradiol [201, 202]. Dicha accion se llevaria a cabo al activar los
receptores PPARy y al actuar éste sobre los promotores de los genes
correspondientes a las dos enzimas principales de la esteroidogénesis: la 3-beta-
hydroxysteroide-deshydrogenasa 6 3-beta HSD y la aromatasa. Ademas, se vi6 que
la Pioglitazona y la Rosiglitazona redujeron la insulino resistencia y la
hiperinsulinemia en pacientes SOP, asi como también restaur6é la ovulacion y la
ciclicidad menstrual [203].

Se han obtenido buenos resultados al tratar con Rosiglitazona a pacientes
SOP obesas e insulino resistentes que mostraron no responder al tratamiento con
Metformina [204-206]. Es por ello que se sugiere el tratamiento con Rosiglitazona
representa una buena alternativa en pacientes obesas e insulino resistentes cuando

Metformina no es eficiente.

3.1.3. Terapias combinadas

La asociacion de una Glitazona con Metformina ha comenzado a ser utilizada
en el tratamiento de la diabetes tipo 2 y luego en el del SOP. Dicha terapia ha
demostrado tener la ventaja de potenciar el efecto sensibilizante a la insulina debido
a que ambas drogas actiian a través de distintos mecanismos moleculares y ademas,
las Glitazonas tendrian la ventaja comparativa de mejorar la funcion B-pancreatica.

En pacientes SOP, se ha observado una mejora en las tasas ovulatorias el
utilizar el tratamiento combinado respecto de cada droga por separado [207], asi
como también en los niveles de insulina, glucosa, colesterol HDL y la regularidad

menstrual, entre otros [208]. Sin embargo, la bibliografia al respecto es escasa y solo
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descriptiva, desconociéndose los mecanismos por los cuales esas mejoras se llevan a

cabo y sin tener en cuenta el numero de embarazos logrados.
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Hipétesis y objetivos.

El hiperandrogenismo, una de las caracteristicas mas relevantes del SOP, se
halla asociado a desordenes psicologicos, metabdlicos, inflamatorios y reproductivos.
Entre los trastornos reproductivos, se ha descripto que el exceso de androgenos tiene
efectos perjudiciales sobre la funcion endometrial [209-211], contribuyendo a
alteraciones asociadas al SOP como son: la infertilidad, las altas tasas de aborto, la
hiperplasia endometrial y el cancer de endometrio [147].

En mujeres con SOP, la administracion de Metformina presenta beneficios
metabdlicos, reproductivos y clinicos [180], entre los que se cuentan la restauracion
de la ovulacion [190] y la diminucion en el hiperandrogenismo [212]; aunque pocos
de los estudios realizados tuvieron en cuenta al nimero de embarazos logrados [188].

Existe controversia acerca de la efectividad de la Metformina para lograr
mejores tasas de embarazo y parte de la misma se debe al desconocimiento del
mecanismo de accion de la Metformina. Por otro lado, un gran nimero de pacientes
obesas no responden a la monoterapia con Metformina [192] y se ha visto que en
esas mujeres se obtienen mejores resultados al administrar la terapia combinada
Metformina + Rosiglitazona [208], aunque en estos estudios tampoco fueron tenidos
en cuenta en el nimero de embarazos logrados.

De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, se planted la siguiente hipotesis

de trabajo:

“El hiperandrogenismo produce alteraciones en la funcionalidad uterina que
afecta, entre otros, a la ruta de activacion de los receptores PPARy. La Metformina
es capaz de prevenir solo alguna/s de dichas alteraciones y el tratamiento
combinado Rosiglitazona + Metformina mejora pardametros que la monoterapia

con Metformina no normaliza.”

A fines de comprobar dicha hipotesis se establecid el siguiente objetivo

general:

“Estudiar los mecanismos por los cuales el hiperandrogenismo altera la
funcionalidad uterina y el alcance del tratamiento con Rosiglitazona y/o

Metformina.”
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De acuerdo al objetivo general se propusieron los siguientes objetivos particulares:

Capitulo I: Estudiar el efecto de la hiperandrogenizacion y del tratamiento con

Metformina sobre la funcionalidad uterina, evaluado a través de los siguientes

parametros:

>

>
>
>

>

>

Peso uterino.

Histologia uterina.

Niveles uterinos de Oxido Nitrico.

Defensas antioxidantes uterinas, evaluadas a través de: actividad de la
Superoxido Dismutasa, concentracion de Catalasa y contenido de Glutation.
Secrecion uterina de prostaglandinas y su modulacion, por medio de:

- Niveles de PGE producida y liberada.

- Niveles de PGF,,, producida y liberada.

- Expresion de las enzimas COXs.

- Expresion de la enzima 9 Cetorreductasa.

Analisis de la abundancia de los receptores PPARY en el ttero.
Disponibilidad uterina de ligandos de PPARY, a través de la expresion uterina
de:

- La enzima 15-Lipo-oxigenasa.

- La enzima 12-Lipo-oxigenasa.

- La Prostaglandina D Sintasa.

Niveles de apoptosis en los tteros.

Proliferacion celular endometrial.

Capitulo II: Evaluar los efectos del tratamiento Metformina + Rosiglitazona sobre

aquellos parametros alterados como consecuencia del hiperandrogenismo (evaluados

en el capitulo I) que no fueron prevenidos con la monoterapia de Metformina, o sea

analizando:

>
>

Peso uterino.
Defensas antioxidantes uterinas, evaluadas a través de: actividad de la

Superoxido Dismutasa, concentracion de Catalasa y contenido de Glutation.
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Materiales y métodos

1. Modelo Experimental

1.1. Animales

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizaron ratones hembras
prepuberes de la cepa BALB/c (Mus musculus, 22-25 dias de edad).

Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura
(21-23°C) y con un fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas oscuridad (las luces
encendidas a las 7.00 hs y apagadas a las 21.00 hs), teniendo acceso ad libitum a
agua y alimento.

Todos los experimentos y protocolos fueron realizados siguiendo las normas
del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires, y la “Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” U.S. Nacional Research Council, 1996.

1.2. Tratamientos

Con el fin de evaluar el estado uterino en el sindrome del ovario poliquistico,
se utilizé el modelo murino propuesto por Lee y col., 1998 [38], que consiste en la
induccion de ovarios poliquisticos al androgenizar ratas con DHEA, luego de las
leves modificaciones realizadas [46] con el fin de ser aplicado a ratones. Dado que la
Metformina y la Rosiglitazona son utilizadas en el tratamiento del sindrome del
ovario poliquistico, fue de nuestro interés evaluar el efecto de las drogas sobre la
funcionalidad uterina de ratonas hiperandrogenizadas.Para ello, los animales fueron

divididos en grupos experimentales:

* Grupo C (control): Los animales de este grupo fueron inyectados en forma
subcutanea con aceite vegetal (0,1 ml) y se les suministré agua (0,05 ml) oralmente
por medio de canula. Ambos tratamientos fueron aplicados diariamente durante 20

dias.

* Grupo M (Metformina): Los animales recibieron oralmente, por medio de canula,
Metformina en una dosis de 50 mg/kg de peso corporal (disuelta en 0,05 ml de agua)
durante 20 dias consecutivos. Dicha dosis es la equivalente a la utilizada en el

tratamiento de mujeres con SOP [213].
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* Grupo DHEA: Los animales fueron inyectados subcutaneamente con DHEA en
una dosis de 60 mg /kg peso corporal (disuelto en 0,1 ml de aceite vegetal),
diariamente durante un lapso de 20 dias. Dicha dosis es la utilizada previamente por

otros grupos de trabajo [37-39, 46-51].

* Grupo DHEA+M: Los animales fueron inyectados subcutaneamente con DHEA
(dosis: 60 mg/kg peso corporal, disuelto en 0,1 ml de aceite vegetal) y les fue
administrada simultaneamente Metformina oralmente por medio de una canula
(dosis: 50 mg/kg de peso corporal disuelto en 0,05 ml de agua). Ambos tratamientos

fueron aplicados conjuntamente durante 20 dias.

* Grupo DHEA+R: Los animales fueron inyectados subcutineamente con DHEA
(dosis: 60 mg/kg peso corporal, disuelto en 0,1 ml de aceite vegetal) y les fue
administrada simultdneamente Rosiglitazona oralmente por medio de una canula
(0,16 mg/ kg peso corporal, disuelta en agua 0,05 ml de agua). Dicha dosis es la
equivalente a la utilizada en el tratamiento de mujeres con ovarios poliquisticos [207,

214]. Ambos tratamientos fueron aplicados conjuntamente durante 20 dias.

*Grupo DHEA+M+R: Los animales fueron inyectados subcutdneamente con DHEA
(dosis: 60 mg/kg peso corporal, disuelto en 0,1 ml de aceite vegetal) y les fueron
administradas simultdneamente Rosiglitazona (0,16 mg/ kg peso corporal, disuelta en
agua 0,05 ml de agua) y Metformina (dosis: 50 mg/kg de peso corporal disuelto en
0,05 ml de agua) oralmente por medio de una cénula. Los tres tratamientos fueron

aplicados conjuntamente durante 20 dias.

Al final de los tratamientos, se tomaron extendidos vaginales de cada
individuo con el fin de determinar el estadio del ciclo sexual en el que se

encontraban.

2. Obtencion de tejidos

Finalizados los tratamientos, los animales fueron anestesiados y se les extrajo
sangre (se centrifugd, se extrajo el suero, se lo fracciono6 y se lo conservo a -80°C
hasta su utilizacion). A continuacion, fueron sacrificados por dislocacion cervical y
sus uteros fueron extraidos. Parte de esos tteros fueron procesados inmediatamente o

fueron conservados a -80°C, segtn la determinacion para la que serian usados.
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En la primer parte del trabajo se emplearon 4 grupos de animales (C, M,
DHEA, DHEA+M) y en el segundo capitulo se utilizaron 5 grupos (C, DHEA,
DHEA+M, DHEA+R, DHEA+M+R).

3. Determinaciones experimentales

3.1. Cuantificacion de los niveles séricos de progesterona y estradiol

Los sueros de las hembras fueron obtenidos por centrifugacion de la sangre
(900 g, 15 minutos) y las hormonas esteroideas totales fueron extraidas con éter
dietilico y fueron llevadas a sequedad en estufa de vacio.

La concentracion de P4 y E; en dichas muestras se evalud por la técnica de
radioinmunoensayo (RIA) con anticuerpos especificos provistos por el Dr. GD
Niswender (Colorado State University, Fort Collind, CO), tal como fue descripto
previamente por [215]. Brevemente, los reactivos y las muestras fueron
reconstituidos en el buffer RIA correspondiente (ver tabla 1). Tanto las muestras
patrones como las muestras a ensayar (100 pl) se incubaron a 4 °C toda la noche con
200 pl del anticuerpo y 100 pl del metabolito (P4 6 E;) marcado con tritio. Las
uniones inespecificas fueron separadas mediante el agregado de 200 pl de una
suspension de carbon activado-dextran (Carbon 1%, Dextran 0,1 % en Buffer de
RIA) y centrifugacion a 2000 g por 15 minutos a 4°C en centrifuga refrigerada
(Sorvall RC-5B). El sobrenadante de centrifugacion se recogio en viales conteniendo
liquido de centelleo, y se cuantificod la radioactividad en un contador de centelleo
liquido beta. El anticuerpo para P4 posee una alta especificidad, con baja reactividad
cruzada: <2% para la 20a- hidroxiprogesterona y para deoxicorticosterona y <1%
para el resto de los esteroides presentes en suero. La sensibilidad es de 5-10 pg por
tubo. El anticuerpo para E, presenta una baja reactividad cruzada:<1% para
progesterona y testosterona, <5% para estriol y <10 para estrona.

Los resultados se calcularon a partir de una curva patréon del esteroide

indicado y se expresaron en ng de esteroide/mg proteina.
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Hormana Buffer Rla Matabalito marcada
dzlerminada
Progesterona Nax HPOWTZHD 40mhd, WaH PO 24 mh, 17u-Hidreoxi-| 1,28, 7-H|
Nall 134 &, Gelabina 01 %, Azida Progesterona, &0 Ci fmmal, 1
Sodica Q0% pH=7. mliSml Amersham
Carporation, Arlington Haights,
USA.
Estradial Tris HOl 005 M, KaCl 0.1 M, Gelatina 0.1 12,457 15, 17"H | -Estradial,
% Azida Sodica 1%, pHE. 00, Amersham Corporation,
Arlinglon Heights USA

Tabla 1: Detalle de los buffers y metabolitos marcados utilizados para la determinacion por RIA de

progesterona y estradiol.

3.2. Procesamiento del tejido uterino para la realizacion de técnicas histologicas

Obtencion de cortes histologicos

Uteros provenientes de animales de los 4 grupos experimentales (C, M,
DHEA y DHEA+M) fueron fijados en una soluciéon de formol 4% en PBS (pH 7)
por 24 horas y luego conservados en etanol 75° Posteriormente, fueron
deshidratados gradualmente utilizando concentraciones crecientes de etanol (80°, 90°,
96°y 100°), etanol: xileno (1:1) seguido de xileno e incluidos en parafina.

Posteriormente se realizaron cortes histologicos de 6 pm utilizando un
micrétomo tipo Minot y montados en portaobjetos cubiertos con gelatina (gelatin-

coated glass slides, Biobond; British Biocell International, Cardiff).

Estudio de la morfologia uterina

Para evaluar si la histologia uterina se veia afectada por alguno de los
tratamientos, secciones de tejido fueron desparafinadas en xileno y re-hidratadas
gradualmente utilizando concentraciones decrecientes de etanol (100°, 90°, 80°, 75%
70°) y agua destilada. A continuacion, se realizoé la tincion con hematoxilina de
Mayer durante 10-15 minutos y se lavd bajo flujo de agua corriente hasta obtener
coloracion azulada. Posteriormente, se realizo la tincion con eosina (1%) durante 2-4
minutos, eliminando el exceso con etanol 75°. Luego, se deshidraté cada corte con
concentraciones crecientes de etanol (70°, 75°, 80°, 90° y 100°) y por tltimo se aclar6d

con xileno y se procedi6 al montaje.
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Los cortes fueron observados bajo microscopio y fotografiados. Con el objeto
de evaluar si los tratamientos tenian efecto a nivel de la histologia uterina,
analizamos cada seccion utilizando el criterio de Scully [216], segun el cual, las

glandulas uterinas son clasificadas en cuatro tipos (Figura 1):

(i) Glandulas normales: glandulas tubulares simples, que en secciones pueden
aparecer circulares, ovaladas o elongadas con lumen angosto y sin ramificaciones ni
glandulas hijas;
(i1)) Glandulas quisticas: glandulas circulares de gran tamarfio;
(iii)) Glandulas con glandulas hijas: glandulas de varios tamafios y formas
(circulares, elongadas o tortuosas) con glandulas hijas formadas o en formacion o
glandulas dentro del epitelio o dentro del lumen de la glandula madre, o sobre la
superficie externa de la glandula madre (como un brote)
(iv) Gléndulas formando conglomerados: glandulas con arquitectura compleja en
las cuales cada glandula esta cerca de las demas sin estroma entre ellas y presentan
numerosos lumenes que las interconectan. Pueden desarrollarse a partir de glandulas
hijas.
Ademas, se evaluo el tipo de epitelio que presentaban las glandulas
endometriales. Este fue clasificado en simple, pseudoestratificado y estratificado.
Tanto el epitelio estratificado como las glandulas con glandulas hijas (iii) y
las que forman conglomerados (iv) son considerados indicadoras de posible

desarrollo de malignidad en el endometrio segun el criterio utilizado.
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Figura 1: Clasificacion de las glandulas uterinas. (a) glandulas normales, (b) Glandulas quisticas, (c)
Glandulas con glandulas hijas y (d) Glandulas formando conglomerados. Tomado de Gunin, 2001

[217]. Tincion Hematoxilina-Plata. Barra de escala: 100 pm

3.3. Actividad de la Oxido Nitrico Sintasa uterina.

Dado que la acumulacion de 6xido nitrico (NO) produce efectos de nitracion
nocivos para el tejido, evaluamos la actividad de la enzima o6xido nitrico sintasa
(NOS) a través de la cuantificacion de "C-citrulina formada a partir de He-L-

arginina, reaccion que también forma una molécula de NO:

Arginina + O, _NOS , Citrulina + NO

Ecuacion 1: Reaccion catalizada por la Oxido Nitrico Sintasa (NOS)

El método utilizado es una modificacion de la técnica de Salter y col., 1991
[218]. Brevemente, se homogeneizaron los tejidos mediante Tissuemizer Tekmar;
Thomas Scientific, New Jersey a 0°C en 3 volumenes de 50 mM Hepes, 1 mM DL-
dithiothreitol, 1 mM NADPH (pH 7.5) y L-valina (50 mM, para minimizar la
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interferencia de la arginasa). Las muestras de uteros fueron incubadas a 37 °C con 10
uM -['*C] arginina (0.3 pCi; 1 Ci = 37 GBq). Luego de 15 min de incubacion, las
muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 1000 g y separadas en columnas de
intercambio con resina de la forma Na+ (DOWEX AG50W-X8). La radioactividad
se midié con contador de centelleo liquido beta. Los coeficientes intra e inter ensayo
fueron ambos menores de 8.0 %.

Los resultados se expresaron en pmol/g de peso humedo de tejido x minuto.

3.4. Evaluacion del balance oxidativo
Procesamiento de las muestras

Los uteros fueron homogeneizados manualmente a 0°C en 1 ml de buffer de
homogeneizacion para estrés oxidativo (EDTA 1mM, KCl 150 mM, beta
Mercaptoetanol 1mM, Tris Base 20 mM, Sacarosa 500 Mm; pH 7.6). El homogenato
fue centrifugado a 10000 g, 4°C por 10 minutos. Se separ6 el sobrenadante, se lo
fracciono y se lo guardd en freezer a -20C para los ensayos de Superoxido dismutasa,

Catalasa, Glutation y determinacion de proteinas.

Determinacion de la actividad de la enzima Superoxido Dismutasa

Las Superoxido Dismutasas (SOD) son un grupo de metaloenzimas que
detoxifican las ROS mediante la conversion de anion superoxido (O2e-) a peroxido
de hidrogeno (H,0O,) y oxigeno (O,).

La actividad total de esta enzima fue medida por un método
espectrofotométrico descripto por Misra y Fridovich, 1972 [219]. Este método se
basa en la habilidad de la SOD de inhibir la auto-oxidacion de la epinefrina, en la
cual se produce como intermediario el anion superodxido. Dado que la oxidacion de la
epinefrina es seguida por la formacion del epinocromo que tiene un maximo de
absorbancia a 480 nm (ver esquema 4), se registra la concentracion de este producto

como medida de la actividad de enzima (condiciones de reaccion: pH 10.2; T: 30°C).
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HO CH (OH) - CH, - NHCH,
— _t
N
HO HO \
CH,
epinefrina epinocromo

Esquema 1: Oxidacion de la epinefrina y formacion del epinocromo detectable a 480 nm.

A fines de evaluar la actividad de esta enzima en los uteros estudiados, una fraccion
de cada muestra se disolvid en buffer glicina 50 mM (pH 10.2) y se agrego
epinefrina 30 mM en écido acético 0.05% v/v. Se midi6 la formacion del epinocromo
a 480 nm durante 4 min. Se determin6 el volumen de enzima (ul) presente en la
muestra que inhibia la oxidacion de la epinefrina en un 50%, la cual corresponde a 1
unidad de SOD (USOD). La concentracion de proteinas se determind por el método

de Bradford. Los resultados se expresaron como USOD/mg proteina.

Medicion de la actividad enzimatica de Catalasa

Este método [220] se basa en el rol de la enzima Catalasa para catalizar la
conversion de peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Dado que el peroxido de
hidrogeno absorbe a 240 nm, el consumo de este compuesto puede medirse

espectrofotometricamente.

2H,O, -Catalasay, 2 H,O+ O

Ecuacion 2: Reaccién catalizada por la enzima Catalasa

Se evaluo la actividad de esta enzima en los homogenatos uterinos. A 100 pl
de cada muestra se le adicionaron 3 ml de buffer fosfato 50 mM (pH 7.2) y 100 pl
H,0, 3M, registrandose la absorbancia a 240 nm durante 1 minuto en intervalos de

10 segundos. A continuacion, se realizaron una serie de calculos descriptos y
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fundamentados previamente [220]. Brevemente, se grafico el log [H,O;] en funcion
del tiempo, y se calcul6 la pendiente del grafico (k"). Sinedo, k'x dilucion / k x mg
de proteina = [catalasa] = nmoles / mg de proteina. Donde k =4.6 x 107 M s (para
nuestro modelo de estudio). La concentracion de proteinas se determind por el
método de Bradford. Los resultados fueron expresados como nmol Catalasa/mg de

proteina.

Determinacion del contenido total del metabolito antioxidante Glutation

El método utilizado aqui para la determinacién del contenido de Glutation
[221] se basa en la reaccion de reduccion del acido 5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico

(DTNB), llevada a cabo por el Glutation reducido (GSH), en medio reductor:

2GSH +DTNB » GSSG+2TNB

Ecuacioén 3: Reaccion de oxidacién del GSH y reducciéon del DTNB en medio reductor.

Al reducirse, el DTNB forma un compuesto coloreado: el 5-tio-2-
nitrobenzoato (TNB) que es posible cuantificarlo a 412 nm.

Para medir el Glutation total, se agrega Glutation reductasa (GR) al medio,
enzima que cataliza el pasaje de Glutation oxidado (GGSG) a su forma reducida.

Para medir la concentracion de GSH se colocaron 50 pul de muestra, 950 pl de
buffer, 50 ul de NADPH, 20 ul del reactivo de Ellman (DTNB) y, en ultimo lugar,
20 wl de GR. Se registro la absorbancia a cada minuto, durante los primeros 6
minutos (donde se mantiene la linealidad de la reaccion) y se determind la pendiente
de la reaccion. El contenido de GSH se cuantific6 mediante comparacion de la
pendiente de cada muestra con aquella obtenida de una reaccion con concentracion
conocida de GSH. La concentracion de proteinas se determind por el método de
Bradford. Los resultados se expresaron como concentracion pM de GSH/ug de

proteina.

62



Materiales y métodos

3.5. Cuantificacion de la produccion de prostaglandinas E y F», uterina

Extraccion de prostaglandinas uterinas

Los uteros fueron pesados e incubados en Krebs- Ringer- Bicarbonato (KRB:
NaCl 118 mM; KC1 4.7 mM; MgSO,4 1.2 mM; KH,PO4 1.2 mM; glucosa 11.7 mM;
NaHCO; 25 mM; CaCl, 1.2 mM; pH 7.4) por 1 hora en un agitador Dubnoff, bajo
una atmoésfera humeda de 5% de CO; en 95% de O, a 37°C. Al finalizar el periodo de
incubacion el tejido fue retirado y la solucion acidificada a pH 3 con HCI. La
extraccion de las prostaglandinas se realiz6 adicionando 3 veces con volumen de 1
ml de acetato de etilo. El producto de la extraccion fue secado en atmdsfera de N, y

almacenados a —20°C hasta el momento de realizar el radioinmunoanalisis.
Radioinmunoandlisis de prostaglandinas

Los reactivos y las muestras fueron reconstituidos en el buffer de RIA
prostaglandinas (K,HPO4*3H,O 7.30 mM; KH,PO4 2.70 mM; NaCl 154 mM;
albimina bovina sérica 7.14 mM; azida sodica 15.38 mM; pH 7.4). Tanto las
muestras patrones como las muestras a ensayar (100ul) se incubaron por 30 minutos
con 500ul del anticuerpo especifico (anti-PGF,o o anti-PGE, ambos de Sigma
Chemical Co, USA) a 4°C. Luego se agregaron 100ul del metabolito marcado con
tritio (para PGF,a: [5,6,8,9,1 1,12,14,15(n)—3H]—PGF2a; 160Ci/mmol, o para PGE: ([
5,6,8,9,11,12,14,15 (n)-3H ]- PGE; 160Ci/ml ambos de Amersham Corporation,
Arlington Heights USA) y se incub6 por 1 hora a 4°C. Una vez transcurrida la hora,
se agregaron 200ul de una suspension de carbon activado-dextran (carbon 1% /
dextran 0,1% en buffer RIA prostaglandinas), se dejo reposar por 10 minutos a 0°C.
Finalmente se realiz6 una centrifugacion a 2000g por 15 minutos a 4°C en centrifuga
refrigerada (Sorvall RC-5B).

El sobrenadante de centrifugacion se colectd en viales conteniendo liquido de
centelleo (Optiphase), y se procedi6 a cuantificar la radioactividad en un contador de
centelleo liquido alfa.

La concentracion de prostaglandinas (PGE y PGF,a) se calcularon a partir de
una curva patron (15-4000 pg), y los resultados finales se expresaron en pg PG /mg

de peso himedo de tejido.
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3.6. Obtencion de ARN para la realizacion de retro-trancripcion y amplificacion

Extraccion de ARN

El contenido total de ARN de los uteros fue obtenido utilizando TRIZOL
(Invitrogen Life Technologies) siguiendo las instrucciones del productor.
Brevemente, los uteros fueron homogeneizados en 1 ml de Trizol. Se incubd por 5
minutos a temperatura ambiente y se agregd 200 ul de cloroformo. Se incub6 por 3
minutos y se centrifugd a 12000g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa (superior)
fue transferida a otro tubo para proseguir con la extraccion de ARN, mientras que la
fase organica (inferior) se recupero para la posterior extraccion de proteinas. La fase
acuosa (500 pl) fue precipitada con 600 ul de isopropanol y centrifugando a 12000 g
por 10 minutos a 4°C. A continuacion, se lavé con etanol 75 % y se dejo secar el
pellet durante 1-2 minutos. El mismo fue resuspendido en 30 pl agua libre de
ARNasas y se calculo la concentracion de ARN midiendo la absorbancia a 260 y 280
nm. Finalmente se evalu6 su integridad mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Luego, las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a -70°C para ser

utilizadas posteriormente.
Retro-transcripcion

A partir del ARN, obtenido como se describid en el punto anterior, se obtuvo
el ADN copia (ADNc) correspondiente, mediante retrotranscripcion (RT-PCR). Para
ello se utilizaron hexameros al azar (random primers) como cebadores y
Transcriptasa Reversa del Virus de Leucemia Murina Moloney (M-MLV RT,
Promega Corporation, Madison, USA) siguiendo las especificaciones del productor.
Brevemente, se colocaron 4 pg de ARN, y 2 pug de random primers (Promega
Corporation, Madison, USA) en un volumen final no superior a 14 pl. Se incubd a
70°C por 5 minutos y, luego, se cortd la reaccion llevando a hielo. Posteriormente se
adicionaron los siguientes reactivos en el orden indicado: 5 pl de buffer RT-MMLV
5X (Tris-HCI 250 mM; KCI 375 mM, MgCl, 15 mM y DTT 50 mM), 5(7ul de una
mezcla dNTPs (dATP 10mM; dGTP 10mM, dCTP 10mM, dTTP10mM), RT-
MMLYV 200U y agua libre de nucleasas hasta completar los 25 pl. Se mezclo
delicadamente y se incubo por 60 minutos a 37°C. Las muestras de ADNc

sintetizadas se guardaron a -70°C hasta la realizacion de la PCR correspondiente.
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Reaccion en cadena de la polimerasa

Alicuotas del ADNCc, producto de la retrotranscripcion, fueron amplificadas
utilizando buffer y cebadores (primers) especificos bajo las siguientes condiciones
generales: el volumen final de reaccion fue de 30 pl. La mezcla de reaccion consistio
en primers en una concentracion de 0.5 uM, 0.2 uM de los 4 deoxy-nucleotidos
trifosfato, 2.5 uM de MgCl,, 1.25 U de Tag-DNA polimerasa en buffer de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Promega, Madison, WI).

Se utilizaron como controles negativos muestras de ARN a las cuales se les
practico la reaccion de PCR sin previa retro-transcripcion y controles donde no se
agreg6 acidos nucléicos.

El ADNc fue amplificado en un termociclador Ivema T-18, comenzando por 4
minutos de desnaturalizacion a 94°C y finalizado con 10 minutos de extension a 72°.
Las condiciones particulares de cada amplificacion son las que se describen en la
Tabla 2.

Las condiciones y cantidades de ADNc que se utilizaron fueron tales que la
intensidad del producto de amplificacion se encontraba en la fase exponencial y el
ensayo fue lineal con respecto a la cantidad de ADNc utilizado.

Los productos de la PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1,5 % que
contenian 0,5 mg/ml de bromuro de etidio) y utilizando un marcador de peso
molecular de ADN de 50-1000 pares de bases.

Los geles fueron visualizados y fotografiados utilizando un analizador de
imagenes (ImageQuant RT-ECL with ImageQuant TL software, Amersham
Biosciences). Posteriormente, la intensidad de las bandas se calculd utilizando el
software Imagen J. La cantidad relativa de los ARNm se expresaron con relacion a la

intensidad de la sefial del ARNm de 18s utilizado como gen control.
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15-LOX

12-LOX

COX-2

CBR1

(9 ceto)

PGDS

PPAR y

18s

Secuencia del primer (5-3")

Sense: TAGCCATCCAGCTCGAACTG

Antisense: GGTGTAGAGTAGGTGAGGAACTA

Sense: TGATCAGGTAGTGAGCACAGGT

Antisense: CCTTCACATACCTGGCAGTGA

Sense: ATCCTGCCAGCTCCACCG

Antisense: TGGTCAAATCCTGTGCTCATACAT

Sense: CTTCCACCAGCTGGACATC

Antisense: CATTCAGGAGGATCTTGTCC

Sense: CAGGAAAAACCAGTGTGAGACC

Antisense: AGAGGGTGGCCATGCGGAAG

Sense: TGACACAGAGATGCCATTCTGG

Antisense: GTAATAGCAACCATTGGGTCAGCTC

Sense: TAACGAGGATCCATTGGAGG

Antisense: CCCTCTTAATCATGGCCTCA

N° de acceso al

banco de genes

NM_009660

NM_007440

NM_011198

U31966

NM_008963
XM_974597

u01664

NR_003278

Tamafio del

producto

(pb)

250

192

169

500

194

184

374

Materiales y métodos

Cantidad
de ADNc

(ul de RT)

Condiciones

94°C 45"
51°C 30"

72°C 30"

94°C 45~
51°C 30~

72°C 30

94°C 45"
54°C 30"

72°C 30"

94°C 45~
52°C 60~

72°C 60~

94°C 45"
58°C 30"

72°C 30"

94°C 45~
60°C 30"

72°C 30

94°C 45"

50°C 17,
72°C 30°

Tabla 2: Secuencia de primers y condiciones de reaccion utilizadas para la amplificacion por PCR

3.7. Obtencion de proteinas y realizacion de Western Blots

Extraccion de proteinas

El contenido proteico de los tuteros fue obtenido utilizando TRIZOL

(Invitrogen Life Technologies) como se describid previamente para la extraccion de

ARN. Brevemente, los tteros fueron homogeneizados en 1 ml de Trizol. Se incubd

por 5 minutos a temperatura ambiente y se agreg6é 200 pl de cloroformo. Se incubd
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N°

de
ciclo

S

35

35

35

45

45

40

30
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por 3 minutos y se centrifugd a 12000g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa
(superior) fue transferida a otro tubo para proseguir con la extraccion de ARN como
se describid previamente, mientras que la fase organica (inferior) se recupero para la
posterior extraccion de proteinas. La fase organica contiene el ADN en suspension y
las proteinas. Para precipitar el ADN se adicionaron 240 pl de etanol absoluto cada
300 pl de fase organica, se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
centrifugd a 2000 g por 5 minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante (que contenia
las proteinas) y se descartdo el pellet (ADN). Para precipitar las proteinas se
agregaron 1200 pl de alcohol isopropilico, se incubé 10 minutos a temperatura
ambiente y luego se centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4°C. Se descart6 el
sobrenadante y las proteinas (pellet) se lavaron 3 veces con 2 ml de una solucion 0,3
M de hidrocloruro de guanidina en etanol 95°. En cada ciclo de lavado se incubaron
las proteinas a temperatura ambiente por 20 minutos y luego se centrifugaron a 7500
g por 5 minutos a 4°C. Luego del tltimo lavado, se resuspendieron las proteinas en
etanol absoluto, se incubaron por 20 minutos y se centrifugaron a 7500 g por 5
minutos a 4°C. El pellet se secé por 5 minutos en bomba de vacio y luego se
resuspendié en SDS 1% (peso/volumen) en agua. El contenido proteico de las
soluciones obtenidas se determind por el método de Bradford [222]. Las muestras

fueron fraccionadas y almacenadas a -20°C.

Western Blot
v’ Corrida electroforética:

Las muestras (90 pg de proteinas) fueron diluidas y desnaturalizadas en
buffer muestra 5X-SDS (10 mM Tris-HCI pH 6,8; SDS 2% p/v; glicerol 10% v/v;
azul de Bromofenol 0,06 % p/v; B-mercaptoetanol 1% v/v) y calentadas a 95°C por
4 minutos.
Posteriormente fueron sembradas en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
al 10% para COX-1y COX-2y al 12% para PPARy, 12 y 15-LOX.

Las proteinas se separaron por electroforesis a 25 mA durante 2 horas en
Tris-glicina 0.1% p/v en buffer SDS. Ademas de las muestras de interés se cargd un

marcador de peso molecular de proteinas (Rainbow-coloured protein mass markers
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14.3-200 kDa, BioRad). Como control positivo para PPARy se utilizaron extractos

proteicos de: musculo esquelético de rata.
v’ Transferencia:

Las proteinas ya separadas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) en buffer de transferencia
(metanol 20% v/v; glicina 150 mM; Tris-HCI 20 mM; pH 8,3) durante 1 hora a 4°C a
100V, utilizando una celda de transferencia mini-electroforética (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA)

Para verificar que la transferencia se llevd a cabo correctamente, a
continuacion se realizd una tincion con una solucion de Rojo Ponceau (Ponceau
0,2%, acido tricloroacético 3%, acido sulfosalicilico 3%) a temperatura ambiente por
1 minuto. Luego, las membranas fueron lavadas en TBS (Tris-HCl 4 mM, pH 7,5;
NaCl 100 mM) e incubadas por 90 m en T-TBS (Tween 20 0,1% v/v, 1X TBS)
conteniendo albumina bovina sérica (BSA: 0,1 % p/v) a temperatura ambiente con
agitacion suave para bloquear las uniones inespecificas. Luego, se realizaron lavados

con T-TBS a fin de eliminar el exceso de albumina.
v’ Inmunodeteccion de las proteinas de interés:

La presencia de las proteinas de interés se confirm6 incubando a 4°C durante
toda la noche con anticuerpos especificos: COX-1 (1:1000, Cayman, Ann Arbor, MI,
USA), los restantes anticuerpos fueron provistos por Santa Cruz Biotechnology Inc.,
USA: COX-2 (1:200), PPARy (1:100), 12LOX (1:100), 15-LOX (1:100) y B-Actina
(1:500).

Los controles negativos se realizaron omitiendo la incubacioén con anticuerpos
primarios y en ningun caso se detectaron bandas.

Las membranas fueron, luego, lavadas con T-TBS seguido de una incubacion
por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion con Ig-G de cabra anti-conejo
(1:4000 o 1:5000, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA).
Posteriormente el exceso de anticuerpo fue quitado de las membradas lavandolas con
T-TBS y, a continuaciéon, se las incubd con reactivos de deteccion de

quimioluminiscencia (Sigma-Aldrich).
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Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas usando un analizador de
imagenes (ImageQuant RT-ECL with ImageQuant TL software, Amersham
Biosciences).

Los resultados se expresaron como Densidad Optica relativa, definida como

el cociente entre las densidades oOpticas de la proteina de interés y de la actina.

3.8. Marcacion in situ del ADN fragmentado

La valoracion de la apoptosis por el método de marcaje in situ del ADN
fragmentado o técnica de TUNEL (TDT-mediated d-UTP nick end labelling) tiene su
fundamento en la deteccion de la rotura del ADN internucleosomal, caracteristica de
la apoptosis, en secciones de tejido incluidos en parafina. La técnica se basa en la
incorporacion de nucleotidos marcados, llevada a cabo por la enzima trasferasa
terminal (TdT), en los extremos 3'-OH libres que se generan al fragmentarse el
ADN.

El protocolo se realizé segun las indicaciones del proveedor del kit utilizado
(DeadEndTM Fluorometric tunel System, Promega, Madison, WI). Brevemente,
secciones de 6 pm de tejido fueron desparafinadas en xileno y re-hidratadas
gradualmente utilizando concentraciones decrecientes de etanol (100°, 90°, 80°, 75° y
70°) y PBS. A continuacion, los cortes fueron desproteinizados durante 10 minutos
con proteinasa K (Sigma) 20 pg/ml en PBS. Luego se lavo en PBS y las secciones
fueron incubadas con buffer de equilibrio. Se descart6 el buffer y se los cubrié con
TdT incubation buffer que contiene por cada 15 ul de buffer equilibrio, 5 pl de mix
de nucleotidos y 1 pl de la enzima TdT. Se incub6 durante 1 hora a 37°C protegido
de la luz. Se lavé en PBS a fin de remover la fluoresceina no incorporada y a
continuacion se realizd la tincion con 4 ',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
1pg/ml).

Los controles negativos fueron cortes incubados sin TdT y los controles
positivos fueron secciones que se trataron previamente con ADNasa con el objeto de
causar la fragmentacion del ADN. Finalmente los cortes fueron montados y, luego,
observados y fotografiados utilizando un microscopio de fluorescencia utilizando

filtros de 520 nm (fluoresceina) y 460 nm (DAPI).
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Las células positivas para TUNEL fueron contadas en sectores al azar
utilizando el programa Image J, tanto en el epitelio como en el estroma endometrial,

y, posteriormente relativizadas al namero total de nticleos del mismo sector.

3.9. Cuantificacion de la proliferacion celular

Secciones de 6 pm de tejido fueron desparafinadas en xileno y re-hidratadas
gradualmente utilizando concentraciones decrecientes de etanol (100°, 96° y 70°) y
agua bidestilada. La actividad de la enzima peroxidasa enddgena se bloqued con 3%
peroxido de hidrégeno en agua bidestilada. Luego se procedio a la recuperacion
antigénica, calentando las muestras sumergidas en buffer citrato 0,01 M pH 6.

A continuacion, la union no especifica a otros epitopes se bloqued incubando
las secciones con BSA 4% (seroalbimina bovina) durante 2 horas. Luego las
secciones se incubaron con los anticuerpos anti antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA) (1:200, Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) durante toda la
noche a 4°C.

Al otro dia, luego de lavados sucesivos con PBS, las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado (1:200, Sigma B7139) durante 1
hora y luego durante 30 minutos con Streptavidina-HRP.

La marca positiva fue visualizada con el sustrato de la enzima peroxidasa,
diaminobencidina (DAB) en buffer de revelado (Roche, Diagnostics, Germany). La
reaccion se detuvo con agua destilada, las secciones se tifieron con hematoxilina
durante 30 s y se procedio a la deshidratacion previamente a realizar el montaje con
Bélsamo de Canada.

Los controles negativos correspondieron a cortes que fueron incubados en
ausencia de anticuerpo primario.

Finalmente los cortes fueron analizados bajo microscopio y fotografiados.
Utilizando el programa Image J, se contabilizaron los nucleos positivos para PCNA
en sectores al azar y se los relativizo a los nticleos negativos para PCNA (tefiidos con

hematoxilina) en el mismo sector.
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Capitulo I: Efectos de la hiperandrogenizacion y de la Metformina

Ciclo estral post tratamientos

La oligo-anovulacion es una de las principales afecciones reproductivas
observadas en SOP.

En roedores, las caracteristicas citologicas de extendidos vaginales permiten
diferenciar en qué estadio del ciclo estral se encuentran los animales y, mediante su
seguimiento, es posible obtener informacion sobre la ciclicidad ovarica. Es por ello
que en el presente trabajo, se tomaron extendidos vaginales y se los clasifico en
funcioén del estadio del ciclo en que se hallaban los animales.

Debido a la juventud de los animales durante la etapa estudiada, el ciclo estral
no se observo aun completamente establecido: los animales controles presentaron los
distintos estadios del ciclo, mostrando en algunos casos ciclos completos. Por el
contrario, la totalidad de los animales hiperandrogenizados se encontraron arrestados
en estro. Es por ello que para las posteriores determinaciones se seleccionaron los
animales de los restantes grupos de trabajo en el mismo estadio del ciclo. Esto se
hizo para poder realizar correctamente las comparaciones. De otro modo, podrian
detectarse diferencias en algunos parametros a estudiar, que se debieran al momento
del ciclo en el que se encuentran los animales y no al tratamiento en si.

Por ello, de aqui en adelante, todos los resultados presentados comparan

uteros de animales que se hallaban en estro el dia 20 de tratamiento.

Efecto de los tratamientos sobre el peso corporal

El SOP se ha visto asociado a un amplio rango de alteraciones metabolicas,
entre las que puede destacarse la obesidad [223]. Es por ello que decidimos evaluar
la ganancia de peso corporal de los animales durante el tratamiento de
hiperandrogenizacion von DHEA durante 20 dias.

Dado que el periodo estudiado corresponde a la maduracion de los animales
desde la etapa peripuberal a la etapa adulta, esto se vi6 acompaifiado del crecimiento
en el tamafio corporal que se reflejo en ganancia de peso para todos los grupos de

trabajo.
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Sin embargo, ese incremento fue significativamente mayor en los animales
que habian sido hiperandrogenizados con DHEA. Ademas, ese incremento no fue
revertido al tratar con Metformina a los animales que estaban siendo

hiperandrogenizados (Figura 1A).

Evaluacion del peso uterino post tratamientos

Se ha descripto que existen receptores androgénicos tanto en las células
estromales como en células epiteliales endometriales; y tanto la androstenediona
como la testosterona inducen cambios en la funcion endometrial. Estos datos,
sumados a la observacion del incremento en el peso corporal post-
hiperandrogenizacion y el aspecto higroscopico que presentaban los uteros de los
animales que habian sido hiperandrogenizados, nos llevaron a proponernos como
proximo objetivo evaluar si el exceso de androgenos tendria efectos a nivel del peso
uterino.

Al relativizar el peso uterino al peso corporal, se detecté un incremento de la
relacion en los animales que habian sido hiperandrogenizados con DHEA. Dicho
aumento no fue prevenido al tratar con Metformina a los animales mientras eran
hiperandrogenizados (Figura 1B).

Al analizar la morfologia de dichos uteros al momento de la extraccion,
encontramos un aumento del aspecto higroscopico en los Uteros de animales que
habian sido hiperandrogenizados. Lo que nos lleva a sugerir que el aumento en el
peso uterino relativo podria deberse al incremento en el contenido de agua de los
uteros producto de la hiperandrogenizacion. Posteriormente, al analizar la histologia
de los tejidos, se detectd el incremento en el grosor endometrial (Figura 1C), que

podria ser, al menos en parte, responsable de dicho aumento.
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Caracteristicas morfolégicas de los ratones y sus Gteros luego de la
hiperandrogenizacion y del framiento con Metformina
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Figura 1: “oriocdones del peso corporal (A), del peso uterino relative (B) v del grosor endometrial (€) luego de 20

dias de hiperandrogenizacidn y de-la administracidn de Metforming. (A) ¥ (B) W= 10 animales/ grupe; (€): N= 5

animales/ grupo . Cada barra representa la media T SEM. Los resultddos fueron evaluados por el test de AROYA

seguido de la prueba de Tukey. Los diferencias fueron consideradas significativas para P< 0,05, ¥ P2 .0.00]

respedco al Control,
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Niveles de estradiol séricos

La observacion del incremento en el peso uterino como consecuencia de la
hiperandrogenizacion puede deberse al incremento en el nimero de células presentes
en dicho tejido. Al respecto, se sabe que en SOP se ha descripto un aumento en la
actividad esteroidogénica y un incremento en la tasa de proliferacion celular que es
atribuido principalmente a la persistente estimulacion estrogénica sobre el
endometrio sin la inhibicion de la proliferacion inducida por la P4. Es por ello que
nuestro proximo objetivo fue evaluar los niveles de dichos esteroides.

La inyeccion diaria de DHEA durante 20 dias consecutivos incremento
significativamente los niveles séricos de E; respecto de los del grupo control.

Cuando los ratones fueron tratados con DHEA y Metformina conjuntamente,
los niveles séricos de esta hormona se reestablecieron a los de los controles (Figura

2A).

Niveles de progesterona séricos

La P4 se encontrd significativamente incrementada en animales
hiperandrogenizados con respecto al grupo de animales controles.
En el grupo DHEA+M, la concentracion de esta hormona no mostrd

diferencias significativas con el grupo control (Figura 2B).

Analisis de la histologia uterina

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si la alteracion en los niveles de
esteroides y en los pesos uterinos previamente descriptas, se traducian en
alteraciones a nivel de la histologia uterina. Para ello el criterio utilizado fue el de
Scully [216].

La examinacion microscopica de los uteros de animales de los grupos control
y metformina reveld endometrios de aspecto normal dado que presentaron glandulas
de tipo normales y quisticas, con un epitelio glandular de tipo ctibico simple (Figura
3 a-d).

El analisis histologico de los uteros del grupo hiperandrogenizado mostro
glandulas con glandulas hijas y formando conglomerados. El epitelio glandular fue

de tipo pseudoestratificado a estratificado (Figura 3 e y f).
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Los uteros provenientes de animales que habian recibido el tratamiento
conjunto de DHEA con Metformina presentaron glandulas de tipos normales y
quisticas, caracteristicas de endometrios normales y similares a los observados en

uteros del grupo control (Figura 3 gy h).
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Niveles de Progesterona y Estradiol séricos luego de la
hiperandrogenizacion y del tratamiento con Metformina
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Figura 2: Por radicinmunosnsayo se evaluaran los niveles de Estradiol W F';'oges'rerona (B) séricos de
animales que habian sido hiperandrogenizados v o tratade: con Metforming durante 20 dios. (A M= 10
animales/ grupo; (B); M= & animdles/ gropo . Cada barra representa la media & SEM, Los resultados fueron
evaluados por el test de AMOWA seguido de lo prueba de Tukey. Las diferencias fueron consideradas

significativas para P 005, 20 < 0001y §P < 0001
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Efecto de la -hipi!,rdnﬂlfﬁ_gEhi_I'diﬁT&n ¥ del fratamiento con Metformina
sobre la histologia uterina

Figuras 3: Los dtero: de animales que habfan side hiperandrogenizados v o tratades con #etforming durante
20 'I:II;EIS furan -eadr.cu'"cfl\b'si f._i"r.ﬂdos‘.. jnciui;i'os EWP afuf.,inu- ¥ saccionucing como 'se.-'é:escrii:é an materiokes ¥
métodos, Luego, quqnp\n' 1_e_F_F‘|i:|';JS con h:e_mqtmé'i:linuee_o_siha a fines de evaluar Ia H:i;mi;:»g'iu uteri.i:'uu,'_ N,:' 10
animales/ grups, u_:.vlh;_.@'nﬁf'rd]j ey 'Mét‘f_b‘rr_lji‘l'jtlg’ eyk DHE'A vdyh DHE&'*‘.METﬂQ‘I"i‘hi_nq: Aum,enti:-ze‘ d',..\'G} ey
5 100% b, d, f ¥ b 200%
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Actividad de la Oxido Nitrico Sintasa uterina

El 6xido nitrico (NO) es un relajante muscular que al ser sintetizado cumple
un rol fundamental en la prefiez, ya que se encuentra implicado en los procesos de
implantacion y decidualizacion. Pero, ademas, altos niveles de NO pueden ser
perjudiciales para los tejidos ya que puede combinarse con especies reactivas del
oxigeno (ROS), como el radical superoxido, formando peroxinitrito, una especie muy
reactiva del nitrogeno (RNS) que causa dafio tisular (nitracion protéica, lipidica y al
ADN), llevando, en muchos casos, a la apoptosis celular. Es por ello que, a
continuacion, estudiamos la actividad de la enzima responsable de su sintesis: la
Oxido Nitrico Sintasa (NOS).

La actividad de la NOS uterina se vi6 incrementada con respecto a los
controles al tratar a los animales con DHEA (Figura 4). El tratamiento conjunto de
DHEA con Metformina normaliz6 la actividad de NOS uterina a los niveles de los

controles (Figura 4).

Evaluacion del balance oxidante/antioxidante del tejido uterino

El incremento en la produccion de NO nos dio un indicio de que Ia
hiperandrogenizacion podria estar produciendo un desequilibrio en el balance
oxidante/ antioxidante en las células uterinas, por esa razon el proximo objetivo fue
evaluar las defensas antioxidantes en el tejido uterino.

La proteccion contra las especies reactivas del oxigeno en las células esta
dada por las enzimas SOD, Catalasa y Glutation peroxidasa (GPX), ademas de

metabolitos como el GSH y las vitaminas.

1. Actividad de la Superoxido Dismutasa

Las SODs son un grupo de metaloenzimas que detoxifican ROS mediante la
conversion del radical superdxido (O2e-) a peroxido de hidrogeno (H,O,) y oxigeno
molecular (O;). En este trabajo, la actividad total de la SOD fue medida utilizando un
método espectrofotométrico basado en la inhibicion de la oxidacion de la epinefrina
inducida por SOD [219].

Como se ve en la figura SA, tanto el grupo que sélo recibiéo Metformina como

el que fue hiperandrogenizado y el que fue hiperandrogenizado y tratado
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simultdineamente con Metformina presentaron una disminuida actividad de la SOD

respecto de los animales del grupo control (Figura 5A).

2. Concentracion de Catalasa

Uno de los mecanismos antioxidantes enzimaticos mejor descriptos es el
llevado a cabo por la enzima Catalasa. Con el fin de estudiar si el H;O, producido
por la accion de la SOD es detoxificado, se evalud la actividad de la enzima
Catalasa., que cataliza la conversion de HO; a O, y H,O.

Encontramos que la hiperandrogenizacion con DHEA disminuy6 la
concentracion de Catalasa respecto de los uteros control y el tratamiento conjunto de
DHEA y Metformina no previno la disminucién producida por la

hiperandrogenizacion (Figura 5B).

3. Contenido de Glutation total

Teniendo en cuenta que el H,O, también puede ser convertido a H,O
mediante la accion de la GPX a partir de la utilizacién del metabolito antioxidante
GSH (ver ecuacion 3), se evalud la concentracion de este ultimo en los tteros de los
diferentes grupos de trabajo.

Como se ve en la figura 5C, el grupo de animales tratados con DHEA
presentd una disminucion del antioxidante GSH en el tejido uterino respecto de los
controles. El tratamiento conjunto de DHEA con Metformina no normalizé los

niveles de GSH uterino (Figura 5C).
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Efecto de la hiperandrogenizacion y de Meiformina sobre lu actividad de
la Oxido Nifrico Sintasa uterina
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Figura 4: La adividad de la Sxidae Mitrica Sintasa (NOS) fue evaluoda a través de la coantificacidn de la 14°C-
citruling formada o partir de 4C-L-arginina en homogenatos de Uteros provenientes de animales que hablan
sido hiperandrogenizados ¥/ o tratades ‘con Metforming durante 20 dias. N="5 animales, grupo. Tada barra
representa la media £ SEM. Los resultados fueron evaluados poral test de ANOVA seguido de lo prueba de

Tukey. Las diferencias fueron consideradas significativas para P 0.05 ¥ < 0.001  $Po2 0.001.
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Evaluacion del estado de las defensas antioxidantes vterinas luego de la
hiperandrogenizacion y del tratamiento con Metformina
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Figura 5t Por eipedofotometiia se avaluaron: (&) la adividad de Superdxido dismuotasa, (B) la ddividad de
Catalasa . (€ las niveles del metabalito Glutation; en dteros de animales que habian sido hiperandrogenizados
y/o tratades con Metforming durante 20 dios. W= 10 animales, grupe. Cada barra representa la media £
SEM, Los resultados fueron evaluados por el fest de ANOYA seguido de la prueba de Tukey. Los diferencios

fueran consideradas significativias para P 0005, ® P=0.05, ¥¥P<0.01  ¥FP < 0.001.
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Secrecion de Prostaglandinas y su modulacion
1. Niveles de PGE producida y liberada por los tteros

La PGE es un prostanoide con funcion luteotréfica de manera que su sintesis
favorece el mantenimiento del cuerpo liteo funcional, la alta sintesis de progesterona
y consecuentemente la receptividad uterina. Se ha descripto, ademas, que los niveles
elevados de androgenos disminuyen la receptividad uterina. Por esas razones, nuestro
objetivo fue analizar si la hiperandrogenizacion con DHEA afecta la produccion y
liberacion uterina de PGE y evaluar, ademas, el efecto del tratamiento con
Metformina. Para ello, luego de los 20 dias de tratamiento, se extrajeron los tteros de
los cuatro grupos de animales, se incubaron como se describié en Materiales y
M¢étodos y se evaluaron los niveles de PGE liberados por medio de RIA.

La hiperandrogenizacion produjo la disminuciéon de la produccion de PGE
respecto de los controles (Figura 6A). Por otra parte, el tratamiento conjunto de
DHEA con Metformina no previno la disminucion producida por la

hiperandrogenizacion (Figura 6A).

2. Niveles de PGF,, producida y liberada por los tteros

La PGF2a es un prostanoide con funcion luteolitica, vasoconstrictora y
estimuladora de las contracciones de la musculatura uterina, haciendo que el utero se
encuentre menos receptivo. Como, ademas, se ha visto que los niveles elevados de
androgenos disminuyen la receptividad uterina, nuestro proéximo objetivo fue
analizar si la hiperandrogenizacion con DHEA y el tratamiento con Metformina
afectan la produccion y liberacion uterina de PGF,,, Para ello, luego de los 20 dias de
tratamiento, se extrajeron los uteros de los cuatro grupos de animales, se incubaron
como se describid0 en materiales y métodos y se evaluaron los niveles de
PGF,,, liberados por medio de RIA.

La hiperandrogenizacion produjo un incremento en la produccion de PGF,
respecto de los controles (Figura 6B). El tratamiento conjunto de DHEA vy

Metformina normaliz6 los niveles de PGF, (Figura 6B).
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Niveles de Prostaglandina E y F2a liberadas por los dteros luego de la
hiperandrogenizacion y del tratamiento con Metformina
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Figura &: Por radioinmunoensayao se evaluaron los niveles de Prostaglandinag E v Fz, liberadas por iteros de
animales que habian sido hiperandrogenizados y/o irujucios can Metforming durante 20 dias. M= ]Dlunimales_,f
grupo, Codao barra representa lo medio & SEM. Los resultados fueron evaluados por el test de ANOWA seguida

de la prueba de Tokey. Las diferencios fueron consideradds significativas para P .05 ¥FP<0.01, 490 <
0.001 y P < 0.001.
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3. Expresion proteica de las enzimas COX-1y COX-2 uterinas

Dado que habiamos observado que DHEA alteraba la sintesis de PGs y
dichos eicosanoides son sintetizados por de las Cicloxigenasas, evaluamos la
expresion proteica de la COX-1 y de la COX-2 uterinas.

Por Western Blot, encontramos que la expresion de la COX-1 no era
modificada por ninguno de los tratamientos (Figura 7). Mientras que al analizar la
abundancia de COX-2, hallamos que el tratamiento con DHEA disminuy¢ los niveles
de COX-2 respecto de los controles. Cuando se administr6 Metformina
conjuntamente con DHEA, la abundancia de COX-2 fue similar a los del grupo

control (Figura 7).

4. Expresion génica de la enzima 9-Cetorreductasa en el utero

Observar que la hiperandrogenizacion produjo una disminucién de la PGE
junto con el incremento de la PGF,, mientras que la expresion de COX-2 se veia
disminuida, nos condujo a preguntarnos a que se debia el incremento de PGF,,.. Es
por ello que decidimos evaluar la expresion de la enzima 9-Cetorreductasa (CBR1),
responsable de la conversion de PGE a PGFy,,..

Encontramos que la hiperandrogenizaciéon produjo un incremento en la
expresion del ARNm que codifica para CBRI1, efecto que fue revertido al tratar

conjuntamente con DHEA y Metformina (Figura 8).
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Efecto de la hiperandrogenizacion y de Mefformina sobre la expresién
proteica de la Cicloxigenasa 1y 2
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Figura 72 En dtercs de animales que habian sido hiperandrogenizades v/o tratades con Mefforming durante 20
dias, se evalud lo expresion de lo soforma 1 v 2 de lo enzima cidoxigenasa [COX) o nivel proteica por medio
de ‘“Western Blot. M= & animales/ grupe. Coda barra representa lo media (X SEM. Los resultados fueron
evaluadas por el test de AMOVA seguido de la prueba de Tukey. Las diferencia; fueron consideradas

significativas para P < 0.05 ¥¥P.< 0001 respaco a los controles (T oy M) $P2 0007,
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Miveles del ARN mensajero que codifica para la enzima 9-Cetorreductasa
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Figura 8: Eniteros de animales que habian sido hperandiogenizados wo tratados con Metformina durante 20 dias,
se-evalud 1a expresifn del ARNm que codifica pata la enzima 9-cetorredictasa (CBRL) por medio' de RT-PCR. =5
stitmales’ gropo. Cada harea represerta 1o media £ 3EM. Los resultados faetor evaluados por el test de ANOVA
seguido de la prueba de Tukey. Lag diferencias fueron consideradas significativas para Proa 0.05704% P<0.001
tespecta de los cortroles (T W), $P< 0001
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Andlisis de la expresion génica y proteica de los receptores PPARy en el utero

Las prostaglandinas y los leucotrienos actian como ligandos de receptores
activados por proliferadores peroxisomales (PPARs). Ademas, se sabe que existe una
modulacién de la expresion del PPARy por la COX-2. Dadas las alteraciones
observadas en la liberacion de prostaglandinas y en la expresion de COX-2 producto
de la hiperandrogenizacion, nos propusimos evaluar si el exceso de andrégenos
alteraba la expresion de los receptores PPARy en los uteros. Para ello, se analizo su
expresion a nivel de ARNm por RT-PCR y a nivel de proteina por Western Blot.

Como puede observarse en la figura 9A, los tratamientos no tuvieron efecto
sobre la expresion de mRNA que codifica para los receptores PPARY, sin embargo
en grupo control que solo recibio Metformina mostré un incremento en los niveles
del mensajero que codifica para los receptores.

Al analizar la expresion proteica de dicho receptor, detectamos ambas
isoformas del receptor (yl y y2) en el tejido uterino. La expresion de ninguna de las

dos isoformas fue modificada por los tratamientos (Figura 9B).
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Efecto de la hiperandrogenizacion y de Metformina sobre la expresion
génica y proteica del PPARY
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Disponibilidad de ligandos de PPARy

El no observar alteraciones en la expresion de los receptores PPARy no
siempre implica que la actividad de dichos receptores sea normal ya que si, por
ejemplo, la disponibilidad de ligandos fuera menor, dicha actividad se veria
disminuida. Es por ellos que nuestro préximo objetivo fue evaluar la disponibilidad
de: 15d-PGJ2, proveniente de la via de la COX 'y los acidos
hidroxieicosatetraecnoicos (HETEs) e  hidroxioctadecadienoicos (HODE:),

provenientes de la via de las LOXs, todos ligandos naturales de PPARY.

1. Expresion de la enzima 15-Lipoxigenasa en el utero

La 15-LOX es la enzima que cataliza la conversion de acido araquiddnico y
linoleico en acidos 15-HETE y 15-HODE, ligandos naturales de PPARy. La
expresion de la 15-LOX fue estudiada a nivel de ARNm por RT-PCR y a nivel de
proteina por Western Blot.

Al analizar la expresion del ARNm que codifica para la 15-LOX,
encontramos que ninguno de los tratamientos alteré dicha expresion (Figura 10A).

Estos resultados se correlacionaron con los de la expresion proteica de la 15-
LOX, donde observamos que tampoco fue modificada por ninguno de los

tratamientos (Figura 10B).

2. Andlisis de la abundancia de la enzima 12- Lipoxigenasa uterina

La enzima 12-LOX es la responsable de convertir acido araquidonico y
linoleico en acidos 12-HETE y 12-HODE, ligandos naturales de PPARy. Los niveles
de ARNm y de la proteina 12-LOX fueron estudiados por RT-PCR y por Western
Bolt respectivamente.

Como puede observarse en la figura 11A, la hiperandrogenizacion produjo
una disminucién en la expresion del ARNm que codifica para la 12-LOX, hecho que
no fue revertido al tratar conjuntamente con DHEA y Metformina.

A nivel proteico, encontramos que el grupo DHEA present6 una menor
expresion de 12-LOX uterina comparado con los controles. La Metformina
administrada conjuntamente con DHEA previno el efecto del andrégeno, llevando

los niveles de 12-LOX a los del grupo control (Figura 11B).
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3. Expresion de la Prostaglandina D Sintasa en el utero

La PGDS es la enzima responsable de la sintesis de PGD;. Este prostanoide
es altamente inestable y es convertido, no enzimaticamente, a 15d-PGJ2, otro ligando
natural del PPARy.

La expresion de la PGDS fue estudiada a nivel de ARNm por RT-PCR.
Como puede observarse en la figura 12, la hiperandrogenizacion produjo una
disminucion en la expresion del ARNm que codifica para la PGDS. Dicho efecto no

fue revertido al tratar conjuntamente con DHEA y Metformina.
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Efecto de la hiperandrogenizacion y de Melformina sobre la expresion
génica y proteica de la 15-Lipoxigenasa
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Efecto de la hiperandrogenizacion y de Metformina sobre la expresion
génica y proteica de la 12-Lipoxigenasa
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Hiveles del ARN mensajero que codifica para la enzima Prostaglandina D
Sintetasa
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Figura 12: En itercs de aninales que habian sido hiperandrogenizados wo trabados con Metformina durante 20 dias, se evalind
la exptesicn del ARNm que codifica para Ta enmima Prostaglanding D Bintasa (PGDE) por medio de RT-PCR. N= 6 atimales’
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Niveles de apoptosis en los uteros

Los receptores PPARy regulan numerosos procesos claves para las células,
entre ellos el proceso de apoptosis. Por otro lado las alteraciones observadas a nivel
histologico en los uteros podia deberse a alteraciones en el proceso apoptotico. Es
por estas razones que decidimos evaluar el indice de apoptosis en el tejido uterino
hiperandrogenizado y/6 tratado con metformina.

La apoptosis fue evaluada cuantificando la fragmentacion del DNA, en cortes
histologicos de los uteros, utilizando la técnica: Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) y utilizando como
contratincién el 4, 6- diamidino-2- phenylindole (DAPI) como se describe en
materiales y métodos.

En la figura 13 se muestran fotos representativas de los cortes evaluados. En
la figura 14 se grafica el andlisis de las fotografias realizado empleando el programa
Image J. Como puede observarse, la hiperandrogenizacion produjo un incremento en
la cantidad de nucleos apoptoticos presentes en los endometrios respecto de
endometrios provenientes de animales control (Figura 14A) mientras que el
tratamiento simultdneo con Metformina previno ese efecto. Un patréon similar fue
observado al analizar que le ocurria al epitelio endometrial. Se detect6é un incremento
en el grado de apoptosis producto de la hiperandrogenizacion que fue prevenido al
tratar simultdneamente con Metformina (Figura 14B). La misma tendencia fue
observada al analizar particularmente lo que ocurria en el estroma endometrial. El
tratamiento de Metformina junto con DHEA normaliz6 los niveles de apoptosis a los

niveles control (Figura 14C).
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Efecto de la hiperandrogenizacién y del tratamiento con Metformina
sobre la apoptosis uterina
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Figure 13: Los iterns de arimales gque habian sido higerandrogenizados wo tratados con hMetforming durante
20 dias fueron extralidos, fijados, incluidos en parafina y secrionados como se describe enmateriales y métodos.
Luego, por la técnica de TUMEL, ¢= evalud el grade de apoptésis presents an las células uterings de animales

que habian sido hiperandrogenizades v/o tratados con Meffarming durante ED:dius. M= 10 animalzs,” grupe.

Aumentas: 100,
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Efecto de la hiperandrogenizacién y del fratamiento con Metformina
sobre la apoptosis uterina
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o001 respedn al Cantrol # P<0.05 v § P=0.01,
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Proliferacion celular endometrial

Otro de los procesos regulados por los receptores PPARY es la proliferacion
celular, proceso que también se halla altamente regulado por los estrogenos a nivel
endometrial. Debido al incremento del grosor endometrial, en el tipo de glandulas y
en el tipo de epitelio observado, decidimos evaluar si la proliferacion celular se veia
alterada como consecuencia de la hiperandrogenizacion. Para ello evaluamos la
expresion del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA).

Encontramos un incremento de células en etapa proliferativa en el epitelio
luminal de los endometrios de animales que habian sido hiperandrogenizados
respecto de los controles. Por otro lado, los animales que habian sido tratados
simultdneamente con DHEA y Metformina presentaron niveles de proliferacion

similares a los animales control (Figura 15).
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Efecto de la hiperandrogenizacién y del tratamiento con Metformina
sobre la p_roliferqciéjh celular vlering

Figura 15: Los iteros de animales que hahian sido -Iﬁpermdrogeﬁﬁadns_yfu tratados con Metformina duratte
20 dias fusron extraidos, ﬁjadns, inchuidog en parafing y-seccionaans-cme.se desorihe en materiales v métodos,
LuegD,_paf.'innjunoiwi_sipqu'i’mii:u con anticuerpos anti antigeno nuclear de -,ié_iuips_ en prnliferuc'ién I:F'GN}'R':I ioie
evalud el grddo de célulos en proliferacién bne';ei'iie_s ‘en loz Utero: de animales. dl.re'_hq'b[n'n sido
hi'ﬁe_rgndrdge_nlzudos y[n tratados can Metfarming dtllrcmie 20 dl’!:l;'. M= 10 animales/ Qrppo. Aumentos: 1005,

CM: contral negative
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Capitulo 1I: Efectos de la hiperandrogenizacion y del tratamiento conjunto

Metformina+Rosiglitazona

Efecto de los tratamientos sobre el peso corporal

Como se describid en el primer capitulo de Resultados, cuando se evaluaron
los pesos corporales de los animales luego del dia 20 de tratamiento, se detecté un
aumento en los pesos de los animales que habian sido hiperandrogenizados con
DHEA; que no era prevenido al tratarlos simultdneamente con Metformina. Es por
ello que nuestro proximo objetivo fue evaluar si el tratamiento combinado
Metformina+Rosiglitazona prevenia dicho incremento.

Observamos que la combinacién de Metformina + Rosiglitazona fue capaz de
evitar el incremento en el peso corporal producido por la hiperandrogenizacion. Sin
embargo, al administrar solo Rosiglitazona conjuntamente con la
hiperandrogenizacion, el peso corporal de los animales fue similar al de los animales

control (Figura 16A).

Evaluacion del peso uterino post tratamientos

En el capitulo anterior se describi6 el incremento en la relacion entre el peso
uterino y el corporal en animales que habian sido hiperandrogenizados mientras que
dicho aumento no fue prevenido al tratar con Metformina. Es por esa razéon que
nuestro  proximo propdsito fue evaluar si el tratamiento combinado
Metformina+Rosiglitazona era capaz de prevenir dicha alteracion.

Encontramos que ni el tratamiento con Rosiglitazona sola ni el combinado
con Metformina evit6 el efecto de los androgenos dicho efecto (Figura 16B) y que,
seguramente, dicho aumento se debi6 al aumento en el grosor endometrial (Figura

16C).
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Caracteristicas morfolagicas de los ratones y sus dleros luego de la
hiperandrogenizacion y de los fratamientos con Metforming y/o

Rosiglitazona
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Evaluacion del balance oxidante/antioxidante del tejido uterino

En el primer capitulo de esta seccion se encontr6 que la hiperandrogenizacion
produjo una disminuciéon en las defensas antioxidantes presentes en el titero que no
era prevenida al tratar con Metformina. Como en la clinica se ha visto que, en
muchos casos, se obtienen mejores resultados cuando el tratamiento administrado
para el SOP es la combinacion de drogas Metformina+Rosiglitazona que cuando se
administra Metformina sola, nuestro proximo objetivo fue evaluar si el tratamiento
conjunto Metformina+Rosiglitazona normalizaba los pardmetros oxidativos que eran
alterados por la hiperandrogenizacion y que Metformina como monoterapia no logra

prevenir.
1. Actividad de la Superoxido Dismutasa

Como se describié anteriormente, encontramos que el hiperandrogenismo
producia una disminucion en la actividad de la SOD, que no fue prevenido cuando la
DHEA fue administrada conjuntamente con Metformina. Al analizar si el tratamiento
conjunto Metformina+Rosiglitazona normalizaba los niveles de SOD alterados como
producto de la hiperandrogenizacion, encontramos que dicho tratamiento tampoco

era capaz de hacerlo (Figura 17A).
2. Concentracion de Catalasa

Con el fin de estudiar si el H,O, producido por la accion de la SOD es
detoxificado, se evaluo la actividad de la enzima Catalasa, que cataliza la conversion
de H,0, a O, y H,O.

Como se describi6 en el primer capitulo de este trabajo de tesis, la
hiperandrogenizacion con DHEA disminuy6 la concentracion de Catalasa respecto
de los uteros control y el tratamiento conjunto de DHEA y Metformina no previno la
disminucion producida por la hiperandrogenizacion (Figura 17B). Sin embargo,
cuando el andréogeno fue administrado junto con la combinacion de
Metformina+Rosiglitazona, los niveles de Catalasa fueron normalizados a los de los

controles (Figura 17B).
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3. Contenido de Glutation total

Teniendo en cuenta que el H,O, también puede ser convertido a H,O
mediante la accion de la GPX a partir de la utilizacién del metabolito antioxidante
GSH (ver esquema 2), se evaluo la concentracion de este tiltimo en los uteros de los
diferentes grupos de trabajo.

En el primer capitulo de este trabajo, habiamos observado que el grupo de
animales tratados con DHEA presentaba una disminucion del antioxidante GSH en el
tejido uterino respecto de los controles y que el tratamiento conjunto de DHEA con
Metformina no normalizaba los niveles de GSH uterino.

Cuando se aplico la terapia combinada Metformina+Rosiglitazona
conjuntamento con el andréogeno, observamos que los efectos del exceso de
androgenos fue prevenido y, como consecuencia de ello, los niveles de GSH fueron

normalizados en los tteros provenientes de este grupo de animales (Figura 17C).
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Evaluacion del estado de las defensas antioxidantes uterinas luego de la
hiperandrogenizacion y del fratamiento con Metformina y/o Rosiglitazona
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Figura 17 Por espedofotometria se evaluaron: (A) la actividad de Superdwide dismutasza, (B) la dctividad de
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Discusion

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) constituye la patologia mas
comun asociada a la esterilidad femenina [4] y es una de las endocrinopatias mas
frecuentes entre las mujeres en edad reproductiva, representando al 4-18% de esta
poblacion, segun el criterio utilizado para su diagnostico (revisado en [5]).

Este sindrome no solo produce alteraciones reproductivas, sino que se halla
vinculado a numerosos desordenes sistémicos (insulino resistencia, hiperinsulinemia,
sindrome metabolico, etc.), siendo el hiperandrogenismo su defecto central [12]. A
pesar de ser una condicion biologica, el SOP no representa solo un problema fisico,
sino uno psicosocial, que interfiere y compromete la calidad de vida de las mujeres
afectadas [224].

El factor mas importante implicado en la baja fertilidad de las pacientes con
SOP es la anovulacion. Sin embargo, en aquellas mujeres con SOP que presentan
ciclos ovulatorios se observan fallas en la implantacion embrionaria, riesgo
incrementado de pérdida temprana de la gestacion y complicaciones obstétricas
tardias [4]. Tanto en el mantenimiento de la ciclicidad ovarica como en el
establecimiento de la gestacion se hallan alterados en esta patologia. De hecho, se ha
descripto que el endometrio de pacientes SOP difiere del endometrio normal. En
mujeres que padecen SOP se han detectado altas tasas de abortos espontaneos [225,
226], asi como alta incidencia de hiperplasia y de carcinoma endometrial [147, 148].
Estas pacientes presentan entre un 40-50% de abortos mientras que las tasas de
aborto en mujeres normales es de entre el 20- 30 % [147, 157].

Los sintomas en las mujeres con SOP varian ampliamente, desde aquellas con
parametros bioquimicos alterados que no poseen manifestaciones clinicas del
sindrome, hasta las que padecen las formas mas severas de la patologia, en las cuales
se presentan diversos trastornos metabolicos, entre los que se cuentan la obesidad y
sus complicaciones.

Esta gran heterogeneidad de sintomas, impide que exista un tnico tratamiento
para el SOP, y al momento de elegir la estrategia a utilizarse, deben tenerse en cuenta
todos los aspectos de la patologia y las caracteristicas particulares de la paciente,
trabajando de forma interdisciplinaria de manera de poder abarcar los aspectos
fisiologicos, psicoldgicos y sociales implicados en ella. En aquellas mujeres con
diagnoéstico de SOP que padecen obesidad central, la primera linea de tratamiento
debe apuntar a cambios en el estilo de vida que promuevan dietas reducidas en grasas

y la realizacion de ejercicio fisico, ya que se ha demostrado que con una reduccion
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del 5-10% del peso corporal se mejoran multiples parametros clinicos y bioquimicos
(revisado en [5]).

Los tratamientos médicos en los cuales se utilizan drogas, estan abocados a
tratar los sintomas del SOP y no deben ser una alternativa al cambio de estilo de
vida, sino que ambos deben aplicarse conjuntamente.

La primera linea de tratamiento de mujeres con SOP resulta ser el citrato de
clomifeno, sin embargo, existe un amplio nimero de mujeres que se denominan
“citrato de clomifeno resistentes” para las cuales debe diagramarse un tratamiento
alternativo. La Metformina resulto ser el primer tratamiento alternativo utilizado en
este grupo de mujeres. La Metformina es una de las terapias médicas mas difundidas
en las ultimas décadas. Es una droga antihiperglucemiante utilizada en el tratamiento
de la diabetes tipo 2, y que en las mujeres con SOP es capaz de generar beneficios
metabdlicos, reproductivos y clinicos [180]. Entre los efectos observados sobre las
anormalidades reproductivas en SOP, se puede mencionar que la terapia con
Metformina demostré mejorar la tasa ovulatoria en numerosos estudios clinicos;
aunque solo unos pocos de ellos tuvieron en cuenta al nimero de embarazos logrados
(revisado en [188]). El hecho de que una terapia incremente la tasa ovulatoria no se
traducird necesariamente en un aumento de la tasa de nifios nacidos con vida. Existe
controversia acerca de la efectividad de la Metformina para lograr mejores tasas de
embarazo, y mientras algunos estudios la proponen como la droga de primera linea
en estos tratamientos [227, 228], otros coinciden en que farmacos como el citrato de
clomifeno (CC) deberian ser la primera opcion terapéutica para lograr la concepcion
y el embarazo en las mujeres diagnosticadas con SOP [229]. Sin embargo, el riesgo
de embarazos multiples ya demostrado por el tratamiento con CC, es practicamente
nulo para el caso de la Metformina, lo cual representa un beneficio no menor. Por
otro lado, y aun mas importante, la Metformina ejerce acciones sobre parametros no
reproductivos que favorecen el estado general de las pacientes SOP.

Otra de las terapias ampliamente utilizadas en el tratamiento del SOP son las
Glitazonas. Una de las Glitazonas mas utilizadas es la Rosiglitazona que funciona
como ligando sintético de los receptores nucleares PPARy [195, 230]. Dichos
receptores son factores de transcripcion, de esta forma, Rosiglitazona al unirse a
ellos, modula la expresion de los genes blanco. Se ha visto que son capaces de inhibir
la secrecion de progesterona y estradiol [201, 202], normalizar la insulino resistencia

y la hiperinsulinemia en pacientes SOP, asi como también restaurar la ovulacion y la
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ciclicidad menstrual [203]. Respecto de la insulino resitencia y la restauracion de la
ovulacion, se han observado mejores resultados, aun, al tratar a pacientes SOP no
respondedoras al tratamiento con Metformina con la combinacion de Metformina y
Rosiglitazona [204, 205, 207, 208, 214, 231].

El conjunto de datos mencionados resalta la importancia de estudiar los
alcances y efectos de dichos tratamientos sobre aquellos parametros alterados en
SOP que impiden alcanzar un embarazo exitoso a pesar de normalizar algunos de los
parametros ovaricos y/o metabolicos alterados en SOP. Debemos considerar también
que el fin ultimo no solo es alcanzar la gestacion, sino lo mas importante sera lograr
el control metabdlico de la paciente y de esta forma disminuir los riesgos de
complicaciones asociadas al sindrome, como lo son los abortos, la diabetes
gestacional, la diabetes mellitus, la hipertension arterial, etc.

Se han descripto numerosas alteraciones en el tejido uterino de pacientes
SOP. Tal como hemos mencionado previamente, se ha observado un incremento en
la incidencia de hiperplasia y de carcinoma endometrial en mujeres SOP [147, 148].
Asimismo, se han reportado mayores porcentajes de abortos recurrentes y de fallas
de implantacion en estas pacientes respecto de la poblacion general [147, 157]. En
este sentido se ha obsevado un incremento en las fallas de implantacién aun en
pacientes SOP receptoras de embriones obtenidos por donacion oocitaria e [VF, alin
cuando la calidad oocitaria era normal [158-160]. Esto sugiere que el endometrio de
pacientes SOP se ve alterado en su funcionalidad como consecuencia de la patologia,
pero se desconocen atn las posibles causas de dichas alteraciones. En base a los
conocimientos actuales, se sugiere que el exceso de androgenos y/o de estrogenos
podrian ser los responsables, al menos parcialmente, de las alteraciones uterinas
observadas en SOP. Por un lado, es sabido que el exceso de androgenos tiene efectos
perjudiciales sobre la funcion endometrial, contribuyendo a la infertilidad en mujeres
con SOP [209-211]. Por otro lado, los elevados niveles de estrégenos (sin los efectos
opuestos de la P en ausencia de ovulacion), la hiperinsulinemia, los niveles elevados
de IGF-1 y androgenos libres asi como la obesidad, son factores que contribuyen a la
disfuncionalidad, la infertilidad, las altas tasas de aborto, la hiperplasia endometrial y
el cancer de endometrio; alteraciones comunes en mujeres SOP [147]. Pero sin
embargo, los mecanismos por los cuales esto ocurre son complejos y desconocidos

por el momento.
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En conjunto, los datos mencionados con anterioridad, nos llevaron a formular
la hipotesis de que: “El hiperandrogenismo produce alteraciones en la funcionalidad
uterina que afectan, entre otros, a la ruta de activacion de los receptores PPARy. La
Metformina es capaz de prevenir algunas de dichas alteraciones y el tratamiento
combinado Rosiglitazona + Metformina mejora pardmetros que la monoterapia con
Metformina no normaliza”. En funcion de esta hipodtesis, el objetivo del presente
trabajo de tesis fue: “Estudiar los mecanismos por los cuales el hiperandrogenismo
altera la funcionalidad uterina y el alcance del tratamiento con Rosiglitazona y/o
Metformina.”

Debido a la creciente incidencia de SOP y dado que las anomalias asociadas
al sindrome no solo afectan la fisiologia ovarica sino que constituyen en si mismas
afecciones de la salud a mediano y largo plazo que deterioran la esperanza y calidad
de vida, se ha considerado necesario el desarrollo de un modelo experimental que
refleje tanto la sintomatologia ovarica y uterina, como la endocrina y metabolica del
SOP.

Durante las ltimas décadas se han desarrollado numerosos modelos animales
que permiten el estudio de distintos aspectos de la patologia [6, 232-234]. El modelo
murino de hiperandrogenizacion utilizado en el presente trabajo fue desarrollado a
partir de la observacion de la alta produccion de DHEA por ovarios poliquisticos y
de que su administracion en animales induce anovulacion y formacion de quistes
ovaricos [41, 43]. Desde entonces, la caracterizacion de las alteraciones endocrinas y
de la morfologia quistica ha evidenciado que este modelo reproduce los sintomas
diagnosticos y aspectos mas salientes de la patologia quistica [37, 39, 44, 46-48, 235-
238].

El modelo de SOP utilizado en el presente trabajo se aplicé a hembras en
desarrollo (etapa prepuberal), por lo cual todos los animales aumentaron de peso
durante el tratamiento, pero este incremento fue mayor en animales
hiperandrogenizados que en controles. En trabajos previos de nuestro laboratorio
[46] hemos descripto un aumento en el tejido graso en la cavidad peritoneal, definida
como adiposidad abdominal o visceral [239]. En este sentido, las hormonas sexuales
se encuentran implicadas en la distribucion corporal del tejido graso: los estrogenos
estan asociados con la acumulacion adiposa en las caderas, gluteos y piernas en las
mujeres, y los androgenos determinan que el hombre sea mas propenso a una

acumulacion abdominal de la grasa [240]. Por estos motivos, ha sido propuesto que
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los altos niveles de andrégenos circulantes serian responsables de la frecuente
distribucion abdominal de las grasas en SOP aun en mujeres delgadas [241, 242], asi
como de la acumulacion de grasa visceral en el modelo de SOP por
hiperandrogenizacion con DHEA [46]. Estos resultados fueron a su vez reproducidos
en otros modelos animales de hiperandrogenizacion pre y post-natal [234, 243].

Por su parte, la administracion de Metformina junto con la
hiperandrogenizacion no modifico el incremento en el peso corporal producido por el
exceso de androgenos. Existe controversia respecto del efecto de Metformina sobre
el peso corporal en mujeres con SOP. Algunos autores aseguran que dicho
tratamiento produce la reduccion del peso corporal en las pacientes [244] mientras
que otros indican que la biguanida no produce efectos sobre el peso corporal [245,
246]. Nuestros resultados apoyan a aquellos que no encontraron modificaciones en el
peso corporal luego del tratamiento con la biguanida [245, 246]. Existen cada vez
mas trabajos que aseguran que, si bien Metformina no tiene un efecto directo sobre la
reduccion del peso corporal, se obtienen mejores resultados si se administra dicha
droga junto con el cambio en el estilo de vida. Sugieren que la Metformina presenta
un efecto aditivo a la realizacion de dietas y ejercicio, mejorando parametros de
hiperandrogenismo ¢ insulino resistencia [5, 247, 248].

Los efectos de los androgenos con frecuencia son subestimados en el ciclo
reproductor femenino; sin embargo existen receptores androgénicos tanto en las
células estromales como en células epiteliales endometriales; y tanto la
androstenediona como la testosterona inducen cambios en la funcion endometrial que
podrian ser importantes al momento de producirse la implantacion [249]. Todos estos
datos sumados a la observacion del incremento en el peso corporal post-
hiperandrogenizacion y el aspecto higroscopico que presentaban los uteros de los
animales que habian sido hiperandrogenizados, nos llevaron a proponernos como
proximo objetivo evaluar si el exceso de androgenos tendria efectos a nivel del peso
uterino. Observamos que los pesos uterinos relativos, también, eran mayores en los
animales hiperandrogenizados respecto de los controles, o sea que el exceso de
andrégenos produce un incremento del peso corporal que se ve acompafniado de un
aumento en el peso uterino.

Luego, al evaluar la morfologia uterina encontramos que el aumento en el

peso uterino se debid, al menos en parte, al incremento del grosor endometrial.
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El endometrio puede verse engrosado debido al aumento en el numero de
células que lo forman y/o al aumento del contenido de agua que se encuentra entre
las células.

Cuando evaluamos la histologia de los endometrios, encontramos que el
exceso de androgenos produjo tanto edema uterino como el incremento en la
cantidad de células en proliferacion. O sea, que el hiperandrogenismo esta alterando,
ya sea directa o indirectamente, la proliferacion celular endometrial. Respecto de este
punto, se ha descripto que dicho proceso se halla alterado en pacientes SOP, ya que
existe un incremento en las incidencias de hiperplasia y de carcinoma endometrial en
mujeres SOP [147, 148]. Este resultado nos lleva, entonces, a concluir que ésta es
otra de las similitudes que presenta nuestro modelo de estudio con la patologia
humana

El incremento en la tasa de proliferacion celular es atribuido principalmente a
la persistente estimulacion estrogénica sobre el endometrio sin la inhibicion de la
proliferacion inducida por la P4 [151], dado por Py y E que son los principales
moduladores de la maduracion endometrial [76].

Los estrogenos son el estimulo proliferativo primario para el epitelio
endometrial y son inhibidos por la P4. Los progestagenos contrarrestan los efectos
proliferativos de los estrogenos por medio de la reduccion de sus receptores, el
aumento en la tasa de metabolismo del E; a compuestos inactivos (estrona y
metabolitos sulfatados) y la interferencia con las acciones transcripcionales de los
estrogenos [81].

Ademas, se ha descripto que el ttero de los roedores presenta dos tipos de
respuesta al E,. Las respuestas tempranas, que incluyen tanto el aumento en la
sintesis de ARN y de proteinas como del contenido de agua del tejido, mientras que
las tardias incluyen ciclos de sintesis de ADN y mitosis de las células epiteliales
[250].

La magnitud del crecimiento uterino depende de la duracion del estimulo
estrogénico y de la interaccion con su receptor [251]. Se ha visto que la
administracion de una dosis baja de E; (0.25 o 2.5 pg/animal en ratas inmaduras)
caus6 crecimiento uterino luego de las 24 horas de aplicado el tratamiento. Sin
embargo, con una dosis mayor (10 pg/rata), los niveles circulantes del esteroide se
mantuvieron altos por mas tiempo y los uteros continuaron creciendo hasta las 72

horas, alcanzando cinco veces su peso humedo original [252]. Ma y col [253]
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demostraron que la concentracion de E, también controla la duracién de la ventana
de receptividad uterina. Finn y col [254] demostraron que la administracion de dosis
mas altas de E, estimuld la division celular pero no ocurri6 la decidualizacion. La
dosis minima de E, requerida para inducir la sensibilidad uterina necesaria para que
se pueda producir la implantacion debe ser entre 1.5-3 ng [253, 255].
Conjuntamente, estos hallazgos sugieren que los niveles uterinos de E; deben superar
cierto umbral para iniciar los eventos tempranos asociados a la induccion del
crecimiento uterino. Sin embargo, se requiere una biodisponibilidad sostenida de
estrogenos, asi como también de sus receptores, para inducir una respuesta uterina
proliferativa completa que le permita a ese utero volverse receptivo y se pueda
producirse la implantacion embrionaria. Niveles excesivos de estrogenos generarian
efectos adversos sobre la fisiologia endometrial requerida para la implantacion.

En el presente trabajo, encontramos que el exceso de androgenos generd un
incremento los niveles de E, y P4, sugiriendo un aumento en la actividad
esteroidogénica, como se ha descripto en SOP [6, 256].

En base a lo anteriormente descripto y con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, sugerimos que el incremento en el contenido de agua en el utero
detectado al hiperandrogenizar podria ser consecuencia del aumento en los niveles de
E».

Segun lo expuesto, el analisis de nuestros resultados nos permite sugerir que
el incremento en el contenido de liquido que observamos en el utero de ratones
hiperandrogenizados seria, entonces, una de las respuestas tempranas a los elevados
niveles de E, producto del exceso de androgenos, mientras que el incremento en la
proliferacion celular, detectada aqui en el epitelio luminal, podria evidenciar la
respuesta tardia a esta hormona. En sintesis, los elevados niveles de E, serian
responsables del incremento en el peso uterino detectado como consecuencia del
exceso de androgenos. Cabe destacar que es probable entonces que el aumento de Py
detectado post-hiperandrogenizaciéon no seria suficiente para inhibir los efectos
proliferativos del E, en estos animales.

Respecto del efecto de Metformina sobre dichas alteraciones, el tratamiento
de la biguanida normalizo los niveles de P4 y E,, coincidentemente con lo descripto
previamente por otros grupos de trabajo [180, 257-259]. Ademads, también normaliz6

las tasas de proliferacion celular endometrial.
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Por todo lo expuesto anteriormente, sugerimos que la normalizacion del
proceso proliferativo seria consecuencia del restablecimiento de los niveles de
esteroides. Sin embargo, los pesos uterinos resultaron mayores a los de animales
controles debido a que el contenido de liquido continuaba siendo alto. Esto nos lleva
a inferir que la administracion de Metformina conjuntamente con DHEA, podria
estar evitando que se produjeran las respuestas tardias a E, (proliferacion celular
endometrial), mientras que no seria capaz de impedir las respuestas tempranas a esta
hormona (imbibicion de agua).

Ademas, la actividad hormonal no solo depende de los niveles de P4y E; y de
sus receptores sino también de los efectos de coactivadores y correpresores [76] y de
las tasas de metabolismo de P4y Eo.

En los animales que fueron hiperandrogenizados y tratados simultaneamente
con Metformina los niveles de E, son normales, por lo que el mayor contenido de
agua podria deberse, entonces, a un incremento en la disponibilidad de receptores de
E; uterinos, un aumento de los coactivadores y/o a una disminucién en las tasas de
metabolismo de dicho esteroide en el tejido uterino. Esto permitria un incremento en
la biodisponibilidad de la hormona en el utero, a pesar de que los niveles circulantes
de la hormona sean normales.

Teniendo en cuenta el incremento en la proliferacion celular endometrial
detectado en condiciones hiperandrogenicas, decidimos evaluar en profundidad si la
histologia uterina se veia alterada como consecuencia del exceso de androgenos.
Encontramos que la hiperandrogenizacion con DHEA indujo la formacion de
glandulas anormales (con glandulas hijas y formando conglomerados), las que se
hallaban delimitadas en su mayoria por un epitelio de tipo pseudo/estratificado;
caracteristicas que son utilizadas como sintomas de un posible desarrollo de
malignidad en el endometrio [217]. Por otro lado, se sabe que los androégenos regulan
numerosos procesos en el epitelio endometrial y mamario que se ven alterados en
condiciones de cancer [260, 261]. Por todo lo expuesto hasta aqui, concluimos que
en nuestro modelo de estudio, el exceso de androgenos alteraria procesos de la
fisiologia endometrial que lo llevan a adquirir caracteristicas de pre-malignidad. Esta
seria otra caracteristica asociada a SOP que se presenta en el modelo experimental
propuesto aqui.

El tratamiento con Metformina normalizd la histologia uterina,

probablemente como consecuencia de la normalizacion la esteroidogénesis ovarica y
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en consecuencia de las tasas de proliferacion endometrial, llevandonos a concluir que
Metformina no s6lo mejora en nuestro modelo parametros metabolicos y
reproductivos sino que, ademas, prevendria el desarrollo de estructuras endometriales
anormales que podrian conducir al desarrollo de cancer endometrial.

Con los resultados descriptos hasta aqui, podemos concluir que en nuestro
modelo de estudio, el exceso de androgenos alteré no solo los niveles de Py y E;
séricos sino que también alteré diferentes parametros uterinos que regulan su
funcionalidad que podrian interfierir con la receptividad endometrial.

Se sabe que P, y E, regulan numerosos factores uterinos, dado que, por
ejemplo, en respuesta a la caida de las hormonas esteroideas se produce la rotura
lisosdmica. De este modo, los lisosomas vierten su contenido enzimatico entre las
que se encuentra la fosfolipasa A2 (PLA2), lo que genera un suministro constante de
AA alas vias de las COXs y de las LOXs [163].

Teniendo en cuenta esta informacion y al haber observado un aumento en los
niveles de dichas hormonas esteroideas como consecuencia de la
hiperandrogenizacion, decidimos evaluar la expresion de las enzimas COXs y LOXs
uterinas luego de los tratamientos.

Encontramos que la hiperandrogenizacion disminuyd los niveles uterinos de
COX-2 y de 12-LOX, sin afectar los de COX-1 y 15-LOX. Estas observaciones nos
llevan a sugerir que los elevados niveles de P4 y E, circulantes, que se producen a
causa de la hiperandrogenizacion, evitarian la liberacion del contenido lisosomal en
el utero. De este modo, la biodisponibilidad de AA uterina seria baja y, como
consecuencia de ello, se produciria la disminucion en la expresion de la COX-2 y de
la 12-LOX. Si esta sugerencia fuera correcta, al normalizarse los niveles de P4 y E;
mediante el tratamiento con Metformina deberian normalizarse los niveles uterinos
de COX-2 y de 12-LOX. Hechos que fueron confirmados en este trabajo.

Por todo lo expuesto, sugierimos que en nuestro modelo de estudio, el exceso
de andrégenos altera los niveles de P4 y E; y, como consecuencia de ello, los niveles
de AA biodisponible en el utero. Metformina, al normalizar los niveles de dichos
esteroides, normalizaria la biodisponibilidad uterina de AA.

La COX-2 es una de las isoformas de la enzima que cataliza los pasos
limitantes en la sintesis de PGs. La isoforma COX-1 normalmente se expresa de
manera constitutiva, mientras que la COX-2 es la isoforma que se induce en

determinadas condiciones como ser en situaciones pro-inflamatorias; por lo tanto
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COX-1 y COX-2 son reguladas independientemente [262]. Esto permitiria explicar
por qué observamos alteraciones en la expresion de una de las isoformas pero no en
la otra.

Al observar alteraciones en la expresion de la COX-2 como consecuencia del
exceso de androgenos y dado que, por un lado, se sabe que los eventos reproductivos
asociados a las funciones endometriales tienen caracter inflamatorio y por ende estan
involucradas las PGs [263] y que, ademas, los esteroides sexuales y las PGs regulan
la funcion uterina [264, 265]; decidimos evaluar si el exceso de androgenos alteraba
los niveles de PGs uterinos [56].

Encontramos que el hiperandrogenismo produjo el aumento en los niveles de
la PGF,,, prostanoide con acciones pro-inflamatorias y vasoconstrictoras, mientras
que disminuy6 los de la PGE, anti-inflamatoria y luteotrofica. El hecho de que el
tratamiento con DHEA haya disminuido la abundancia de COX-2 sin afectar a la de
COX-1 seria consecuencia del proceso pro-inflamatorio. Esto es coherente con
estudios previos de nuestro laboratorio, donde observamos que el hiperandrogenismo
inhibi6 la abundancia de COX-2 por un mecanismo de retroalimentacién negativa
disparado por la acumulacién de PGF,, [47]. Sin embargo, a pesar de la inhibicion de
la expresion de COX-2, los niveles de PGF,, se mantuvieron altos en los animales
hiperandrogenizados como consecuencia del incremento en la expresion de 9-
cetorreductasa 6 CBR-1, enzima que convierte la PGE en PGF,,. Esto permitiria
explicar por qué los niveles de PGF,, resultaron elevados a pesarde que los niveles
de COX-2 se encontraban disminuidos en condiciones hiperandrogénicas. Asimismo
explicaria, al menos parcialmente, por qué los niveles de PGE disminuyen frente al
exceso de androgenos. Asi, la disminucion de PGE post-hiperandrogenizacion seria
consecuencia no soélo de la disminucion de COX-2 sino también debido al
incremento de CBR-1.

Por su parte, el tratamiento con Metformina normaliz6é la produccion de
PGF, y los niveles de COX-2; esto podria deberse a que Metformina al normalizar
la produccion de PGF,,, favorecié la regularizacion del proceso inflamatorio y como
consecuencia de ello se produjo la normalizacién en los niveles de COX-2.

En otros sistemas, se ha descripto que PGs, COX-2 y el proceso apoptotico se

encuentran intimamente ligados. Se ha demostrado, por ejemplo, que la PGE y la

115



Discusion

COX-2 inhiben la apoptosis en carcinomas endometriales [266-269] mientras que la
PGF,,, induce la apoptosis en el cuerpo luteo [270].

Al respecto, en el presente trabajo, encontramos que el exceso de androgenos
indujo la apoptosis uterina concomitantemente con el incremento en los niveles de
PGF,, y la disminuciéon en los niveles de PGE y de COX-2, apoyando a las
observaciones realizadas por los grupos de trabajo anteriormente citados. Por otro
lado, encontramos que la administracion de Metformina previno el incremento en la
abundancia de PGF,,y la disminucion en la de COX-2 generados al
hiperandrogenizar mientras que normaliz6 el proceso apoptotico.

Existe controversia sobre el efecto de Metformina sobre el proceso
apoptotico. Algunos autores describen que la Metformina puede inducir tanto como
inhibir al proceso apoptotico [185, 271, 272]. Nuestros resultados coinciden con
aquellos trabajos que describen un rol anti-apoptotico de la Metformina [272] y
apoyan la hipodtesis de la existencia de una asociacion entre PGs y COX-2
controlando la apoptosis uterina tal como fue descripto previamente en carcinomas
endometriales [266-269].

En trabajos previos de otros laboratorios se ha descripto que el estrés
oxidativo estimula la produccion de PGF,, tanto en células endometriales humanas
como en murinas [273]. De hecho, la relacion entre PGs y estrés oxidativo regulando
la proliferacion y la apoptosis de linfocitos T ha sido previamente descripta [185]. Es
por esta razon que al observar que el exceso de androgenos estimuld tanto la
proliferacion celular como la sintesis uterina de PGF,,, decidimos evaluar el estado
oxidativo de este tejido en condiciones hiperandrogénicas.

Encontramos que la hiperandrogenizacion condujo al aumento de la actividad
de la NOS uterina y disminuy6 las defensas anti-oxidantes: SOD, Calatasa y GSH.

El incremento en la actividad de la NOS conduce al aumento de NO, mientras
que la disminucion en la actividad de la SOD lleva a la acumulacion de radical
superoxido (O2.-). La reaccion entre NO y O2.- produce un agente mas agresivo aln,
el radical peroxinitrito (ONOO.-), que se ha visto relacionado con la produccion de
estructuras anormales [274-276]. Esto nos lleva a postular que el hiperandrogenismo
podria conducir hacia la formacion de estructuras anormales como consecuencia del

exceso de radical peroxinitrito que produce. El estrés oxidativo/nitrosativo
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incrementado conduciria, ademas, al aumento en la produccion uterina de PGF, y al
incremento en los indices de apoptosis, como se describid anteriormente.

Respecto de los resultados obtenidos al tratar con Metformina, Ota y col.
[272] ha reportado que, en células Schawn, la Metformina inhibe al proceso
apoptotico a través de la regulacion de las ROS. Es importante sefialar que la
actividad del tipo aminoguanidina de la Metformina le permite a la droga interactuar
con el grupo hemo de la NOS, regulando asi el estrés nitrosativo [47, 277]. En
consecuencia, el efecto de la Metformina observado en este trabajo podria deberse a
una accion directa de la biguanida sobre la NOS. Asi, al evitar la acumulacion de NO
y la consecuente formaciéon de peroxinitrito, prevendria el dafio a estructuras
endometriales y normalizaria la produccion de PGF,,.

Sorprendentemente, la administracion de Metformina en el grupo control
disminuy6 la actividad de la SOD. Estos resultados concuerdan con los de Tosca y
col. [278] quienes reportaron, en otro modelo, que la Metformina sin ningun otro tipo
de estimulo es capaz de modular el estrés oxidativo.

Se ha descripto previamente que Metformina actua sobre el Utero de mujeres
SOP mejorando numerosos parametros relacionados a la receptividad endometrial
[189]. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que Metformina también
regula la produccion de NO uterina en condiciones de hiperandrogenismo. Ademas,
previene la formacion de estructuras pre-cancerosas y el estado pro-apoptotico. Por
todas esas razones, nuestros hallazgos representan nuevas evidencias acerca de las
implicancias clinicas del tratamiento con Metformina normalizando no solo la
funciéon ovdarica sino también previniendo la disfuncion uterina que incluye la
formaciéon de estructuras andmalas. Respecto a este ultimo punto se ha descripto
previamente la capacidad de Metformina de inhibir el crecimiento de células
tumorales [279] y nuestros resultados apoyan dichos hallazgos.

Existen trabajos que muestran la accion sinérgica de la Metformina con
ligandos de los receptores nucleares PPAR en los tratamientos del SOP [208, 280-
282]. Asimismo, se ha descripto que PPAR regula el camino de las PGs [283] y que
la activacion del sistema PPAR se relaciona con la funcion endometrial [122, 284].
Todas estas observaciones nos condujeron a evaluar la accion de la Metformina y el

sistema PPARY en uteros hiperandrogenizados.
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Se ha descripto, por un lado, que la activacion de los receptores
PPARYy promueve la diferenciacion celular [285], y por otro lado se ha visto que la
administracion de 15d-PGJ; (uno de los ligandos naturales de dichos receptores)
estimula la proliferacion celular [286, 287].

En nuestro modelo, encontramos que el PPAR, tanto su isoforma y1 como la
v2, se expresa en el tejido uterino de ratones prepuberes y que ni la expresion
proteica ni la génica de este receptor se ven afectadas en condiciones de
hiperandrogenismo como tampoco al tratar simultdneamente con Metformina. El
hecho de que la Metformina administrada sin exceso de androgenos aumento los
niveles de ARNm que codifican para PPARy puede deberse al hecho de que dicha
biguanida es capaz de actuar en condiciones basales ain en ausencia de estimulos
[288]. Sin embargo, los resultados aqui presentados no resultan suficientes para
asegurar dicha sugerencia y se requieren mas experimentos para confirmar dicha
especulacion.

Dado que el exceso de androgenos no afectd la expresion de
PPARY, decidimos evaluar si se veian alterados sus ligandos y, consecuentemente, la
activacion de dichos receptores. Dicho camino de sefializacion desencadenado con la
activacion de PPARy ha sido descripto en varios sistemas, como monocitos [289],
macréfagos [290], trofoblasto [291] y utero [122]. Consecuentemente, decidimos
evaluar la expresion de las enzimas responsables de la sintesis de los ligandos mas
importantes de PPARy :1la 12-LOX (que sintetiza 12-HPETE, que es convertido a
12-HETE, uno de los ligandos de PPARY), la 15-LOX (que cataliza la sintesis de 15-
HPETE, que se convierte en el ligando 15-HETE) y la PGDS (que media la sintesis
de PGD2, que es transformada no enzimaticamente en 15d-PGJ2, el ligando natural
mas importante de PPARY)

En este trabajo demostramos, por primera vez, que el ARNm que codifica
para las enzimas responsables de la sintesis de los ligandos mas importantes de
PPARYy :12-LOX, 15-LOX y PGDS [122, 290, 291] se expresa en el utero de ratones
prepuberes, asi como también se detectd la expresion proteica de la 12-LOX y de la
15-LOX en dicho tejido. Ademas, observamos que tanto la PGDS como la 12-LOX
fueron susceptibles a la accion del hiperandrogenismo. El exceso de andrégenos
produjo la disminucién en la expresion los genes que codifican para la PGDS y para

la 12-LOX. Esto se tradujo en la disminucion en la expresion proteica de la 12-LOX.

118



Discusion

La Metformina solo previno la disminucion a nivel proteico de la 12-LOX, no
asi la expresion génica. Esto sugiere, aunque los resultados presentados en el
presente trabajo no son suficientes para asegurarlo, que la Metformina regularia la
expresion de la 12-LOX mediante un efecto a nivel post-transcripcional.

Aparentemente, existe una relacion directa entre la actividad de la 12-LOX y
la implantacion embrionaria [122, 292] debido a que la 12-LOX regula la expresion
génica del receptor de progesterona en el ttero durante la ventana de implantacion
[292]. En base a todo lo descripto, sugerimos que en nuestro modelo de estudio el
hiperandrogenismo altera la funcionalidad uterina (y probablemente reduce la
receptividad uterina), al menos en parte, como consecuencia de la alteracion en la
cascada de sefalizacion disparada por PPARy. Dichas alteraciones parecen
focalizarse en alteraciones en las enzimas 12-LOX y PGDS.

La Metformina es capaz de normalizar la expresion proteica de la 12-LOX,
pero no de normalizar la expresion de la PGDS. Es decir que los niveles de 15d-
PGJ2 estarian disminuidos en condiciones hiperandrogénicas y el tratamiento con
Metformina no seria capaz de evitarlo.

Al observar que el tratamiento con Metformina no era capaz de prevenir la
disminucioén en los niveles de PGDS, junto con la evidencia de que al tratar pacientes
SOP con la combinacion de Metformina con un ligando sintético de PPARYy se
obtienen mejores resultados comparados con los obtenidos al administrar
Metformina como monoterapia [207, 208, 281, 282] nos llevd a pensar que, en
condiciones hiperandrogénicas la Rosiglitazona podria suplir el défitit de 15d-PGJ2,
al unirse a los receptores PPARy, y normalizaria, asi, los procesos desencadenados
rio abajo en la cadena de sefializacion disparada por dichos factores de
transcripcion. Esta sugerencia se ve apoyada, ademas, por el hecho de que se ha
descripto que la Rosiglitazona activa el sistema PPARY al aumentar los niveles de
ARNm que codifica para los propios receptores [293]. Uno de los procesos regulados
por la activacion de PPARy es el estrés oxidativo [284, 294-298].

Hasta aqui, en el presente trabajo hemos descripto una disminucion en los
ligandos de PPARy y en las defensas antioxidantes como consecuencia de la
hiperadrogenizacion, que no fueron revertidos al tratar con Metformina a pesar de
haberse normalizado los niveles de esteroides circulantes. Por un lado, estas

observaciones nos llevan a sugerir que existiria un efecto de los androgenos a nivel
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uterino que seria independiente del ovario, dado que el tratamiento con Metformina
normaliza los esterdides ovaricos pero sin embargo, existen alteraciones a nivel
uterino que contintan alterados. Nuestros resultados nos llevaron a pensar que si se
administrara Rosiglitazona a animales hiperandrogenizados, ésta, al unirse a
PPARY, compensaria el déficit de ligandos naturales del receptor, normalizando asi
los procesos alterados rio abajo, como lo son las defensas antioxidantes. A fines de
probar dicha hipoétesis, evaluamos las defensas antioxidantes presentes en el tejido
uterino luego de hiperandrogenizar y de tratar con Metformina y Rosiglitazona
conjuntamente a los animales.

Encontramos que el tratamiento combinado normalizo los niveles de Catalasa
y GSH, llevandonos a pensar que la activacion de PPARY, en nuestro modelo, estaria
regulando la expresion de Catalasa y GSH pero no asi la de SOD. Estas acciones de
Rosiglitazona al ser administrada de manera conjunta con Metformina podrian ser
responsables, al menos parcialmente de los buenos resultados obtenidos cuando

pacientes SOP reciben dicho tratamiento.
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Conclusion

Las conclusiones generales a las que llegamos utilizando nuestro modelo murino es

que el exceso de androgenos produjo:

1-

2.

Aumento del peso corporal.

Incremento del peso relativo uterino provocado, al menos en parte, por
engrosamiento del endometrio y aumento en el numero de celulas
proliferativas en el epitelio luminal endometrial.

Aumento en la produccion de P4 y E; por parte del ovario.

Alteraciones en la histologia uterina.

Aumento en la actividad de la NOS.

Disminucion de las defensas antioxidantes (SOD, Catalasa y GSH) uterinas.
Disminucion en la produccion uterina de PG E y aumento en la produccion
uterina de PG F,, que se deben a la disminucion en la expresion uterina de
COX-2 junto con el incremento en la expresion de CBRI1.

Disminucion en la expresion uterina de 12-LOX y de PGDS y, como
consecuencia de ellos se disminuirian los niveles de ligandos naturales de
PPARy.

Incremento en los niveles de apoptosis endometrial (tanto epitelial como

estromal).

Por su parte, la administracion simultanea de Metformina evito todas las alteraciones

anteriormente descriptas excepto:

1-

2-

El aumento del peso corporal.
El incremento del peso relativo uterino, dado que si bien normalizo la
proliferacion endometrial, no fue capaz de prevenir el engrosamiento

endometrial producido por el exceso de androgenos.
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3- La disminuciéon de las defensas antioxidantes (SOD, Catalasa y GSH)
uterinas.
4- Disminucioén en la produccion uterina de PG E.

5- Disminucion en la expresion uterina de PGDS.

Cuando se administré6 conjuntamente Metformina + Rosiglitazona se normalizaron

los niveles de Catalasa y Glutation, a pesar de que no se vieron efectos sobre el peso

corporal, ni uterino, ni sobre el grosor endometrial.
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Con este trabajo, concluimos que el exceso de androgenos circulantes actua sobre el
utero murino, afectando sus funciones esenciales. Algunos de los efectos del
hiperandrogenismo podrian ser directos sobre el tejido uterino, mientras otros
podrian deberse a efectos de los androgenos sobre otros tejidos, como por ejemplo,
su efecto sobre el ovario, que se traduce en alteraciones en la sintesis de esteroides
en nuestro modelo de estudio. En éste sentido podemos afirmar que el exceso de
androgenos produce sobre el tejido uterino murino alteraciones que conducen a
alteraciones en su fisiologia que conllevarian a la disminucion en la receptividad
uterina. Esto permitiria explicar, al menos en parte, la disminucion en la
receptividad uterina observada en pacientes SOP.

La administracion de Metformina evita muchas de las alteraciones producidas por el
exceso de androgenos pero no aquellas que se relacionan con la activacion de los

factores de transcripcion PPARy.

A raiz de ello, y dado el éxito observado al tratar a pacientes SOP con la
combinacion Metformina+ Rosiglitazona, en el presente trabajo, admistramos dicho
tratamiento a animales hiperandrogenizados, encontrando mejoras en gran parte de

aquellos parametros que la monoterapia con Metformina no evito.

El efecto de cada droga por separado no resulta suficiente para normalizar el estado
oxidativo uterino, sin embargo la administracion conjunta muestra un efecto de
“potenciacion” que permite la normalizacion de las defensas antioxidantes.
Posiblemente esto se deba a que las drogas actuan por diferentes mecanismos,
Metformina funcionaria cono un antioxidante mientras que Rosiglitazona, a través
de la activacion de PPARYy, estimularia la expresion génica delas enzimas

antioxidantes.
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Conclusion

Esta podria ser una de las causas por las que se obtienen mejores resultados al
tratar pacientes SOP con dicha combinacion de drogas aun cuando las pacientes no
responden a la monoterapia con Metformina.

Ademas, sugerimos que la terapia combinada daria mejores resultados en el
tratamiento de las mujeres SOP, especialmente en aquellas pacientes que no
responden optimamente a Metformina.

Para concluir, podemos decir que el modelo de estudio utilizado en el presente
trabajo nos permitio probar de manera empirica los buenos resultados que se
obtienen en la clinica al tratar pacientes SOP con el tratamiento combinado
Metformina + Rosiglitazona, permitiendonos, ademas, comprender algunos de los

mecanismos por los cuales esto ocurre.
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