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“Rol de los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR)
gama sobre la alteracion folicular temprana inducida por exceso de andrégenos.

Accion de la pioglitazona como tratamiento”

Resumen

El exceso de andrégenos es uno de los desérdenes endocrinos mas frecuentes en
mujeres en edad reproductiva y esta fuertemente asociada a una reduccién en la fertilidad o
a infertilidad. En mujeres con esta condicion, la administracién de glitazonas (como la
pioglitazona o rosiglitazona) mejora el perfil androgénico y la funcién ovarica. La
pioglitazona ejerce su accion actuando como ligando del receptor nuclear activado por
proliferadores peroxisomales gama (PPARG). Sin embargo, se desconoce el mecanismo
por el cual el sistema PPARG regula la funcién ovarica. En este trabajo, en una primera
etapa nos planteamos investigar cémo el exceso de androgenos altera la funcién ovarica
temprana. Encontramos que el hiperandrogenismo indujo una regulacién negativa sobre el
sistema PPARG vy alteré el desarrollo folicular temprano, la via de la esteroidogénesis
folicular establecié un ambiente pro inflamatorio en ovario e incremento el estrés oxidativo
(EO) sistémico. En una segunda etapa nos propusimos investigar si la administraciéon de un
ligando de PPARG, la pioglitazona (PGZ,) modificaba o prevenia las alteraciones inducidas
por el estado hiperandrogénico. Encontramos que la PGZ activé al sistema PPARG,
evitando asi la regulacién negativa del hiperandrogenismo sobre el sistema PPARG. La
activacion de PPARG también previno las alteraciones del hiperandrogenismo sobre el
desarrollo folicular temprano y la via de esteroidogénesis folicular, sobre el estado pro-
inflamatorio y sobre el EO sistémico. Colectivamente, nuestros resultados indican que la
activacion del sistema PPARG en ovario de animales expuestos al exceso de androgenos
mejora la funcién ovarica temprana, ya que previno las alteraciones sobre la
esteroidogénesis folicular, el estatus inflamatorio del ovario y el balance oxidativo

sistémico.

Palabras clave: Foliculogénesis, hiperandrogenismo, receptor activado por

proliferadores peroxisomales gama, ovario, Pioglitazona, fertilidad.



“Role of the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG) in the
regulation of early follicular alteration induced by androgen excess. Action of

pioglitazone as treatment”

Abstract

Androgen excess is one of the most common endocrine disorders in women in the
reproductive age and is strongly associated with a reduction in fertility or infertility. In
women with this condition, the administration of glitazones (such as pioglitazone or
rosiglitazone) improves the androgenic profile and ovarian function. Pioglitazone (PGZ)
exerts its action by acting as a exogenous ligand of the peroxisome proliferator —activated
receptor gamma (PPARG). However, the precise mechanism by which the PPARG system
regulates ovarian function is unknown. We first investigated how androgen excess alters
early ovarian function. We found that hyperandrogenism induced a downregulation of the
PPARG system along with alterations on eatly follicular development, the follicular
steroidogenesis pathway, and established a pro-inflaimmatory environment in ovary and a
systemic oxidative stress state. Then, we investigated whether administration of a PPARG
ligand, pioglitazone (PGZ), modified or avoided the alterations induced by the
hyperandrogenic state. We found that PGZ activated the PPARG system, avoiding the
hyperandrogenism-induced downregulation of the PPARG system. Activation of PPARG
also prevented the hyperandrogenic alterations on early follicular development and the
follicular steroidogenesis pathway, on the pro-inflammatory state and on systemic oxidative
stress. Collectively, our results indicate that the activation of the PPARG transcriptional
system in the ovary of animals exposed to an excess of androgens improves the early
ovarian function, since PGZ avoided alterations on follicular steroidogenesis, ovarian

inflammatory status and systemic oxidative balance.

Key words: Ovarian folliculogenesis, Hyperandrogenism, Peroxisome proliferator —

activated receptor gamma, pioglitazona, fertility.
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1. Introduccién
1.1. Foliculogénesis ovarica

La génada femenina, el ovario, tiene como funciones primarias la producciéon y
liberacién de gametos asi como ser la fuente mayoritaria de hormonas sexuales. Durante el
desarrollo embrionario, las células germinales primordiales (CGP), las cuales dan origen
tanto a los oocitos como a los espermatozoides, son identificadas en el mesodermo
extraembrionario como pequefios “clusteres” de células positivas para fosfatasa alcalina.
Estas células migran hacia la porcion anterior de la linea primitiva (Ginsburg, Snow y col.
1990, McLaren 2003) y se desplazan en un movimiento activo directamente al endodermo
del intestino posterior (Anderson, Copeland y col. 2000). Posteriormente en el desarrollo
las CGP migran activamente desde el eje dorsal del intestino posterior hacia las crestas
genitales en desarrollo (Molyneaux, Stallock y col. 2001) y proliferan rapidamente durante
esa migracion (Ginsburg, Snow y col. 1990). En roedores, las CGPs contintan
proliferando hasta formar los denominados “nidos”, luego estas células entran en meiosis,
conformandose los oocitos (Jagarlamudi y Rajkovic 2012). Los oocitos contintan en
meiosis hasta diplotene de la profase I, y hacia el final del desarrollo embrionario los
“nidos” se rompen para dar lugar a la formacién de los foliculos primordiales (primordial
follicles, PFs), en un proceso acompafado por una pérdida masiva de células germinales

(Pepling y Spradling 2001, Menke, Koubova y col. 2003).

Cada PF contiene un oocito arrestado en profase y rodeado por células aplanadas
denominadas células pre-granulosas las cuales se diferenciaran en células de la granulosa
(granutosa cells, GCs). Estos PF constituyen la reserva ovarica quiescente. A partir de esta
reserva, los foliculos seran reclutados hacia el pool de foliculos en crecimiento. La
transicion desde un PF hacia un foliculo primario (primary follicle, PtF) se caracteriza por un
cambio morfolégico en las GCs que pasan de su forma aplanada a una cuboidal. Durante
el subsiguiente crecimiento hacia el foliculo secundatio (secondary follicle, SF), el oocito
continua creciendo, asi como las capas de GCs, y se forma una capa adicional de células de
la teca (theca cells, TCs) por sobre las GCs, separandose por la membrana basal y rodeando
el foliculo. Estas etapas del crecimiento se denominaron clasicamente “independientes de
gonadotrofinas”, pero requieren una compleja interaccion bidireccional entre el oocito y las
células somaticas (Eppig 2001, Edson, Nagaraja y col. 2009). Es mas, diversos estudios
demostraron que aunque la presencia de la hormona foliculo estimulante (fo/licle stimulating

hormone, FSH) no es esencial en esta etapa del crecimiento folicular esta tiene un efecto
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estimulador sobre la foliculogénesis, reduce la atresia folicular y mejora la calidad tanto de
los foliculos como de los oocitos (McGee, Perlas y col. 1997, Hsueh, Kawamura y col.
2015, Dewailly, Robin y col. 2016). Ademas de estas hormonas peptidicas, las hormonas
sexuales (principalmente estradiol (E2) y testosterona (T)) también cumplen roles esenciales
en el control intra ovarico de la foliculogénesis actuando a través de sus receptores

citoplasmaticos (Hsueh, Kawamura y col. 2015).

En las etapas subsecuentes de la foliculogénesis se forman pequefas cavidades con
fluido dentro del foliculo, que devienen en la formacién de una dnica cavidad conocida
como “antro”, formando asi el foliculo antral (antral follicle, AF). El antro define dos
poblaciones distintivas de GC: las GC del cimulus, que se ubican adyacentes al oocito, y las
GC murales que rodean la pared folicular y son la mayor fuente de hormonas esteroideas
(Edson, Nagaraja y col. 2009). Esta etapa de la foliculogénesis depende de la presencia de
las gonadotrofinas FSH y luteinizante (luteinizing hormone, 1LH) (etapa “dependiente de
gonadotrofinas”). La FSH es necesaria para la sobrevivencia de las GC, proliferacion,
producciéon de las hormonas sexuales, y expresion del receptor para LH (Edson, Nagaraja y
col. 2009). La mayoria de los AFs van a degenerarse y sufrir atresia folicular, y solo una
subpoblacién de ellos continua el desarrollo hasta el estadio preovulatorio o de Graaf. En
estos foliculos, las GC murales y las del cumulus responden de forma diferente a las
gonadotrofinas FSH y al LH, de esa forma haciéndolos receptivos al pico preovulatorio de
LH, la cual activa una secuencia de eventos que culmina con la ovulacién del (ej.: primates)
o los foliculos dominante (ej.: roedores). Estos eventos incluyen la reanudaciéon meidtica
del oocito, la expansiéon del camulus, la ruptura folicular y de la pared ovarica, y la
liberacién del complejo cumulo-oocito que contiene un oocito fecundable. Es tal la
complejidad de todos estos eventos que hoy en dia se desconoce el mecanismo en detalle,
as{ también existe consenso en asimilar el proceso que culmina con la ovulacién con un
estado pro inflamatorio (Espey 1980, Espey 1994, Boots y Jungheim 2015), en el que
intervienen no solo las hormonas sexuales, FSH y LH, sino también diferentes citoquinas y
marcadores inflamatorios. Una vez que se libera el oocito, las GC y TC remanentes sufren
una diferenciacién celular que lleva a la formacion del cuerpo luteo (CL) (Edson, Nagaraja
y col. 2009). El CL es esencial para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez, en
caso que ocurra prefiez, principalmente debido a la secrecion de progesterona (P4). En la
etapa inicial de la formacién del CL pueden distinguirse dos tipos celulares, unas células
externas y pequeflas y otras internas. Estas ultimas constituyen la mayor parte del CL y

presentan un mayor tamafo. En caso que no ocurra la prefiez, el CL degenera (Stocco,
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Telleria y col. 2007). En la figura 1, que se muestra a continuacion, se representa al ovario y

su morfologia, con los diferentes tipos foliculares y estructura generalizada.

Estructura idealizada de un ovario

Foliculos Foliculos
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Figura 1: Foliculogénesis ovarica: antes de llegar al estadio ovulatorio, el foliculo ovarico se
desarrolla pasando por los estadios primordial (en reposo), primario, secundario (pre-
antral), antral, y finalmente el estadio de foliculo pre-ovulatorio o de Graaf. Adaptado de
Byer, Shainberg y Galliano “Dimensions of Human Sexuality”. Copyright The Mc Graw Hill
Companies, Inc. All Rights Reserved 1999

1.2. Esteroidogénesis ovarica y el modelo de “2 Células, 2 gonadotrofinas”

En el ovario dos de las responsabilidades fisiolégicas mas importantes son la
liberacion periddica de gametos y la produccion de hormonas sexuales. Ambas actividades
se integran en un proceso repetitivo y continuo de desarrollo folicular, ovulacién y
formacion-regresion del CL.

El ovario sintetiza hormonas esteroideas como lo hacen otras glandulas endocrinas
con las que comparte enzimas (suprarrenales, testiculos y tejido adiposo): usando como
sustrato bioquimico al colesterol que transporta la lipoproteina LDI y manteniendo la
estructura basica del ciclopentano-perhidrofenantreno (Jamnongjit y Hammes 2000).

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente los

andrégenos, estrogenos y progesterona (P4) (Payne y Hales 2004). Asi como varias
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hormonas no esteroideas como la inhibina, relaxina y algunos factores locales (Hudson,
John y col. 1984, Mason, Niall y col. 1986, Medan, Watanabe y col. 2003).

La diferencia entre el ovario y las otras glandulas estriba en la expresién enzimatica de
sus células especializadas (la figura 2 muestra un esquema general de la esteroidogénesis):
primero porque carecen de actividad 21-hidroxilasa o 11B-hidroxilasa y no sintetizan
glucocorticoides; pero fundamentalmente a que se trata del lugar de la anatomia femenina
con mayor capacidad aromatizante (Stocco 2008). A grandes rasgos, las hormonas sexuales
proceden de la accién catalitica de un grupo de enzimas especializadas, particularmente la
superfamilia de la citocromo P450 (P450c17 o CYP17A, la P450 aromatasa o CYP19A y la
P450scc o CYP11A), pero también la 3beta hidroxiesteoide-deshidrogenasa (3BHSD) y la
17 beta hidroxiesteroide-deshidrogenasa (17BHSD). La entrada de LDL-colesterol en las
mitocondrias es esencial para la esteroidogénesis (Miller y Bose 2011) (Figura 2).

En el ovario la sintesis de las hormonas sexuales procede de la secrecion de las TCs y
las GCs (Jamnongjit y Hammes 20006), aunque también hay un aporte menor de
produccién de hormonas sexuales en células del estroma ovarico (Qiu, Quan y col. 2013)
(Figura 3). La produccién de estas hormonas es un proceso complejo y sumamente
regulado que involucra diferentes vias de sefializaciéon actuando en diferentes tipos de
células. En un foliculo ovarico tipico de mamiferos podemos distinguir al menos 4 tipos
celulares. Cada foliculo contiene un oocito rodeado de GC del cimulus, al cual lo rodean
las GC murales, las que a su vez estan rodeadas de TC (Wood y Strauss 2002). Esa
disposicion se hace evidente recién en el estadio antral. En estos foliculos de la mayoria de
los mamiferos, incluyendo humanos y roedores, la esteroidogénesis ocurre segin la
hipétesis mas extendida actualmente: el “modelo de 2 células, 2 gonadotrofinas” (Hillier,
Whitelaw y col. 1994, Jamnongjit y Hammes 20006). Segun este modelo (Figura 3), los
andrégenos son sintetizados a partir del colesterol en las TC estimuladas por LH, y
seguidamente los andrégenos son convertidos a estrogenos en las GC estimuladas por
FSH. Hay que resaltar que primariamente en las TC se expresan los receptores para LH y la
enzima CYP17A, la cual convierte pregnenolona y P4 en dehidroepiandrosterona (DHEA)
y androstenediona, respectivamente. Mientras que en las GC se expresan primariamente los
receptores para FSH y la aromatasa, la cual convierte los andrégenos en estrégenos.
Notablemente, los receptores para LH no son exclusivos de las CT, ya que su expresion en
las GC murales se incrementan en respuesta a FSH justo antes del pico de LH (Piquette,
LaPolt y col. 1991). También es importante mencionar que tanto las GC como las TC

expresan la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR), CYP11A y 3BHSD,
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por lo que ambos tipos celulares son capaces de sintetizar pregnenolona y P4 a partir de
colesterol (Andersen y Ezcurra 2014). Sin embargo, durante la fase folicular las GC estan
pobremente vascularizadas y por ende limitadas de la disposicién de colesterol y oxigeno,
entonces las cantidades de esteroides producidas es mucho menor. Esa situacion se revierte
previo a la ovulacién, cuando ocurre la “luteinizaciéon” de las GC y se vascularizan, por lo
que son capaces de sintetizar grandes cantidades de P4 a partir de colesterol (Wood y
Strauss 2002). Esta produccion de P4 tiene un rol clave durante la maduracién final del
oocito y especialmente en el proceso de ovulacién, facilitando la ruptura folicular
(Conneely, Mulac-Jericevic y col. 2002). Finalmente, es importante remarcar que el modelo
“2 células, 2 gonadotrofinas” tiene amplia relevancia pero concierne solamente a AFs en
los que sus poblaciones foliculares estan bien diferenciadas, por lo que la regulacion de la
esteroidogénesis en foliculos preantrales o antrales tempranos permanece pobremente
dilucidada (Dewailly, Robin y col. 2016).

Enfocandonos un poco mas secuencialmente en la via esteroidogénica, esta comienza
con el transporte del colesterol desde el citoplasma, siendo este el principal paso limitante,
desde las membranas mitocondriales por la acciéon de la proteina StAR (Lin, Sugawara y
col. 1995). Alli comienza la biosintesis esteroidea, y el siguiente paso limitante es la
producciéon de pregnenolona, catalizada por una enzima que corta la cadena lateral del
colesterol, la enzima citocromo P450 de corte de cadena lateral (P450scc o CYP11A). La
pregnenolona (21 carbonos, o C21) es transportada al citoplasma, donde puede ser
transformada directamente a P4 mediante la accién de la 3BHSD. Por otro lado, la
pregnenolona también puede sufrir la accién consecutiva de las enzimas CYP17A vy
3BHSD formandose 17-hidroxiprogesterona y DHEA, para luego formar androstenediona.
Estos dltimos son andrégenos, esteroides de 19 carbonos (C19), los cuales seran
transformados a T. Finalmente, en las GC y por accién de la aromatasa, los andrégenos se
aromatizaran a estrogenos, como el 17-estradiol (E2) y la estrona (E1), que son esteroides

de 18 carbonos (C18) (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Via de la esteroidogénesis en el ovario, marcando la posicion de la DHEA.
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.

Adaptado de Kronenberg (Kronenberg 2009).

En la regulacién de la esteroidogénesis participan no solo FSH y LH, sino que se
postula que los sensores energéticos jugarian un rol importante como moduladores de la
esteroidogénesis y foliculogénesis ovarica (Dupont, Reverchon y col. 2012). Estos sensores,
junto a otras hormonas y péptidos producidas por las TC y GC modulan la
esteroidogénesis por mecanismos para/auto/intra- crinos. Las hormonas no esteroideas y
péptidos producidas por el ovario incluyen a las inhibinas, activinas y folistatinas, las cuales
modulan la secrecién de FSH y LH y controlan la foliculogénesis (Findlay 1993, Wu, Chen
y col. 2004, Messinis 2006); la hormona antimulleriana (AMH), la cual inhibe la meiosis del
ovocito y la mitosis de las GC (Chang, Klausen y col. 2013); y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFA), el cual induce la apoptosis de las GC y es un marcador inflamatorio que

participa de la ovulacion (Kaipia, Chun y col. 1996), entre otros.

Algunos puntos clave de la esteroidogénesis para comprender la fisiologia del ciclo

ovarico:
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- Las GC tienen receptores para la FSH (RFSH).

- La FSH estimula la sintesis de sus propios receptores.

- Las TC tienen receptores para la LH (RLH).

- Las GC también expresan RLH hacia el final del desarrollo folicular.

- Las GC expresan la enzima aromatasa y convierten T en E2.

- La esteroidogénesis ovarica esta regulada no solo por FSH y LLH, sino también por
sensores energéticos y hormonas no esteroideas.

- El modelo “2 Células, 2 gonadotrofinas™, si bien es muy relevante en mamiferos,

s6lo se aplica a partir de foliculos antrales bien diferenciados.
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Figura 3. Modelo “2 células, 2 gonadotrofinas”. Solo las GC son capaces de ser
activadas por la FSH, mientras que la accién de la LH se extiende a la teca y las células del
estroma a parte de las mismas células granulosas. La expresion de los receptores para la LH
es dependiente de la etapa de desarrollo del foliculo, las células de la teca adquieren dichos
receptores temprano en su desarrollo, mientras que las células granulosas solo expresan los
dos receptores tarde en su desarrollo. Adaptado de Griffin y Ojeda “Lextbook of endocrine

Dphysiology” 2nd Ed. Oxford University, New York, 1992

Por ultimo, y para remarcar: la esteroidogénesis ocurre de manera paralela, y regula, al
proceso de maduraciéon folicular. Durante el mismo se producen una serie de cambios
hormonales, por un lado se sintetiza el E2 en forma creciente hasta el momento de la
ovulacion, disminuyendo sus niveles plasmaticos en el momento de la misma y elevandose

los niveles de P4 plasmatica, gracias a la contribucién del CL en la segunda fase del ciclo.



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
20

Por otro lado, también se producen ciertos niveles de andrégenos los cuales cumplen un
rol fisiolégico clave durante la foliculogénesis temprana (Prizant, Gleicher y col. 2014),
disminuyendo sus niveles hacia el final del ciclo folicular (Dewailly, Robin y col. 2016). De
esta forma es evidente que hay un balance entre las hormonas que varfa segin el estadio del

ciclo, el cual es necesario y clave para un desarrollo normal de la funcién ovarica.

1.3. Atresia folicular y apoptosis ovarica

En el desarrollo folicular en el ovario de mamiferos solo un numero limitado de
foliculos maduran y son ovulados. Por el contrario, la gran mayoria de los foliculos detiene
su desarrollo en algiin punto y sufren atresia folicular. La atresia folicular es un proceso que
ocurre ciclicamente en el ovario y por el cual la mayoria de los foliculos en desarrollo
degenera y son reabsorbidos durante la fase folicular del ciclo estral (o menstrual en la
mujer). Tipicamente solo uno de los foliculos de la cohorte de AFs rescatados por
gonadotrofinas es ovulado (en la mujer), y el resto sufre atresia folicular en cada ciclo. Ese
foliculo luego de ser ovulado también da origen al CL. Ademas, la atresia es un proceso
apoptoético que esta controlado hormonalmente (Kaipia y Hsueh 1997), y ocurre
principalmente por apoptosis en las GCs. Esta informacioén remarca el papel esencial que
juega la atresia y la apoptosis en el desarrollo folicular y la funcién ovarica.

Los mecanismos moleculares que controlan la atresia/apoptosis folicular estin
conformados por diversos factores pro y anti apoptoticos (Hussein 2005). Algunas de estas
moléculas clave son los miembros de la familia BCL, como BCL2 (B-ce// lymphoma 2) y BAX
(BCL2 associated X protein), y también péptidos como TNFA (tumor necrosis factor alpha) y
gonadotrofinas (Tilly, Tilly y col. 1995, Manabe, Goto y col. 2004, Hussein 2005). Mientras
que BCL2 se encuentra primariamente en foliculos en desarrollo, BAX lo hace
primariamente en foliculos atrésicos (Van Nassauw, Tao y col. 1999). Esta expresion esta
relacionado con los niveles de gonadotrofinas, ya que altos niveles de gonadotrofinas
(principalmente FSH) incrementa la expresion de BCL2 y reduce la de BAX (Sugino,
Suzuki y col. 2000). Mas ain, la relacion entre BCL2 y BAX ayuda a determinar y
comprender el alcance de la apoptosis de un tejido (Oltvai, Milliman y col. 1993). El
importante rol de BCL2 y BAX en la apoptosis ovarica se sostiene por diversos estudios
que muestran (i) bajos nimeros de foliculos en ratones deficientes de BCL2 (Ratts, Flaws y
col. 1995) (ii) alta expresion de BCL2 lleva a la reduccién de la atresia y apoptosis folicular

(Hsu, Lai y col. 1996, Morita y Tilly 1999)(iii) ratones deficientes en BAX contienen
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foliculos anormales con un numero excesivo de GCs (Perez, Robles y col. 1999) y (iv) la
expresion de BAX es alta en foliculos atrésicos comparado a foliculos sanos (Kugu, Ratts y
col. 1998).

Por otro lado, TNFA es una citoquina, que ademas de su rol en la inflamacién y el
estrés oxidativo (EO), es capaz de inducir apoptosis en diversos tipos celulares (Chu 2013).
En el ovario, TNFA se puede localizar en oocitos (Marcinkiewicz, Krishna y col. 1994) y
GCs (Roby y Terranova 1989). Alli, TNFA estimula la apoptosis y la atresia folicular en
AFs, lo que evidencia el rol de TNFA como regulador intraovarico de la atresia folicular
(Kaipia, Chun y col. 1996). Ademas del rol regulador sobre la atresia folicular, TNFA
cumplirfa un papel importante en el mecanismo de ovulacién (Brannstrom, Bonello y col.
1995, Terranova 1997), cuestion que ampliaremos mas adelante cuando nos referiremos a

los mecanismos inflamatorios en la funcion ovarica.

1.4. Ciclo ovarico

El ciclo ovarico es la expresion repetida de la funcién del sistema hipotalamo-
hipéfisis-ovario, donde cada ciclo culmina, en la mujer, con una hemorragia y cuyo primer
dia se acepta como el punto de referencia que indica el comienzo de un nuevo ciclo.

El hipotalamo es el encargado de la regulacién neurolégica del ciclo ovarico, mientras
que la hipéfisis juega un rol importante como mediador. Las gonadotrofinas hipofisarias, la
hormona FSH y la LH sirven como vinculo entre el hipotalamo y los ovarios, existiendo
una estrecha comunicacion con los esteroides sexuales a lo largo del ciclo (Fig. 4).

Para que exista un ciclo normal se requiere la liberacién pulsatil y periddica de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (gomadotropin releasing hormone, GnRH) desde el
hipotalamo. En la parte anterior de la hipéfisis se encuentran los receptores de GnRH, en
un tipo celular denominado gonadotrofos. La unién de esta hormona con sus receptores
induce una serie de respuestas hipofisarias que culminan con la sintesis y secreciéon de LH y
la FSH. Los receptores para gonadotrofinas se encuentran en el ovario y se ha demostrado
que los receptores para FSH se expresan en las GC de los PF y preantrales, mientras que en
las TC solo lo hacen los receptores para LH. Conforme el foliculo madura, las GC
comienzan a expresar receptores para LH. Ambas gonadotrofinas, LH y FSH, inducen la

foliculogénesis ovarica, y con ella, la esteroidogénesis (Uilenbroek y Richards 1979).
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Figura 4: Ciclo ovarico y fases foliculares. La hipofisis anterior secreta FSH y LH, las
células foliculares comienzan el crecimiento. Las células de la granulosa secretan
estrégenos, las células de la teca expresan androstenediona y se convierten en estrogenos en
la granulosa. Altos niveles de estrégenos ejercen una retroalimentacion negativa y suprime
la secrecion de FSH y LH. Las células de la granulosa también secretan hormonas no
esteroideas como la inhibina, la cual inhibe la secrecion de FSH. Igualmente, luego de
transcurrido el gran pico de estrégeno secretado por la granulosa, este ejerce una
retroalimentacién positivo y entonces se incrementan nuevamente FSH y LH. FSH
aumenta un poco ya que aun inhibina la inhibe. LH aumenta a altos niveles, lo que se
denomina “el pico de LH”, y es cuando se libera el oocito durante la ovulacion (dia 14 en
humanos). En la fase proliferativa del ciclo uterino, el estrégeno es un factor importante
que induce la formacién de la nueva capa endometrial. Luego de la ovulacién, comienza la
fase lutea en ovario: FSH y LH inducen la transformacién del foliculo en el CL, el cual
comienza a secretar grandes cantidades de P4, la que cumple roles claves en la dltima fase
del ciclo y si la reproduccion es exitosa. Adaptado de Scott Gilbert “Developmental Biology.
Tentlh Edition” Chapter 17. Sunderland, Sinaner Associates. 2013
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El ciclo ovarico consta de una fase folicular, en la cual se suceden una serie de
eventos en cascada que propician un nimero adecuado de foliculos para la ovulaciéon, y una
fase lutea, en la que, luego de la ovulacién, comienza la formacion del CL.

Durante la fase folicular, ocurren eventos caracterizados por la mayor o menor
influencia de las gonadotrofinas. Uno de estos grandes eventos es el reclutamiento folicular,
el cual posee dos etapas: el reclutamiento inicial (I reclutamiento), clasicamente llamado
“independiente de gonadotrofinas” (aunque ya mencionaremos algo del papel que juega aca
las gonadotrofinas), y el reclutamiento secundario (Il reclutamiento), “dependiente de
gonadotrofinas” (McGee y Hsueh 2000). Durante el reclutamiento inicial, los PFs
comienzan a crecer estimulados por factores intraovaricos, aunque la presencia de
gonadotrofinas y de hormonas esteroideas estimula ese reclutamiento (McGee y Hsueh
2000). El oocito en estos foliculos se encuentra arrestado en la profase I de la meiosis.
Aquellos PFs que no respondan permanecen en estado quiescente. Los mecanismos que
controlan este inicio del crecimiento folicular son dificiles de estudiar, siendo una de las
principales dificultades la baja tasa de crecimiento sobre un largo periodo de tiempo que
atraviesan estos foliculos pequefios (Hirshfield 1989). Sin embargo, llegados a cierto estadio
no son capaces de mantener este desarrollo folicular y, aquellos que no respondan al
estimulo de FSH, caeran en atresia, dando comienzo a la segunda etapa del reclutamiento, o
reclutamiento secundario. En esta etapa solo aquellos foliculos que sean capaces de
responder a FSH seguiran creciendo y madurando. Por lo que una de las principales
funciones de la FSH sobre los foliculos en crecimiento es el rescate folicular, permitiendo
que sigan madurando y comiencen a sintetizar y secretar E2. La FSH también induce la
expresion de receptores de LH en las GC. Poco después del rescate folicular, la hipofisis
comienza a secretar LH, y en respuesta a la LH se rompe el arresto de la meiosis en los
foliculos rescatados y se reinicia la primera division meiética del oocito. Un set de
cromosomas se mantiene dentro del oocito y el otro se ubica en el llamado “cuerpo polar”,
y ambos son rodeados por la zona pelucida sintetizada por el oocito. En estos foliculos si
bien existe un efecto de retroalimentacion positiva del E2 sobre la secrecion de FSH, luego
de un tiempo, los altos niveles de E2 comienzan a inhibir la secrecion de FSH debido a un
efecto de retroalimentacién negativa. Por lo tanto, solo aquel foliculo que tenga la
suficiente cantidad de receptores de FSH podra continuar con su crecimiento. Este evento
es conocido como seleccion, y aquellos foliculos que sobrevivan se convertirain en
dominantes, pasando a la etapa de dominancia, mientras que el resto de los foliculos

reclutados caeran en atresia (McGee y Hsueh 2000). Simultaneamente comienza a darse el
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pico de LH (Figura 4). En este ultimo proceso, el foliculo que va a ser ovulado continua
desarrollandose, propiciando un ambiente que condiciona la supresiéon de los otros
foliculos que estén en desarrollo.

Aunque el mecanismo detallado de la ovulacién no esta completamente dilucidado, la
expulsion fisica del oocito maduro de los foliculos parece ser el resultado de incrementos
mediados por LH en la colagenasa, el activador de plasminégenos y las prostaglandinas
(PGs) dentro del foliculo (Espey 1994, Boots y Jungheim 2015). De esa forma el proceso
de ovulacién ha sido comparado con un proceso inflamatorio (Espey 1994, Boots y
Jungheim 2015). Llas PGs pueden causar contracciones localizadas en fibras musculares del
ovario y también incrementar el fluyjo de agua desde los capilares, de esa forma
incrementado la presién en el antro (Sirois, Sayasith y col. 2004). Tal es la importancia de
las PGs, que si se inhibe su sintesis la ovulaciéon no ocurre (Sirois, Sayasith y col. 2004).
Ademas, la colagenasa y los plasminégenos digieren la matriz extracelular del foliculo
(Downs y Longo 1983), y hay un aumento de muerte celular programada (apoptosis) en el
sitio de ovulacion. El resultado final entonces es que a partir del incremento en LH se
incrementa la presion folicular acoplada a la degradacion de la pared ovarica y folicular, se
forma una abertura denominada estigma en el foliculo y se rompe la pared ovarica, por
donde se libera el oocito junto a las GC del camulus.

Luego de la ovulacién, la fase latea del ciclo comienza. Las células remanentes del
foliculo ovulado dan lugar a la formacién del CL, bajo la influencia de la LH. Este CL
secreta mas estrégeno, pero predominantemente secreta P4. Esta hormona circula hacia el
utero, donde completa la preparacion del tejido uterino para la implantacioén del blastocisto,
estimulando el crecimiento de la pared uterina y vasos sanguineos (Figura 4). El bloqueo
del receptor de P4 con antagonistas exdgenos detiene el desarrollo de la pared uterina y de
esa forma previene la implantaciéon del blastocisto (Couzinet, Le Strat y col. 1986). La P4
también inhibe la producciéon de FSH, de esa forma evitando la maduracién de mas
foliculos (por eso se ha utilizado una combinacién de P4 y estrégeno como pastillas
anticonceptivas, ya que el crecimiento y maduracién de nuevos foliculos se previene
mientras FSH este inhibida).

Si el ovocito no es fecundado, el CL se degenera, la secrecion de P4 cesa y la pared
uterina se degenera. Con la baja en los niveles séricos de P4 la hipofisis secreta nuevamente
FSH y el ciclo comienza nuevamente. Sin embargo, si la fecundacién ocutrre, interacciones
complejas entre el CL, el endometrio y el blastocisto y posterior embriéon permiten que el

CL se mantenga activo y siga secretando altos niveles de P4 (Robinson, Hammond y col.
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2008). Entonces y para finalizar, el ciclo menstrual asegura la maduraciéon periddica y la
ovulacién de los oocitos y promueve en el ttero el desarrollo periddico de un érgano capaz

de soportar el desarrollo de un nuevo organismo por 9 meses (en el humano).

1.5. Ciclo estral en la rata

En la rata los PFs se forman al tercer dia de edad postnatal y el primer grupo que
llegara al estadio antral lo hara a partir de la tercera semana de edad. Luego y a partir del
séptimo dfa a partir del nacimiento se pueden encontrar SFs bien desarrollados. En la rata,
la pubertad o primer estro, periodo en el cual la hembra esta dispuesta a recibir al macho,
ocurre alrededor del dia 34 luego del nacimiento, y continua regularmente hasta
aproximadamente 10-12 meses de edad, momento en el cual los animales entran en ciclos
irregulares. El tiempo que lleva el desarrollo de los PFs hacia foliculos preovulatorios es
alrededor de 60 dias o 15 ciclos estrales (Uilenbroek y Richards 1979). Dentro de este
petiodo se necesitan mas de 30 dias para que los PFs se desarrollen en SFs e igual cantidad
de tiempo tarda el desarrollo de los SFs al estadio en el cual seran ovulados. El perfodo
anterior al estro (momento de la ovulacién) se lo denomina proestro y se caracteriza por el
momento en el cual el animal entra en celo. En ausencia de concepcion, el estro es seguido
por el metaestro. Al periodo siguiente se lo denomina diestro y es el tiempo durante el cual
la secrecion ovarica prepara a los tejidos reproductivos para la recepcion del évulo
fertilizado luego del coito durante el estro. El diestro dura 1-2 dias determinando que el
ciclo estral tenga una duracion de 4-5 dias. Si la fertilizacion no ocurre, el animal vuelve al
petiodo de proestro y un nuevo ciclo se inicia. Los distintos estadios pueden determinarse
segin el tipo y predominancia de distintas células en el extendido vaginal, bajo el
microscopio 6ptico. La rata es un mamifero no estacional, de ovulacién espontanea y
poliéstrica, esto quiere decir que el ciclo ovarico ocurre durante todo el afio y la ovulacién
no depende del estimulo de la cépula. Dichas caracteristicas, sumadas a su facil
reproduccion y mantenimiento en el bioterio, hacen que sea un buen modelo para el
estudio de la fisiologia ovarica gonadal. Los cambios mencionados en las distintas fases del

ciclo estral a nivel del ovario, utero y vagina en ratas se presentan resumidos en la tabla 2.
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FASE OVARIO UTERO VAGINA CONDUCTA
Proestro | Crecimiento rapido de | Utero distendido Epitelio grueso. Células Estado receptivo a la
foliculos. Degeneracion | con fluido epiteliales superficiales. copulacion hacia el
de los cuerpos liteos del aumentando su Frotis vaginal con abundancia final de proestro
ciclo previo. tamafio. de células epiteliales.
Estro Maduracién de Maxima distension. | Epitelio grueso. Capa de Receptividad maxima
foliculos. Inicio de células comificadas en Lordosis. Copulacion.,
Ovulscidn degeneracion superficie. Frotis vaginal con | Mdxima probabilidad
3 .. .. | abundancia de células de fertilizacién,
vacuolar del epitelio
2 escamosas.
uterino.
Metaestro| Formacién de cuerpos | Alguna Descamacion del epitelio No hay receptividad.
liteos. degeneracién cornificado. Epitelio delgado.
vacuolar, pero Invasién de leucocitos. Frotis
también vaginal con abundancia de
regeneracion. células escamosas y
Diestro | Crecimiento de los Regeneracion del | Epitelio delgado. No hay receptividad.
cuerpos liteos. epitelio uterino. Regeneracion del epitelio.
Foliculos de varios Frotis vaginal con abundancia
tamarfios. de leucocitos y células
epiteliales.

Tabla 2: Resumen de los cambios a nivel del ovario, utero, epitelio vaginal y
conducta en las distintas fases del ciclo estral de la rata. Adaptado de De la Cruz, R. y Pdisaro,
R. “Control endocrino del ciclo reproductor en la rata: una experiencia docente utilizando un método de
caracterizacion citologico” Revista de ensefianza universitaria, pp. 545-554, 1998

1.6. Rol fisiolégico de los andrégenos y efecto del hiperandrogenismo en la

funcion ovarica.

Recientemente ha ido en aumento el interés acerca del rol de los androgenos en la
regulacion del desarrollo folicular y la fertilidad femenina (Gleicher, Weghofer y col. 2011).
De hecho, hubo un cambio importante acerca del concepto general acerca del efecto de los
andrégenos sobre la foliculogénesis y fertilidad. Tradicionalmente se consideraba a los
andrégenos perjudiciales en la funcién ovarica y asociados con la infertilidad, sin embargo
diversos estudios vienen mostrando que ciertos niveles de andrégenos actuando a través
del receptor de androgenos (AR) son necesarios para el desarrollo folicular normal y la
funcioén ovarica (Gervasio, Bernuci y col. 2014, Prizant, Gleicher y col. 2014). En la figura 5
se describen y postulan efectos de los andrégenos sobre la funcionalidad ovarica.
Continuando con los efectos estimuladores de los andrégenos sobre el desarrollo folicular,
varios estudios demostraron que en roedores el tratamiento con andrégenos aumenta el
desarrollo folicular pre antral y mejora la respuesta ovulatoria con un incremento en las GC
y disminucion de la atresia folicular (Wang, Andoh y col. 2001, Sen, Prizant y col. 2014).

Ademas, en cultivos 7z vitro de foliculos de ratén la adiciéon de andrégenos aumenté el
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diametro folicular y el desarrollo de los foliculos preantrales (Sen, Prizant y col. 2014). Por
otro lado, en grandes mamiferos se ha mostrado que la administracién zz vivo de T estimula
la transicion de foliculos desde el estadio de primarios a secundarios (Hampton, Manikkam
y col. 2004, Yang y Fortune 20006).

Consecuentemente, se hace evidente que existe un balance critico de los
andrégenos para un desarrollo folicular normal y que un desbalance como el que ocurre en
condiciones hiperandrogénicas tiene efectos perjudiciales sobre el desarrollo folicular y la
regulacion de la fertilidad femenina (Dewailly, Robin y col. 2016). Mientras que un exceso
de andrégenos aumenta el desarrollo folicular temprano y promueve una malformacion de
los AFs que puede conducir al desarrollo del Sindrome del Ovario Poliquistico
(SOP)(Jonard y Dewailly 2004), bajos niveles de andrégenos se asocian con disminucién de
la reserva ovarica e insuficiencia ovarica (Gleicher, Weghofer y col. 2011, Lebbe vy
Woodruff 2013).

El SOP es la causa mas frecuente de anovulacion e infertilidad, ya que afecta a entre
el 5-10% de las mujeres en edad reproductiva (Azziz, Carmina y col. 2009). Las
caracteristicas sobresalientes del SOP son el hiperandrogenismo, la oligo-anovulacion y la
posible formacién de quistes ovaricos (Bozdag, Mumusoglu y col. 2016), y a pesar de los
esfuerzos realizados hasta ahora, la fisiopatologia del SOP contintia pobremente dilucidada.
El peso de la evidencia sugiere que las anormalidades centrales del SOP son primariamente
ovaricos. Mas especificamente, el hiperandrogenismo seria el “centro” del SOP y una de las
primeras consecuencias seria la alteracion de la foliculogénesis (Catteau-Jonard y Dewailly
2013). Por razones no esclarecidas, pero presumiblemente de origen tanto ambientales
como genéticas y epigenéticas, las TC estan particularmente sobre activadas (Nelson, Legro
y col. 1999), de esa forma creando un exceso de andrégenos intra-ovarico. Teniendo en
cuenta eso y lo que mencionamos previamente acerca de la importancia de los andrégenos
en el crecimiento folicular temprano, entonces ese hiperandrogenismo intra-ovarico se
postula como la causa principal del exceso folicular temprano que caracteriza al SOP
(Jonard y Dewailly 2004). Ese exceso de foliculos caracteristico del sindrome cumple un rol
pot si mismo en la oligo-anovulacion, a través de un mecanismo que no esta dilucidado
completamente pero que ocurrirfa independientemente de influencias sistémicas (Jonard y
Dewailly 2004). Interesantemente, existe una correlacion negativa entre el numero de
foliculos pequefios (preantrales y antrales iniciales) respecto a los antrales en mujeres con
SOP, sugiriendo un rol inhibitorio de estos foliculos pequefios sobre el desarrollo de los

antrales (Dewailly, Catteau-Jonard y col. 2007), a través de interacciones foliculo a foliculo
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que estarfan exacerbadas en mujeres con SOP. En definitiva, la hipotesis plantea que
mientras mas foliculos pequefios existan mas arrestado el crecimiento folicular posterior, y
menos chances de ovulaciéon (Dewailly, Robin y col. 2016). Ese exceso de foliculos
pequenos producto del hiperandrogenismo alterarfa la liberacion y el balance de factores
locales intraovaricos necesarios para un desarrollo folicular normal (Hsueh, Kawamura y

col. 2015).

Androgenos ——

. Crecimiento folicular
;Reclutamiento? | Anti-atresia

Transicion al estadio antral

Primordial Primario Pre-antral Antral Preovulatorio Ovulacion

Expresion de AR

Figura 5: roles fisiologicos propuestos para los andrégenos en las diferentes
transiciones foliculares, y su relacién con la expresion del receptor de andrégenos (AR).
Adaptado de Prizant, Gleicher y Sen “Androgen actions in the ovary: balance is key” | Endocrinol 222
(3) R141-R151, 2014

1.7. Hiperandrogenismo y esteroidogénesis en el ovario.

La excesiva biosintesis de andrégenos es el diagnostico clave en desordenes
androgénicos como el SOP, y esa excesiva circulacién de andrégenos tiene origen
primariamente ovarico (Carmina 2006). A pesar que la glandula adrenal también produce
grandes cantidades de andrégenos, el peso de la evidencia sugiere que en la mayoria de los
desordenes androgénicos es el ovario el principal contribuyente del exceso en la secrecion
androgénica (Carmina 2006, Magoffin 2007). En el ovario de mujeres con SOP las TC
estan incrementadas, y ademas tienen una capacidad esteroidogénica aumentada (Nelson,
Legro y col. 1999). Esa capacidad esteroidogénica aumentada es producto de una expresion
aumentada de las enzimas esteroidogénicas. Los principales andrégenos producidos en la
mujer son DHEA-sulfato (DHEA-S), DHEA, androstenediona, T y dihidrotestosterona
(DHT). A medida que aumenta la potencia de un andrégeno en particular, la concentracion

sérica del mismo disminuye, de esta manera DHEA-S y DHEA son los de mayor



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
29

concentracion sistémica pero los menos potentes como andrégenos (Rivera-Woll, Papalia y
col. 2004). El SOP esta caracterizado fisiopatolégicamente por un hiperandrogenismo
ovarico funcional caracterizado por un aumento en las TC de 17-hidroxiprogesterona, P4,
androstenediona y T, tanto a nivel basal como en respuesta a LH (Nelson, Legro y col.
1999). Esta desregulaciéon de la esteroidogénesis ovarica de la teca esta dada por un
aumento en la actividad enzimatica de 17BHSD, CYP17A y la 3BHSD (Nelson, Legro y
col. 1999). Ademas, en los ciclos anovulatorios tipicos de mujeres SOP, el desarrollo
folicular esta arrestado en el estadio antral en el que la enzima aromatasa de la granulosa
normalmente comienza a expresarse, por lo que la expresion de la aromatasa en mujeres
SOP esta disminuida (Jakimiuk, Weitsman y col. 1998). Muy importante es el hecho que la
enzima reguladora de la esteroidogénesis aguda, StAR, se encontré aumentada tanto en TC
como en GC de mujeres SOP (Jakimiuk, Weitsman y col. 2001). En cuanto a la regulacion
de la esteroidogénesis ovarica, se han descripto diversas moléculas reguladoras ademas de
las gonadotrofinas, que tienen el potencial para contribuir a la desregulacién de las TC y
GC y de esa forma alterar la esteroidogénesis en mujeres con desordenes como el SOP

(Magoffin 2007), cuestion que retomaremos mas adelante.

1.8. Hiperandrogenismo, inflamacién y funcién ovarica.

Ya mencionamos algo del papel fundamental de la inflamacién en la funcién ovarica
normal, particularmente su participacion en el proceso de ovulacién, y que este dltimo es
un componente esencial de la reproduccién en mamiferos y separa el ciclo estral en dos
partes: foliculogénesis y luteinizacion. Para que la ovulacion ocurra, el tejido ovarico normal
debe romperse para permitir la expulsiéon del oocito maduro, y ahora sabemos que el
proceso inflamatorio inducido por gonadotrofinas cumple un rol preponderante, creando
una debilidad en la pared ovarica con la consecuente ruptura posterior (Espey 1980, Espey
1994, Boots y Jungheim 2015). El pico de LH induce la producciéon de adenosin
monofosfato ciclica (AMPc), la esteroidogénesis, y la liberaciéon de histaminas asi como
otros mediadores inflamatorios. Uno de estos importantes mediadores, y que actda
sinérgicamente con el pico de LH para promover la ovulacién es el factor TNFA
(Terranova 1997). Este factor actia junto a otros importantes mediadores inflamatorios,
particularmente los relacionados con la via del acido araquidénico (AA), como las PGs,
predominantemente la variante E2 (PGE2), y eicosanoides, los cuales se incrementan en

respuesta al pico de LH que ocurre previo al momento de ovulaciéon (Davis, Lennard y col.
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1999). Las PGs aumentan la reaccion inflamatoria y activan los fibroblastos de la teca.
Ademas, la liberacién de enzimas proteoliticas producto del pico de PGs promueve la
angiogénesis e hiperemia y aumento de colagenasas, las cuales degradan el tejido conectivo
folicular y provocan la ruptura folicular y consecuentemente la expulsion del ovocito

(Espey 1994).

Otra de las vias metabdlicas del AA con funciones importantes en la funcién ovarica
es la via de las lipooxigenasas (I.LOX). La participacién de la via de las LOX en el proceso
de ovulacién fue sugerida por primera vez durante la década de 1980 (Reich, Kohen y col.
1983), cuando se demostré que la inhibicién de LOX disminufa la respuesta ovulatoria en
ratas. Por otro lado, los procesos inflamatorios estan involucrados en numerosas
patologias, y condiciones pro-inflamatorias pueden impactar negativamente en la dindmica
folicular del ovario. Ejemplos de patologias en el que existe una producciéon cronica de
marcadores pro-inflamatorias incluye a la obesidad y al SOP (Schmidt, Weijdegard y col.
2014). Ambas patologias impactan negativamente en la funcién ovarica y la ovulacion
(Gonzalez 2012, Luzzo, Wang y col. 2012, Blair, Kyaw-Tun y col. 2013). Ademas, el
aumento en la sintesis de andrégenos por el ovario esta intimamente asociado con un
aumento en la inflamacién (Orvieto, Fisch y col. 2005). A continuacién discutitemos las
diferentes vias mencionadas y su relacién con desordenes hiperandrogénicos como el SOP,

y su impacto en la funcién ovarica y la dinamica folicular.

1.8.1.TNFA

El factor TNFA es una citoquina fundamental, que desde su descubrimiento es
extensamente estudiada por sus roles tanto en procesos fisiolégicos como patolégicos
(Aggarwal, Gupta y col. 2012). TNFA regula diversas funciones celulares criticas, como la
proliferacién celular, supervivencia, diferenciaciéon y apoptosis (Chu 2013). En cuanto al
mecanismo de accion, se sabe que TNFA dispara la activacion de las vias del factor de
transcripcion nuclear kappa B (nuclear factor kappa beta, NFkB) y la proteina activadora 1
(AP-1), las cuales son esenciales para la expresion de citoquinas pro-inflamatorias (Chen y
Goeddel 2002, Nakao, Ogtata y col. 2002), ademas de inducir la cascada de la proteina
mixta de dominio tipo quinasa (wzixed lineage kinase domain-like, MLKL), la cual es critica para
la generacion de especies reactivas del oxigeno (reactive oxidative species, ROS) en respuesta a
TNFA y que esta involucrada en la induccion de la apoptosis y necrosis (Wang, Sun y col.
2014). A su vez, la produccién alterada de TNFA y de la via del receptor de TNFA se ha

asociado con la patogénesis de diversas enfermedades, incluyendo la diabetes, la
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aterosclerosis y la obesidad (Aggarwal, Gupta y col. 2012). Tal es la importancia de TNFA
en la producciéon de citoquinas inflamatorias, que se la postula como un “regulador
maestro” de la produccion de citoquinas (Sedgwick, Riminton y col. 2000, Dagna, Corti y
col. 2012). En cuanto a sus roles en la reproduccion y la funcion ovarica, se demostré que
TNFA también se expresa en el ovario (Marcinkiewicz, Krishna y col. 1994, Morrison y
Marcinkiewicz 2002). A nivel ovarico se ha descripto su influencia en la atresia folicular y
esteroidogénesis (Montgomery Rice, Limback y col. 1999, Morrison y Marcinkiewicz 2002).
La accion de TNFA en el ovario se da por un lado alterando la accién estimuladora de las
gonadotrofinas sobre la esteroidogénesis, esto ocurre en foliculos previo al estadio
preovulatorio (Emoto y Baird 1988, Adashi, Resnick y col. 1989). Especificamente, en las
TCs TNFA inhibe la produccién inducida por LH de P4, androsterona y androstenediona.
Y en GCs TNFA inhibe la acumulacién de P4 y E2 inducida por FSH y LH (Terranova
1997). Por otro lado, en foliculos preovulatorios TNFA promueve la secrecién de P4, la
cual cumple importantes roles en la ovulaciéon (Brannstrom, Wang y col. 1993, Brannstrom,
Bonello y col. 1995). Ademas, se ha reportado la presencia de TNFA en fluido folicular
(Fedorcsak, Raki y col. 2007). Finalmente, la producciéon exacerbada de TNFA se
correlaciona con baja calidad oocitaria y alta apoptosis (Darbon, Oury y col. 1989, Kaipia,
Chun y col. 19906), y se encontraron altos niveles de TNFA en pacientes con desordenes
reproductivos como el SOP (Araya, Aguirre y col. 2002, Thathapudi, Kodati y col. 2014) y
endometriosis (Wu y Ho 2003). En el SOP, ademas de contribuir al estado pro inflamatorio
asociado al hiperandrogenismo, TNFA estarfa alterando el mecanismo de apoptosis en el
ovario, contribuyendo de esa forma también a la disfunciéon ovarica (Terranova 1997,
Morrison y Marcinkiewicz 2002). Por otro lado, se demostré que altos niveles de TNFA
aumentan la produccién de la proteina C-reactiva (C-reactive species, CRP) (Steel y Whitehead
1994). La importancia de CRP para la funciéon ovarica se explica por el hecho que se ha
observado que los niveles de CRP fluctian en el ciclo menstrual normal con un pico cerca
del momento de la ovulacién, y se demostrd que la alteracion en la fluctuacién de CRP
afecta la dinamica folicular (Clancy, Baerwald y col. 2013), como podria ocurrir en el SOP.
Finalmente, y a pesar de lo expuesto, poco se sabe acerca de la relacién entre el efecto
temprano del hiperandrogenismo y la expresion de marcadores inflamatorios como TNFA

en el ovario, cuestiéon que expondremos en este trabajo.
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1.8.2. Via de las ciclooxigenasas

Frente a diversos estimulos tales como citoquinas, factores de crecimiento o trauma
mecanico, la forma citosolica de la fosfolipasa A2 (citosolic phospolipase A2, cPLA2) libera AA
de los fosfolipidos de membrana, que serd luego oxidado y reducido por las COXs. Se
conocen dos isoformas de la COX: COX1 y COX2 (Vane, Bakhle y col. 1998, Smith,
DeWitt y col. 2000) aunque se ha descripto una tercer isoforma, conocida como COX3,
pero se ha descripto que ésta es solo una variante de la COX1 (Chandrasekharan, Dai y col.
2002). Mientras que la expresiéon de COX1 es constitutiva y media funciones fisiologicas, la
COX2 es inducible por factores de crecimiento, citoquinas, oncogenes y estimulos
inflamatorios (Smith y Dewitt 1996, Vane, Bakhle y col. 1998). Las COXs catalizan la
conversion de AA en prostaglandina H2 (PGH2) (Figura 6). Esta servira subsecuentemente
como sustrato para las PG sintasas (PGS) para la generacion de las cuatro PGs: PGD2,
PGE2, PGF2 y PGI2. En cuanto a su funcién, las PGs son potentes mediadores de la
homeostasis local, y cumplen un amplio rango de efectos incluyendo la estimulacion de la
contractilidad del musculo liso y el dtero, activacion del sistema inmune, regulacion de la
permeabilidad vascular y la agregacion plaquetaria. Las PGs pueden ejercer efectos tanto
autocrinos como paracrinos, al unirse a receptores especificos que estan acoplados a
proteinas G que tienen siete dominios transmembrana (Jabbour y Sales 2004). Las PGs,
particularmente la 15-Deoxy-A12,14-prostaglandina ]2 (15d-PGJ2), también pueden unirse
a los receptores nucleares como los receptores nucleares activados por proliferadores
peroxisomales gama (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARG) y regular, por
ejemplo, procesos inflamatorios (Willis, White y col. 1999) y modular diversas respuestas
fisiolégicas y patoldgicas en el tracto reproductor. Mas aun, PPARG puede regular
directamente la sintesis de PGs controlando la expresion de COX2 (Subbaramaiah, Lin y
col. 2001). Respecto a la funcién de las PGs, al ser factores vaso activos, estas cumplen
importantes funciones en la reproduccién en mamiferos, particularmente en la
foliculogénesis y ovulacion (Duffy y Stouffer 2001, Sirois, Sayasith y col. 2004, Broughton,
Rule y col. 2009), funcionalidad del cuerpo lateo (Armstrong 1981, Kurusu, Jinno y col.
2009), implantacion del blastocisto (Lim, Gupta y col. 1999, Kennedy, Gillio-Meina y col.
2007), establecimiento del embarazo (Jabbour y Sales 2004, Kennedy, Gillio-Meina y col.
2007, Waclawik 2011) y durante el parto (Lee, Romero y col. 2010). En mamiferos,
incluidos roedores y humanos, el pico de LH provoca un aumento en la producciéon
folicular de PGs, particularmente PGE2 y PGF2 previo a la ovulacién, con la mayor

concentracién de estas al momento de la ovulacion (Bauminger y Lindner 1975). Ademas,
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se demostré que la inhibicion de la sintesis de PGs afecta la funcion folicular y bloquea la
ovulaciéon (Orczyk y Behrman 1972, Kurusu, Jinno y col. 2009), mientras que una
producciéon crénica de PGs esta asociado con la disfuncién ovarica en desordenes

androgénicos como el SOP (Navarra, Andreani y col. 1996, Amalfi, Velez y col. 2012).

1.8.3. Via de las lipooxigenasas

Las LOXs son una familia de enzimas citosélicas 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 (Brash 1999). 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) (Figura 6). Los
principales productos de la 5-LOX son los leucotrienos, mientras que la 12- y la 15-LOX
producen hidroperéxidos lipidicos (HPETEs): 5-HPETE, 12-HPETE y 15-HPETE
(Corbett y Akin 1994). Los hidroperoxidos son altamente inestables y reactivos. Son
transformados por la glutation peroxidasa a los correspondientes  acidos
hidroxieicosatetraenéicos (HETE) que son los primeros compuestos derivados de las
LOXs con actividad biolégica (Funk 2001). Se sabe que pueden mediar sus efectos
uniéndose como ligando de PPARG (Limor, Sharon y col. 2008). El rol de las LOX en el
ovario fue sugerido por primera vez por Reich y col, quienes demostraron que la inhibiciéon
de las LOX disminuye la respuesta ovulatoria en ratas bajo protocolo de induccion
ovulatoria con gonadotrofinas (Reich, Kohen y col. 1983). A partir de alli, diversos estudios
apoyaron esta hipotesis, enfatizando la importancia de las LOX al momento de la
ovulacion (Downey, Mootoo y col. 1998, Kurusu, Jinno y col. 2009). Por el contrario, no
existen estudios acerca de la funcién e importancia de las LOX durante la funcién ovarica

temprana.
12-1.0X

Existen 3 isoformas de la 12-LOX, denominadas segun el tipo celular en el que
fueron inicialmente caracterizadas: plaquetaria, leucocitaria y epidérmica (Yoshimoto y
Takahashi 2002). La forma leucocitaria de la 12-LOX en mamiferos se encuentra
ampliamente distribuida aunque la distribucién tisular varfa entre especies, mientras que las
formas plaquetaria y epidérmica sélo se expresan en un numero limitado de tipos celulares

(Yoshimoto y Takahashi 2002). En cuanto a los principales mediadores lipidicos de la
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actividad 12-LOX, estos 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 (Yoshimoto y
Takahashi 2002). Ademas de sus receptores especificos, se ha descripto que tanto 12- como
15-HETE pueden unirse también a receptores PPARG y modular, de ese modo, diversos

mecanismos (Li, Cheon y col. 2004).

Respecto a la funcion de la 12-LOX debemos mencionar que se encontré que tanto
la 12- como la 15-LOX poseen especificidad dual y ambas enzimas pueden generar tanto
12- como 15-HETE, por lo que las enzimas pueden referirse como 12/15-LOX (Dailey y
Imming 1999, Li, Cheon y col. 2004). Aqui mantendremos la nomenclatura y vamos a
referirnos a 12-LOX, aunque teniendo en cuenta la especificidad mencionada. En general,
tanto la 12- como el 15-HETE antagoniza la respuesta inflamatoria y contrarresta el efecto
pro inflamatorio (Conrad 1999). Pero en lo que respecta a la funcién en el ovario, se
demostré que en ratas bajo induccién de la ovulacion la expresion de la 12-LOX aumenta
en TCs y GCs de foliculos preovulatorios, donde se postula que promueve la ovulacion
(Kurusu, Jinno y col. 2009), sugiriéndose que el aumento de la expresion de la 12-LOX esta
relacionado al pico de LH. Ademas, en utero se demostré que si se inhiben las enzimas 12-
y 15-LOX se produce la disminucién de la tasa de implantacién, mientras que la
administraciéon de rosiglitazona (ligando sintético de PPARG) restaura la tasa de
implantacién (Li, Cheon y col. 2004). A nivel fisiopatolégico, la 12-LOX se ha visto
asociada a diferentes patologias como enfermedades mieloproliferativas (Schumacher y

Kos 1982) y en el tracto reproductor como en el cancer de ovario (Guo, Liu y col. 2011).

1.8.4. SOP e inflamacion

A pesar del amplio espectro del fenotipo SOP, la presencia de inflamaciéon se
propuso como una caracteristica unificadora en mujeres SOP (Repaci, Gambineri y col.
2011). La inflamacién también se asocia con aspectos claves del SOP como el
hiperandrogenismo e insulino resistencia (Repaci, Gambineri y col. 2011, Gonzalez 2012).
Ademas, los ovarios de mujeres SOP se caracterizan por un alto nimero de foliculos en
estadios tempranos, y se demostré un aumento en mujeres SOP de marcadores pro
inflamatorios como la proteina CRP, leucocitos, citoquinas, y especies reactivas del oxigeno
(ROS) (Duleba y Dokras 2012). En el mismo sentido, diversos estudios han mostrado
cambios en la expresion de genes inflamatorios en el ovario. Citoquinas como interleuquina

8 (IL8), IL1B y enzimas como la oxido nitrico sintasa (nztric oxide synthase 2, NOS2) y COX2
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se expresan normalmente en las GCs, pero se cree que la expresion temprana de estos
marcadores inflamatorios puede inducir un flujo prematuro de leucocitos dando como
resultado una maduracién folicular alterada y una interrupcion de la ovulaciéon (Schmidt,
Weijdegard y col. 2014). Ademas, se sabe que la leucocitosis tiene mayor prevalencia en

mujeres SOP respecto a mujeres con ciclos normales (Duleba y Dokras 2012).
Fosfolipidos de membrana

i Fosfolipasa A2

Acido Araguidonico (AA)

N

Ciclooxigenasas Lipooxigenasas Citocromo P450
COX1 COX2 5-LOX 12-LOX 15-LOX
PGG:z 5-HETEs 12-HPETEs 15-HPETEs HETEs
l l l l epoxido:
PGH; Leucotrienos 12HETEs 15-HETEs

|

Prostaglandinas(PGE2, PGF2, etc)
Prostaciclinas ™
Tromboxanos

Figura 6: La figura simplificada muestra las rutas mas importantes para la formacion
de eicosanoides. El primer paso en su biosintesis es la produccion de acido araquidénico
libre a partir de fosfolipidos de membranas, reaccion catalizada por la enzima fosfolipasa
A2. Hay 3 rutas enzimaticas principales para la formacion de eicosanoides, incluyendo las
ciclooxigenasas COX1 y COX2, las lipooxigenasas como la 5-, 12- y 15-LOX y las enzimas
de la familia de la citocromo P450. La via de las COX (COX1 y COX2) produce las
prostaglandinas PGG2 y PGH2, las cuales a su vez son convertidas en prostaglandinas
como la PGE2, PGF2, prostaciclinas y tromboxanos. A su vez, hay diferentes
lipooxigenasas que actian sobre diferentes posiciones del acido araquidénico,
principalmente  sobre el catbono 5-; 12- 'y 15-) para producir 4cidos
hidroxiperoxieicosatetraenoico ~ (HPETEs) 'y a  partir  de  estos  acidos
hidroxieicosatetraenoico (HETEs) y otros productos. Por ejemplo, a partir de 5>-HETE se
producen leucotrienos. La via de epoxigenasas del citocromo P450 produce HETEs y
epoxidos. En rojo se sefiala COX2, 12-LOX y PGE2.
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1.9. Hiperandrogenismo, estrés oxidativo y funcién ovarica.

El estrés oxidativo (EO) ocurre cuando se produce un desbalance entre pro-
oxidantes y antioxidantes (Al-Gubory, Fowler y col. 2010). Este balance se puede alterar
por incremento de los niveles de especies ROS o especies reactivas del nitrégeno (reactive
nitrogen species, RNS), o por una disminucién en el mecanismo de las defensas antioxidantes
(Cindrova-Davies, Yung y col. 2007, Ruder, Hartman y col. 2009, Burton y Jauniaux 2011).
Es importante mencionar que una cierta cantidad de ROS es necesaria para las funciones
celulares normales (Agarwal, Gupta y col. 2005), a la vez que una produccion excesiva de
ROS puede sobrepasar el sistema natural de defensa antioxidante, creando asi un ambiente
no adecuado para un desarrollo normal de los eventos fisiolégicos femeninos (Al-Gubory,
Fowler y col. 2010). Este desbalance a largo plazo puede estar relacionado a diversas
patologias reproductivas, entre las que se incluyen la endometriosis, el SOP, y la infertilidad
sin causas conocidas (Gupta, Agarwal y col. 2006, Harlev, Gupta y col. 2015, Papalou,
Victor y col. 2016, Zuo, Zhu y col. 2016).

1.9.1.Roles fisiologicos de las especies reactivas del oxigeno, antioxidantes y

funcion ovarica

Con respecto a las funciones fisiolégicas de ROS, podemos mencionar que el reinicio
de la meiosis 1 en los oocitos seleccionados y mas aun en el que sera dominante (en
primates) esta estimulado por niveles moderados de ROS, y se inhibe por antioxidantes. A
su vez, la progresién hacia meiosis 2 es promovida por antioxidantes, sugiriendo que hay
una relacién compleja entre ROS, antioxidantes y la funcién ovarica (Behrman, Kodaman y
col. 2001). A su vez, los ROS producidos por el foliculo pre ovulatorio son considerados
importantes inductores de la ovulaciéon (Ruder, Hartman y col. 2009). La ausencia de
oxigeno estimula la angiogénesis folicular, la cual es importante para el adecuado
crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico. Ademas, la ROS folicular promueve la
apoptosis, mientras que GSH y FSH contrarresta ese efecto en el foliculo en crecimiento.
El estrégeno se incrementa en respuesta al FSH, disparando la generacién de catalasa en el
foliculo dominante y disminuyendo la apoptosis (Behrman, Kodaman y col. 2001).
Ademas, se sabe que las gonadotrofinas pueden regular directamente la actividad
antioxidante en ovario de rata. Por ejemplo, Laloraya y col. (Laloraya, Pradeep y col. 1988)
mostraron que un analogo de LH induce la actividad de la dismutasa en ovario. Ademas,
Tilly y Tilly (Tilly y Tilly 1995) observaron que las gonadotrofinas aumentan la expresion

génica de la dismutasa mientras que suprimen la apoptosis de GCs y la atresia folicular. Por
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su parte, otros autores (Tsai-Turton y Luderer 2000) reportaron que la FSH estimula la
sintesis de GSH. Estos ejemplos remarcan la importancia fisiologica de bajos niveles de
ROS vy antioxidantes, a su vez que hacen evidentes las alteraciones producto del
establecimiento del EO. Por otra parte, poca informacion hay disponible acerca del efecto
de la induccién de la funcién ovarica temprana y su impacto sobre los niveles de ROS y

antioxidantes.

1.9.2. Estrés oxidativo e hiperandrogenismo

Con respecto al EO y el SOP, podemos mencionar que el SOP esta asociado con la
disminucién en la concentracion de antioxidantes (Fenkei, Fenkei y col. 2003, Blair, Kyaw-
Tun y col. 2013) y es por eso que algunos consideran al SOP asociado directamente a un
estado pro oxidante y pro inflamatorio (Palacio, Iborra y col. 2006, Murri, Luque-Ramirez
y col. 2013, Papalou, Victor y col. 2016). Varios autores mostraron que en mujeres con
SOP los niveles del antioxidante glutation (GSH) estan disminuidos (Sabuncu, Vural y col.
2001, Dinger, Akcay y col. 2005), a la vez que el marcador de peroxidaciéon lipidica
malondialdehido (MDA) se encuentra aumentado en estas mujeres (Sabuncu, Vural y col.
2001, KuSCU y Var 2009). La disminucion del 0, mitocondrial y los niveles de GSH junto
al aumento de las ROS explican la disfuncién mitocondrial en pacientes con SOP (Victor,
Rocha y col. 2011). Gonzalez et a/ sugirié6 que la mujeres con SOP son particularmente
susceptibles en la induccién del ROS (Gonzalez, Nair y col. 2012). Las ROS disparan una
reacciéon en cadena de marcadores inflamatorios, como el marcador TNFA vy
consecuentemente NFkB, el cual media la insulina resistencia. El estado OS resultante crea
un ambiente pro inflamatorio que contribuye al hiperandrogenismo (Gonzalez, Rote y col.
20006). De esta forma se destaca la asociacion de la inflamacién con el OS, y el OS se ha
mostrado que induce inflamacién, con lo cual se sugiere un ciclo perpetuo. Ademas, la
generacion del EO se correlaciona con disfuncién mitocondrial, deficiencia en la formacion
del huso mitético y desarreglos en el ordenamiento cromosémico, las cuales incrementan
el riesgo de aneuploidia del oocito junto a una alteracién general de los foliculos (Luzzo,
Wang y col. 2012). Uno entonces puede hipotetizar que tanto la inflamacién crénica como
la generacion de ROS contribuyen a la tasa incrementada de desordenes reproductivos en
mujeres con SOP. Nuevamente, hay muy poca informacién sobre alteraciones en los
niveles oxidantes/antioxidantes luego de una exposicién temprana a andrégenos, y menos

aun como impactarfa esa alteracion en el desarrollo folicular y parametros ovaricos.
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1.10. Receptores Nucleares Activados por Proliferadores Peroxisomales

(PPARs)

Las funciones reproductivas dependen de la disponibilidad de recursos energéticos.
Ademas, los mecanismos fisiologicos que controlan el balance energético estan
reciprocamente vinculados a aquellos relacionados con el control de la reproduccion, y
juntos estos mecanismos deben garantizar el “éxito” en el proceso reproductivo bajo
condiciones metabolicas cambiantes (Loucks 2003, Chan, Tsoulis y col. 2015). Actualmente
sabemos que el cerebro y las estructuras hipotalamicas reciben sefiales metabodlicas y
endocrinas que proveen informacién sobre el sfatus nutricional y el grado de de los
depositos grasos (Hill, Elmquist y col. 2008), y en el ovario las sefales derivadas del stazus
nutricional modulan la funcién ovarica (Butler 1998, Chan, Tsoulis y col. 2015). Por eso se
postulan diversos candidatos para actuar como ese “link” entre el estado nutricional y el
funcionamiento de las diversas estructuras del ovario (Scaramuzzi, Brown y col. 2010). Uno
de esos candidatos a actuar como sensores energéticos son los PPARs. Los PPARs
pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares, muchos de los cuales actian
vinculando la disponibilidad de glucosa/lipidos a la adaptacién metabdlica a largo plazo. La
estructura de los PPARs contienen los dominios clasicos de otros receptores nucleares
(Komar 2005), como son los dominios de transactivacion independiente de ligando (AF-1)
y de unién al ADN (DNA binding domain, DBD) en el extremo N terminal y los dominios
de unién a ligando y dimerizacion (ligand binding domain-dimerization, LBD-Dim) y de
activacion dependiente de ligando (AF-2) en el extremo C terminal (Komar 2005) (Fig. 7).
Los PPARS se unen especificamente al ADN en la secuencia denominada de respuesta a
PPARs ((PPAR) response element, PPRE), exactamente la secuencia AGGTCANAGGTA, y
lo hacen como heterodimeros junto al receptor de acido 9-cisretinoico, Receptor X
retinoide (RXR) (Fig. 8). En contraste con otros receptores nucleares (como los receptores
esteroideos), el complejo PPAR/RXR se puede activar por la unién de un ligando a cada

receptor y la unién simultanea de ambos ligandos es mas eficiente en la activacion (Fig. 8).
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Figura 7: Estructura general esquematica de los PPARs. Adaptado de [ekgz,
Abruzzese y Motta “The biology of the peroxisome proliferator-activated receptor system in the female
reproductive tract” Curr Pharm Des, 25 4641-6 2013

La familia de los PPAR se compone de PPAR alfa (PPARA), beta/delta (PPARB/D)
y gama (PPARG). El primero en descubrirse fue PPARA, durante la busqueda de
compuestos que incrementaran la proliferacion de peroxisomas (organelas en eucariotas
responsables de remover las sustancias toxicas y la ruptura de acidos grasos) en células de
higado de ratéon (Issemann y Green 1990). Los 3 isotipos de PPAR se codifican en
diferentes genes y de cada uno de ellos existen variantes producto de splicing alternativo y de
uso de distintos promotores (Komar 2005). Ademas, se identificé la presencia de PPARs

en diversas especies, incluyendo la rata y el humano (Huang 2008).

Ligandos .
de PPAR 9-cis Acido

retinoico
O - L]
o \l 0

PPAR RXR

AGGTCANAGGTCA
TCCAGTNTCCAGT

Figura 8. . Esquema simplificado de unién de PPARs al ADN y su heterodimerizacion
con el receptor RXR. RXR, receptor X retinoide. Se indica la secuencia de ADN target de
PPARs, también llamada elementos PPRE. Adaptado de 1elez, Abruzzese y Motta “The
biology of the peroxisome proliferator-activated receptor system in the female reproductive tract” Curr Pharm
Des, 25 4641-6 2013
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1.11. Ligandos de PPARs

Un amplio nimero de compuestos incluyendo fosfolipidos, eicosanoides y acidos
grasos (AG) del tipo omega 3 y 6 actian como ligandos de PPAR enddégenos. Algunos de
estos ligandos son especificos de cada subtipo de PPAR, mientras que otros activan en mas
de un subtipo (Komar 2005, Huang 2008). Entre los ligandos de PPARA se cuentan los
AG no saturados, saturados, leucotrienos y acido hidroxieicosatetracnoico (HETE); entre
los de PPARB/D los AG saturados e insaturados y componentes de lipoproteinas de baja
densidad; y entre los ligandos de  PPARG se incluyen AG saturados e insaturados, AG
oxidados y nitrados, 15-deoxil2, 14 prostaglandina J2 (15d-PG]J2), 15-HETE, entre otros
(Komar 2005). En la Tabla 1 se listan los ligandos mas importantes, su origen y
especificidad. Diferencias en las estructuras de los dominios de unién de los diferentes
PPARs explicarfan la especificidad diferencial (Xu, Lambert y col. 2001). Ademas, estos
ligandos actian en diferentes tipos celulares o tejidos enriquecidos con PPARs e
interactian con diferentes correguladores de PPARs (Evans, Barish y col. 2004). El anélisis
de cada ligando de PPAR se dificulta dado la diversa distribucion anatémica y las
combinaciones en la que ocurren, dependiendo de la condicién metabdlica en la que se
encuentre el organismo (ej., diabetes, cancer o aterosclerosis). Por otro lado, ademas de los
ligandos enddgenos existen ligandos sintéticos como fibratos (usados para tratar la
dislipidemia) y tiazoldinenionas (TZDs, usadas para tratar la diabetes) y también
activadores inesperados como herbicidas y plasticos industriales. Cabe mencionar que los
compuestos sintéticos usados como ligandos de PPARs provocan efectos secundarios que
son un problema a resolver, y ese hecho determina que haya programas que buscan
compuestos sintéticos con capacidad de activar diferencialmente a los PPARs y de esa

forma evitar efectos indeseados (Tabla 3).
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Ligandos Endogenos Especificidad
AGs insaturados PPARo, PPARE, PPARy
AGs saturados PPARo, PPARP
Leucotrienc B4 PPARQ
B-HETE PPARQ
Componentes VLDLs PPARP
AGs oxidados y nitrados PPARy
15d-PGI2 PPARyY
15-HETE PPARyY
9-HODE PPARyY
13-HODE PPARyY
Componentes OxLDLs PPARy
Ligandos Sintéticos Especificidad
MSAIDs PPARo, PPARE, PPARy
Fibratos PPARo, PPARy
TZDs PPARy
Herbicidas PPARy
Plasticos Industriales PPARo, PPARy

Tabla 3: Ligandos endogenos y sintéticos de PPARs. AGs, acidos grasos. HETE, acido
hidroxieicosatetraenoico. VLDLs, lipoproteina de muy baja densidad. 15d-PG]J2,
prostaglandina J2 15d. HODE, acido hidroxioctadecadienoico. OxLDLs, lipoproteinas de
baja densidad oxidadas. Adaptado de Velez, Abruzzese y Motta “The biology of the peroxisome
proliferator-activated receptor system in the female reproductive tract” Curr Pharm Des, 25 4641-6 2013

1.12. PPARG y su funcién en el ovario

Previamente mencionamos que existe un “link” entre el estado energético y el
funcionamiento de los érganos reproductivos (Scaramuzzi, Brown y col. 2010). Indicamos
que los PPARs son candidatos a actuar como esos “links”, y particularmente en el ovario la
isoforma gama (PPARG) se encontré que censa el szfus nutricional en los foliculos
(Froment, Fabre y col. 2003). PPARG esta involucrado en la regulacion del mecanismo de
la glucosa y el metabolismo lipidico, en parte mediante la regulaciéon de la transduccion de
la insulina. Mas especificamente, la activacion de PPARG altera la expresion génica y
aumenta la sensibilidad de los tejidos (como el musculo y adiposo) a la insulina y disminuye
la intolerancia a la glucosa. Mas ain, en células del ovario se demostrd que la activacion de
PPARG exhibe efectos directos, tanto a través de la via de la insulina como independientes

de la insulina (Seto-Young, Paliou y col. 2005). PPARG actuaria en el desarrollo de los
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foliculos ovaricos y su habilidad para procurar un desarrollo y maduraciéon normal del
oocito (Komar 2005). Mas especificamente, PPARG se observa en el pasaje de PrIF o SF a
foliculos preovulatorios, y su expresion se incrementa a medida que avanza el desarrollo
folicular. Luego del pico de LH, el ARNm que codifica para PPARG disminuye (Komar
2005), sugiriendo una ciclicidad junto con las hormonas reguladoras del ciclo femenino.
Relacionado a esto, se encontré que PPARG regula negativamente a marcadores
inflamatorios como COX2, los cuales aumentan durante la ovulacion. La activacién de
PPARG en GC modula la produccién de hormonas sexuales y es por eso que se indica que
esta involucrado en la proliferacion de las GC, la esteroidogénesis y la maduracién del
oocito (Schoppee, Garmey y col. 2002). El hecho que la delecién del gen que codifica para
PPARG provoca subfertilidad avala fuertemente esta hipétesis (Cui, Miyoshi y col. 2002).
Acerca del mecanismo de accién de PPARG, podemos mencionar que la activaciéon de
PPARG por ligandos tanto endégenos como sintéticos modula su actividad transcripcional
incrementado el reclutamiento de coactivadores, entre los que se cuenta el coactivador 1
alfa de PPARG (PGC1A) (Puigserver, Wu y col. 1998), a la vez que promueven el
“despeje” de correpresores, como el corepresor nuclear (NcOR), el cual regula
negativamente la actividad de PPARG (Yu, Markan y col. 2005). Luego de activarse,
PPARG ejerce su accion sobre el metabolismo energético (Curti, Jacob y col. 2011) y
también la respuesta inflamatoria (Celinski, Dworzanski y col. 2012, Rezvanfar, Ahmadi y
col. 2012), mientras que en el ovario mencionamos que regularia la esteroidogénesis y la
proliferacion celular (Komar y Curry 2002, Froment, Gizard y col. 2006, Huang 2008). Por
lo explicado anteriormente proponemos que alteraciones en el desarrollo folicular pueden
estar relacionados a una disrupcion de la expresion de PPARG en ovario. Vinculado a esto
entonces surge la posibilidad de la modulacién del sistema transcripcional PPARG y
evaluar la reversion en la alteracién folicular. La activaciéon de PPARG con ligandos
ex6genos se ha utilizados para inducir la ovulacién en mujeres con SOP (Azziz, Ehrmann y
col. 2001, Ehrmann 2005, Fattah, Al Mohammady y col. 2014). Mas aun, la evidencia indica
que el mecanismo de acciéon de PPARG en la restauracion de la funcién ovarica implica
tanto acciones sistémicas a través de la sensibilizacién de la insulina como efectos directos
moduladores directamente en el ovario (Froment, Gizard y col. 2000). Sin embargo, se
desconoce el mecanismo exacto de regulacion mediado por PPARG en las funciones
reproductivas, asi como su uso terapéutico en el tratamiento de la infertilidad y los posibles

efectos colaterales.
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Para finalizar, PPARG no solo actia sobre la funciéon ovarica, sino que durante la
prefiez se ha observado que PPARG es necesario durante la fase en la cual el embriéon debe
anclarse al endometrio, y ademas PPARG se requiere para el correcto desarrollo y
funcionalidad de la placenta (Barak, Nelson y col. 1999). La expresion de PPARG también
se detecté en el trofoectodermo de blastocitos (Mohan, Malayer y col. 2002), y la
inactivacion del mismo lleva a la reabsorcién embrionaria (Barak, Nelson y col. 1999).
Colectivamente, esta funcionalidad de PPARG sobre la prefiez, sumado a la informacion
sobre la funcién ovarica, resalta la importancia de PPARG como regulador de la
funcionalidad reproductiva general, a la vez que la posibilidad de activar su expresiéon por
ligandos exdgenos resulta una importante herramienta a la hora de revertir un cuadro

negativo en la funcién reproductiva.

1.13. Hiperandrogenismo, PPARG y desordenes asociados

El proceso reproductivo es un evento de suma complejidad, y particularmente en la
fisiologfa reproductiva femenina ocurren interacciones complejas entre factores hormonales,
metabolitos energéticos, regulaciones epigenéticas, y factores intra y extra ovaricos entre
otros, y estas interacciones modulan y coordinan el desarrollo sucesivo de los gametos
femeninos. Los sensores energéticos, como por ejemplo los metabolitos (ej.: glucosa, acidos
grasos y aminoacidos) y hormonas (ej.: T, FSH, LH, insulina) estin involucrados en la
regulacion de la fertilidad a cada nivel del eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal (Froment, Gizard
y col. 2006). Cuando alguno de esas interacciones falla la consecuencia puede ser la pérdida
parcial o total de la fertilidad, un fenémeno muy recurrente en la salud femenina mundial
(Inhorn y Patrizio 2015), destacandose entre esos fenémenos el SOP (Azziz, Carmina y col.
2009). Ademas, la presencia de hiperandrogenismo se considera un componente fundamental
a la hora de diagnosticar el SOP (Rotterdam 2004, Magoffin 2007). En mujeres con SOP se
pierde la “ciclicidad” en la funcién ovarica, lo que produce que en el ovario el numero de
foliculos pequefios sea excesivo, y consecuentemente no se genere el foliculo dominante
(Dewnailly, Robin y col. 2016). Aunque no se conoce exactamente el mecanismo por el cual
no se genera el foliculo dominante en mujeres SOP, una de las hipétesis mas fuertes propone
que las alteraciones mencionadas en la foliculogénesis ocurren presumiblemente por la
presencia de hiperandrogenismo a nivel intra-ovariano (Jonard y Dewailly 2004), estimulando
un desarrollo excesivo de foliculos que inhibirfa la seleccion del foliculo dominante (Chang,

Laufer y col. 1983, Catteau-Jonard y Dewailly 2013). En mujeres con esta patologfa, la
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administracién de glitazonas (tal como la pioglitazona y troglitazona) produce una mejoria en
el hiperandrogenismo y en la regularizacion de la funcién ovarica y consiguiente ovulacion
(Iuorno y Nestler 1999, Seli y Duleba 2004, Koo, Shin y col. 2007, Fattah, Al Mohammady y
col. 2014). El sistema PPARG, una vez activado, modula la transcripciéon de genes ligados al
control de los niveles de glucosa y del metabolismo lipidico (Smith 2001, Curti, Jacob y col.
2011) y la respuesta inflamatoria (Celinski, Dworzanski y col. 2012, Rezvanfar, Ahmadi y col.
2012), mientras que durante la foliculogénesis ovarica el sistema PPARG modula la
esteroidogénesis y la proliferacion celular (Froment, Gizard y col. 2006, Huang 2008). Se ha
demostrado que el bloqueo del sistema PPARG en ovario conlleva a subfertilidad femenina
(Cui, Miyoshi y col. 2002). Ademas, la administracion de glitazonas previene la inactivacion
de PPARG (Choi, Banks y col. 2010, Kono, Ahn y col. 2012). Dado el rol importante del
sistema PPARG como modulador de las vias endocrinas, metabodlicas y reproductivas, el
estudio de PPARG representa una herramienta fundamental para entender procesos
fisiologicos y patologicos.

Ademas de las alteraciones en la foliculogénesis, el hiperandrogenismo induce el
establecimiento de un estado pro-inflamatorio mediado por el sistema prostaglandinas en
ovario, en ratones (Elia, Sander y col. 2006) y ratas (Amalfi, Velez y col. 2012).
Interesantemente, se ha reportado que la activacion de PPARG regula negativamente la
expresion de COX2 y otros marcadores inflamatorios (Subbaramaiah, Lin y col. 2001,
Rezvanfar, Ahmadi y col. 2012)

Con respecto a los mecanismos oxidantes y antioxidantes, el hiperandrogenismo
también induce un desbalance a favor de la produccion de especies reactivas del oxigeno, de
esa forma alterando el balance oxidante-antioxidante (Luchetti, Solano y col. 2004, Diamanti-
Kandarakis y Economou 20006, Elia, Sander y col. 2000), y ya hemos mencionado los efectos
negativos de la generacién de un ambiente EO en la funcionalidad ovarica. Ademas, resulta
interesante evaluar el rol que tiene la activacion de PPARG sobre el balance oxidante-

antioxidante durante la foliculogénesis temprana, y en condiciones hiperandrogénicas.

1.14. Modelo animal de funcién ovarica temprana e hiperandrogenismo

Los regimenes de induccién de la funcién ovarica en roedores utilizando inyecciones
de gonadotrofinas fueron utilizados por primera vez en la década de 1940 (Runner 1947). Y
utilizando secuencialmente eCG para promover la foliculogénesis y posteriormente hCG

para promover la ovulacion, se logrd ya en la década de 1950 (Fowler y Edwards 1957) el
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nacimiento del primer mamifero (ratén) vivo a través de la sincronizacién con
gonadotrofinas. Hoy sabemos que la administracion de eCG promueve la foliculogénesis y
esteroidogénesis a tiempos tan tempranos como 8 hs (Irusta, Parborell y col. 2003), aunque
no se conoce en detalle la dinamica y desarrollo de las diferentes poblaciones foliculares
luego de una estimulacion temprana de la funcién ovarica.

Por otro lado, los roedores son los animales mas utilizados para estudiar desordenes
hiperandrogénicos como el SOP (Shi y Vine 2012), siendo estos muy dutiles debidos a su
tamafio, corto tiempo de vida, alta tasa de reproduccién y la existencia de diferentes cepas.
Ademas, ya hace 30 afios que se reportd por primera vez que concentraciones elevadas de
andrégenos circulantes en roedores afectan la maduracion folicular y promueven la
formacion de quistes (Parker y Mahesh 1976). Los andrégenos mas utilizados para inducir
una condicién SOP en ratas incluyen a la DHEA, propionato de T (IP) y 5-alfa-
dihidrotestosterona (DHT). Particularmente, DHEA es el primer andrégeno en aumentar,
en el periodo peri puberal femenino (Apter, Butzow y col. 1994). Ademas, se demostrd que
mas del 50% de la T sintetizada en los foliculos ovaricos puede derivar de la DHEA
circulante (Haning, Hua y col. 1994), y un alto porcentaje de pacientes SOP tienen niveles
supra normales de DHEA circulantes (Azziz, Carmina y col. 2009). Por dltimo, en ratas la
DHEA se utiliz6 por primera vez hace mas de 50 afios para inducir SOP en ratas (Roy,
Mahesh y col. 1962). Tipicamente las ratas se inyectan diariamente con DHEA durante
algunas semanas, y luego del tratamiento las ratas se vuelven aciclicas y anovulatorias
(Knudsen, Costoff y col. 1975). De esta forma se sustenta el uso de DHEA en los modelos
animales de hiperandrogenismo. Por dltimo, se ha demostrado que ya una tnica exposicion
temprana a andrégenos promueve alteraciones en la foliculogénesis ovarica y la funcién
ovarica (Vendola, Zhou y col. 1998). Debido a lo explicado anteriormente, nuestra
intencion es utilizar un modelo murino y vincular los efectos tempranos de la estimulacién
de la funcién ovarica con la administracién de un exceso de andrégenos, y generar un
ambiente hiperandrogénico y asi poder estudiar la dinamica folicular temprana en presencia
del exceso de andrégenos. Mas adelante explicaremos en detalle el modelo de estimulacién
temprana de la funcién ovarica y exceso de andrégenos que utilizamos en este trabajo de

tesis, en la seccién de materiales y métodos.
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2. Hipétesis y Objetivos

A rafz de lo explicado anteriormente, en este trabajo de Tesis nos planteamos las

siguientes hipotesis:

“El hiperandrogenismo impacta en la funcion ovdrica temprana alterando la esteroidogénesis folicular,
el estado inflamatorio del ovario y el estrés oxidativo sistémico. Ademds, el hiperandrogenismo modula
negativamente al sistema  transcripcional PPARG en el ovario. Todas esas alteraciones impactan
negativamente en el desarrollo folicular incrementando la apoptosis.

La administracion de PGZ activa al sistema PPARG revirtiendo las anomalias producidas por el

excceso de andrigenos”

La demostracion de esta hipétesis de trabajo es de suma importancia a la hora de
evaluar el papel que juega la activacion del sistema PPARG con PGZ en la funcionalidad

ovarica temprana en condiciones hiperandrogénicas.

2.1. Objetivo General

Nos proponemos investigar las alteraciones provocadas por el exceso de androgenos
sobre la funcién ovarica y la foliculogénesis temprana, particularmente en lo que refiere a la
modulacion de la esteroidogénesis folicular, el estado inflamatorio, el balance oxidativo y la
apoptosis folicular. También investigaremos cémo afecta el exceso de androgenos a la
expresion de PPARG vy finalmente evaluaremos el rol que cumple la activacion de PPARG

sobre las alteraciones producto del exceso de andrégenos.

2.2. Objetivos especificos

* Bstudiar el efecto del exceso de andrégenos sobre la morfologia ovarica durante la

foliculogénesis temprana.

* Bstudiar la expresion génica y proteica en tejido ovarico de los receptores PPARG,
del coactivador PGC1A vy del correpresor NcOR durante la foliculogénesis temprana y en un

ambiente con exceso de andrégenos.

*Analizar la expresion génica y proteica de las enzimas involucradas en la

esteroidogénesis ovarica: StAR, 17BHSD, CYP17A, 3BHSD, aromatasa y de las hormonas
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esteroideas T y E2 durante la foliculogénesis temprana y en un ambiente con exceso de

androgenos.

* Investigar la expresion de los mediadores inflamatorios TNFA, COX2, 12-LOX y los
niveles de PGE2 durante la foliculogénesis temprana y en un ambiente con exceso de

androgenos.

* Estudiar el estado oxidativo sistémico durante la foliculogénesis temprana y en un
ambiente con exceso de andrégenos, evaluado a través de los niveles de MDA como
indicador de peroxidacion lipidica y, como respuesta antioxidante los niveles del metabolito

GSH.

* Evaluar el mecanismo de apoptosis durante la foliculogénesis temprana mediado por

la expresion de BAX y BCL2, y en un ambiente con exceso de andrégenos.

Y finalmente:

* Estudiar el efecto de la administraciéon del ligando de PPARG, PGZ, sobre los
parametros mencionados anteriormente.
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3. Materiales y Métodos

Tipo De Disefio De Investigacion Y Métodos

3.1. Modelo experimental

En este trabajo de tesis se emplearon ratas hembras Sprague-Dawley (SD)
prepuberes (22-25 dias de edad), los cuales fueron mantenidas bajo condiciones
controladas de temperatura (2312 °C) y luz (14 h luz: 10 h oscuridad, luces encendidas a las
7:00 am) y tuvieron acceso ad-libitum a comida y agua. Todos los procedimientos que
involucraron animales fueron llevados a cargo de acuerdo con la “Guia para el cuidado y

uso de animales de laboratorio” (Conicet, 19906).

Para el estudio de la foliculogénesis temprana utilizamos un modelo de induccién de
la foliculogénesis aguda en ratas SD prepuberes con administracion de gonadotrofina
coriénica equina (eCG). Por otra parte, indujimos la foliculogénesis en una condicién
hiperandrogénica por administracion de DHEA conjuntamente con eCG. Finalmente,
evaluamos la activaciéon de PPARG por administracion de PGZ (PGZ). A continuacion

detallamos la conformacién de los grupos:

Grupo eCG:

En hembras prepuberes inyectamos 25 Ul intraperitoneal (ip) de gonadotrofina
coriénica equina (eCG) (Novormon) por rata para inducir foliculogénesis (Irusta, Parborell

y col. 2003).

Grupo control (de foliculogénesis):

El grupo control de foliculogénesis estd representado por animales que solo

recibieron solucién fisiologica (vehiculo) ip.

Grupo eCG+HA:

Este grupo de animales fue inyectado con 25 Ul ip de eCG/rata e
hiperandrogenizado con una inyeccién subcutanea (sc) de 3 mg de DHEA disuelto en 100
ul de aceite de maiz por rata. La dosis de DHEA inyectada para inducir el
hiperandrogenismo fue aquella utilizada previamente en nuestro laboratorio y por otros

grupos (Lee, Anderson y col. 1991, Henmi, Endo y col. 2001, Faut, Elia y col. 2011).

Grupo eCG+HA+PGZ:
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Los animales fueron inyectados con 25 Ul ip de eCG/rata, mas con 3 mg de DHEA
disuelto en 100 ul de aceite de maiz/rata sc y administrado via oral con una solucién acuosa
de PGZ (Diaben P, Pioglitazona, pastillas de 30 mg, EI.EA), a una concentracion final de
(3 mg/kg peso rata). Esta dosis de PGZ se encuentra dentro de un rango utilizado en otros

estudios en ratas (Srinivasan, Patole y col. 2004, Toblli, Ferrini y col. 2009).

Grupo eCG+PGZ:

Finalmente, para analizar posibles efectos per se de la PGZ, un grupo de animales
recibi6 25 UI ip de eCG/rata y fue administrado via oral con PGZ (Diaben P,
Pioglitazona, pastillas de 30 mg, EILEA) (3 mg/kg peso rata).

Utilizamos un total de 20 animales por grupo experimental. Los experimentos se

realizaron por duplicado.

En este modelo de foliculogénesis temprana, se evalud previamente en el laboratorio
el tiempo de maxima actividad folicular tomando como parametro los niveles de P4 sérica
post induccion con eCG, y obtuvimos la maxima secrecion de P4 a las 8 hs post induccién
con eCG (Faut, Elia y col. 2011). Entonces, 8 hs luego de los tratamientos los animales se
anestesiaron en una camara saturada de diéxido de carbono (CO2) y fueron sacrificados
por decapitacion. Se colectd la sangre y se separd el suero por centrifugaciéon a 1000 g
durante 15 minutos, también se separaron los ovarios, y luego se almacenaron todas las
muestras a -80 °C hasta su utilizacion, excepto las muestras de tejido ovarico destinadas al
estudio histologico e Inmunohistoquimico, las cuales fueron inmediatamente colocadas

luego de la diseccion en una solucion de paraformaldehido al 4% V/V.

3.2. Estudios histologicos e inmunohistoquimicos

Para los analisis histologicos, 10 ovarios de cada grupo experimental y diferentes
animales fueron fijados en paraformaldehido al 4% (w/v) y deshidratados previamente a la
inclusién en parafina. En forma resumida, los tejidos se sumergieron en etanol al 70%
(EtOH) 3 veces x 10 minutos cada vez a temperatura ambiente (RT), luego en EtOH 90%
2 veces x 20 minutos cada vez a RT, y en EtOH 100% 3 veces x 30 minutos cada una a
RT. Luego, se sumergieron en xileno 3 veces x 20 minutos cada uno a RT, y

posteriormente embebidos en parafina a 58 °C.
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A continuacion, las muestras en parafina fueron cortadas consecutivamente (5 yum de
espesor) y colocadas en portavidrios gelatinizados (Biobond, British Biocell International,
Cardiff, UK) y secado al aire por 2 horas. En total se obtuvieron 200 secciones por ovario,
destinandose 190 secciones para los analisis morfolégicos y 10 secciones para los analisis

inmunohistoquimicos.

Para los analisis morfoldgicos, los cortes consecutivos (aproximadamente 10 cortes
por portavidrios, 19 portavidrios promedio) de cada ovario fueron rehidratados y lavados
en buffer fosfato (PBS; 137 mmol/1 NaCl, 2,7 mmol/1 KCl, 4,3 mmol/l Na2HPO4.7H20,
1,4 mmol/1 KH2PO4, pH 7.3) y postetiormente tefiidos con hematoxilina/eosina (DAKO
Corporation, Carpinterfa, CA, USA). Por medio de la tinciéon de hematoxilina-eosina

clasificamos los distintos tipos foliculares asi como la atresia folicular.

Para los andlisis inmunohistoquimicos, las proteinas PPARG y StAR (Santa Cruz
Biotechnologies, Inc., USA) fueron inmunolocalizadas en el tejido ovarico. Brevemente, los
cortes fueron desparafinados y rehidratados. Los portavidrios se sumergieron en buffer
citrato de sodio (citrato de sodio 10 mM pH 6.0) a 95°C durante 45 minutos pata la
recuperacion antigénica. Luego se anul6é la actividad de peroxidasa enddgena en una
soluciéon 3% de perdxido de hidrogeno durante 30 minutos, y luego los cortes se
bloquearon con buffer albumina (BSA al 1%) en PBS durante 30 minutos. Se aplic6 una
gota de la solucién del anticuerpo para PPARG o StAR (diluciones 1:100 en buffer PBS) e
incubo overnight (ON) toda la noche a 4 °C. Luego, se tetiro el anticuerpo, se realizaron
lavados en PBS e incubaron con el anticuerpo secundario proteina recombinante del
rabano  (borseradish recombinant secondary antibody, HRP, dilucién 1/200) (Santa Cruz
Biotechnologies) durante 1 hora, lavado con PBS 0.05% Tween 20, y el inmunocomplejo
se detecté luego de incubar los cortes con una solucién de diaminobenzidina (DAB)
(Vector). Se utilizé suero normal de conejo en lugar de los anticuerpos primarios como

controles negativos de la inmunohistoquimica.

Los analisis morfologicos e inmunohistoquimicos se analizaron por 2 personas

independientemente.
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3.3. Caracterizacion de la morfologia ovarica

Para caracterizar la morfologia ovarica, se clasificaran los foliculos en: foliculos
primordiales (primordial follicles, PF), foliculos primarios (primary follicles, PtF), foliculos
secundarios (secondary follicles, SF) y foliculos antrales (antral follicles, AF) siguiendo el

siguiente criterio:

PF: Compuesto por pocas células de pre-granulosa pavimentosas, poco organizadas.
Estos foliculos estan dispersos por toda la corteza ovarica, y pueden estar en gran
proporciéon proximos al epitelio ovariano. Ademas, el nudcleo del oocito es grande

comparado al citoplasma.

PrF: Ya hay presencia de una camada de células de granulosa cuboides, con la zona
pelucida rodeando al oocito. Estos foliculos suelen aparecer proximos a PFs. Observacion:
los PrFF pueden presentar distintos tamafios, ya que el oocito comienza a crecer antes de

que se produzca la multiplicacién de las células de granulosa.

SF: Este foliculo posee mas de una camada de células de la granulosa. En este
estadio ya hay formacién de la camada de teca interna y membrana basal que delimita el

espacio entre las células de la granulosa y la teca en proliferacion.

AF: Se observan claramente las capas de células de granulosa y teca, y la membrana
basal que las separa. El oocito esta rodeado de células de granulosa y se observa la cavidad
denominada antro (o antrum).

Para determinar la presencia de AFs atrésicos, utilizaremos el siguiente critetio:

e Presencia de 5% o mas de cuerpos pigndticos (criterio

predominante).
e Ausencia total o parcial de membrana basal.
e Ausencia o fragmentacion del oocito.
e Presencia de meiosis reiniciada con presencia de corpusculo polar.
e Presencia de vacuolas en oocito.
e Ausencia de contacto entre células de la granulosa y oocito.
e Contacto de liquido folicular con el oocito.

e (C¢lulas de la granulosa desorganizadas (desprendidas).



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez

54

e Hipertrofia de las células de la teca en contacto directo con las

células de la granulosa. La hipertrofia esta presente cuando las camadas de la

teca (principalmente la interna) proliferan y se tornan arredondeadas.

3.4. Determinaciones de los niveles de ARN mensajero

Los niveles de ARN mensajero (ARNm) se cuantificaron por PCR en tiempo real

(Real time PCR). Se extrajo el ARNm total de tejido ovarico con RNAzol RT (MRC gene,

Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante. A partir de 500 ng del ARNm extraido se sintetizo el ADNc utilizando como

cebadores Random Primers. A partir de una diluciéon 1:10 del ADNc sintetizado se

realizaron los analisis por Rea/ time PCR utilizando la Mezcla Real B124-100 (Biodynamics

SRL, USA) y los primers adecuados para cada gen analizado. Los productos amplificados

se cuantificaron por fluorescencia en un Rotor Gene 6000 Corbette. Los resultados se

expresaron en unidades arbitrarias y el gen ribosomal 1.32 (RPL32) fue utilizado como gen

de referencia. A continuacién se muestra la tabla con los primers utilizados en este trabajo

de tesis.

Gene
PPARG
MCOR
PGC-1
STAR
CYP17a
3BHSD

17BHSD
CYP19

TNFa
COX-2
BCL2
BAX

Primer Forward (5° —3°)
TITTCAAGG GTG CCAGTTTC
TAT CGG AGCCATCTT CCC AC
AAT GCAGCG GTCTTAGCACT
GCAGGG GGATITCTG AATTT
TCT CAT TACACC CAC GCA GA

GACACCCOCT CACCAA AGCTA
TCTCATTACACC CAC GCA GA
CCTGGCAAG CACTCCTTATC
TCCCAG AAA AGCAAG CAL CC
ATGAGTACCGLAAACGLTTC
GGG ATG CCTTTG TGG AACTA
GACAGG GGCCITTITGLTAC
TGGE TCCACAATG TCAAGG

Primer Reverse (5" —37)

GAG GCCAGCATG GTG TAG AT
ACTTEG GTATCCTGG GLETTE
GTG TGAGGAGGG TCATCGTT
GTCTCCGTCTCT GTEGCTTC
CoG GECAGTTGTTTATCATC

TTGTAAAAT GGACGCAGCAG
CoGGECAGTTGTTTATCATC
CCACGTCTCTCA GCG AMAAT
TAG ACA GAA GAG CGT GGT GG
COCCAA AGATAGCATCTG GA
CTCACTTGT GGCCCA GGT AT
GTCCAGTTCATCGCC AATTC
CAMAACAGG CACACA AGC

Tabla 4: Lista de primers usados en la cuantificaciéon del ARNm por Rea/ time PCR
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3.5. Determinacion de los niveles proteicos

Se realiz6 el analisis por Western Blot del tejido ovarico para cuantificar los niveles
proteicos. Se homogeneizo el tejido en buffer lisis (20 mM Tris—HCI, pH = 8,0, 137 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40 y 10% glicerol) suplementado con inhibidores de proteasas (0,5
mM PMSF, 0,025 mM N-CBZ-L-fenilalanina clorometil cetona, 0,025 mM N-p-tosil-lisina
clorometil cetona y 0,025 mM L-1-tosilamida-2-fenil-etilclorometil cetona, todos los
reactivos Sigma Co, USA) durante 20 min a 4 °C. El lisado luego fue centrifugado a 4 °C
durante 10 min a 10.000 g y el pellet descartado. Se utiliz6 el sobrenadante, a partir del cual
también se determiné la concentraciéon de proteinas por el método de Bradford (Bradford
1976). Luego de calculadas las concentraciones proteicas totales, se calentaron las muestras
en bafio marfa durante 5 min y se sembr6 60 ug de proteina por cada muestra en un gel de
poliacrilamida al 10% con SDS (condiciones desnaturalizantes). La electroforesis se llevo a
cabo con un voltaje de 90 voltios durante 1,5 h. Se sembraron marcadores de peso
molecular para identificar los pesos aproximados de las proteinas. Luego procedimos a
transferir las proteinas del gel a membranas de nitrocelulosa, utilizando el buffer de
transferencia (20% metanol, vol/vol; 0,19 M glicina; 0,025 M Tris-Base, pH = 8,3) durante
1 hora a 110 voltios. Luego se procede al bloqueo de los sitios no especificos de las
membranas de nitrocelulosa mediante la incubacién durante 1 h en buffer TBS (4 mM
Tris—HCI, pH = 7.5, 100 mM NaCl) conteniendo leche libre de grasa (0,2%) a T ambiente.
Se retira esa solucién y se incuba con los anticuerpos primarios (PPARG, StAR, COX2,
BCL2 y BAX, Santa Cruz Biotechnologies, Inc., USA) (1:200 ON). Se retira el anticuerpo
primario, se realizan lavados en TBS Tween 1%, y las bandas se determinan por incubacion
con anticuerpo secundario HRP (dilucién 1:1000) (Santa Cruz Biotechnologies) durante 1 h
seguido por incubacién con el sustrato para Western Blotting ECL. (Thermo Scientific
Pierce). La carga de proteina se evalu6 tifiendo las membranas luego de la transferencia
con solucién de rojo Ponceau S. Para normalizar luego las mediciones e independizarse de
la variacién en la concentracién de proteina por muestra utilizamos el anticuerpo Beta
Actina (Sigma Co, USA) (dilucion 1/1500). Las intensidades en las bandas (area x
densidad) se analizaron y cuantificaron utilizando el software Image ] (Schneider, Rasband
y col. 2012). Se utilizaron 10 ratas por grupo experimental y los resultados se expresaron en

unidades arbitrarias (UA).
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3.6. Cuantificacion del estrés oxidativo

Para cuantificar el EO se evaluaron los niveles de peroxidacion lipidica en suero,
cuantificando el MDA formado por la ruptura de los acidos grasos poli insaturados de las
membranas celulares (Motta, Estevez y col. 2001) y los niveles del antioxidante GSH sérico
(Elia, Sander y col. 20006). El metabolito GSH es un importante componente detoxificante
que actua en la eliminacién de radicales libres y detoxificaciéon celular. Se utilizaron

muestras de 10 ratas por grupo experimental.

Peroxidacion lipidica: El fundamento de esta técnica es la cuantificaciéon del estado
oxidativo de las células por mediciéon de las reacciones que involucran radicales libres
formados los cuales actian sobre los acidos grasos de las membranas. Estas reacciones
producen entre sus subproductos MDA. La técnica se basa en la capacidad del MDA en
reaccionar con acido tiobarbitarico cuya reaccion forma un reactivo de color que puede
cuantificarse a 535 nm en espectrofotémetro (Buege y Aust 1978). Brevemente: 250 ul de
suero se adicionaron 250 ul de TBA 0,5%, luego por centrifugacion se separaron 350 ul de
sobrenadante y fueron incubados con 650 ul de TBA 0,67 % (TCA 5% p/v, TBA 0,375 %
p/v, HCI 0,25 N) por 20 minutos a 95°C en bafio. La absorbancia la determinamos a 535
nm dentro de los siguientes 5 minutos y se compar6 con una curva patrén de MDA. Los
resultados se expresaron como nmolar MDA. Las técnicas correspondientes a la
cuantificaciéon del EO y de los agentes antioxidantes se determinan y son de rutina en

nuestro laboratorio.

Glutation: El método utilizado es el de (Tietze 1969) y se basa en una reaccién de
oxido/reduccion, mediante la cual, el acido 5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB) se
reduce y el GSH reducido se oxida. Al reducirse, el D'TNB forma compuestos coloreados,
que es posible de cuantificar a 412 nm. Para medir el GSH total, se agrega glutatiéon
reductasa (GR) al medio, enzima que cataliza el pasaje de glutatién oxidado (GSSG) a su
forma reducida. Brevemente, se incubaron 100 ul de suero con 50 ul de NADPH, 20 ul del
reactivo de Ellman (DTNB) y, en altimo lugar, 20 ul de GR. Se registré la absorbancia cada
minuto durante los primeros 6 minutos a fin de determinar la pendiente de la reaccién. Con
el objeto de cuantificar el contenido de glutatién, se comparé la pendiente de la reaccion
con una concentracion de GSH conocida. Los resultados se expresaron como umolar

GSH. Esta técnica también es llevada a cabo de rutina en nuestro laboratorio.



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
57

3.7. Cuantificacion por Radioinmunoensayo: Estradiol, Testosterona vy

Prostaglandina E
Radioinmunoensayo de E2 y T en suero:

Los niveles de E2 y T fueron determinados por Radioinmunoensayo (RIA)
especifico, segun se describié previamente en el laboratorio (Amalfi, Velez y col. 2012).
Brevemente, muestras séricas de 10 ratas por tratamiento se extrajeron con el mismo
volumen de dietil éter por 3 veces. Los extractos fueron colectados y evaporados en una
bomba de vacio y almacenados a -80 °C hasta la realizacién del RIA. Luego, los reactivos y
las muestras se reconstituyen en el Buffer de RIA (Tris HCI 0,05 M, NaCl 0,1 M, Gelatina
0,1 %, Azida Sédica 0,1%, pH 8). Tanto las muestras patrones como las muestras a ensayar
(100 ul) se incubaron a 4 °C ON con 200 ul del anticuerpo anti-E2 o T y 100 ul del
metabolito marcado con tritio-[2,4,6,7,16,17-"H] E2 o T, 250uCi, Amersham Corporation,
Arlington Heights USA). Se utilizé para separar las uniones especificas una suspension de
carbon activado-dextran (Carbon 1%, Dextran 0,1 % en Buffer RIA) y centrifugacion a
2000g por 15 minutos a 4°C en centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B). El sobrenadante de
centrifugaciéon fue recogido en viales conteniendo liquido de centelleo, y la radioactividad

se cuantific en un contador de centelleo liquido beta.

La sensibilidad del anticuerpo para E2 fue de entre 5-10 pg/tubo, y entre 2-5 ml de
suero. Las variaciones intra e inter ensayo fueron de 5,0 and 10,0%, respectivamente. Los

resultados se expresaron en ng E2/ml suero.

El rango de utilidad del ensayo de la T fue de 25-1600 pg. Las variaciones intra e
inter ensayo fueron de 7,5 y 15,1 respectivamente, y la reaccién cruzada entre Ty DHEA

es < 0,01 pg. Los resultados se expresaron como pg T/ml suero.
Radioinmunoensayo de prostaglandina E:

Se determiné el contenido de prostaglandina E (PGE) en el tejido ovarico por medio
del ensayo RIA como fue previamente realizado en nuestro laboratorio (Motta, Estevez y
col. 1999). En el tejido ovarico también se determind la concentracién de proteinas por el

método de Bradford (Bradford 19706).

Para extraer la PGE2 del tejido ovarico se homogenizaron los tejidos con metanol
(1:5, peso en volumen) y evaporados en una bomba de vacio, y almacenados a -80 °C hasta

la realizacion del RIA. Se utilizé un anticuerpo especifico par PGE2 (Sigma Chemical Co,
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St. Louis, MO, USA) con una sensibilidad de 10 pg /tubo y una reactividad cruzada < 0.1
% con las otras PGs. Los trazadores para PGE2 eran compuestos tritiados. El método de
separacion de las uniones no especificas fue el de carbén-dextran (1% - 0.1% peso
volumen). La radioactividad se determiné con mediante contador de centelleo liquido beta.

Los resultados se expresaron como pg PGE2/ug proteina.

3.8. Analisis Estadistico

Se utilizé el programa GraphPad Prism para los test correspondientes (GraphPad
software, San Diego, CA, USA). Se realizaron ANOVAs seguidos del test de Tukey para

comparar todas las columnas entre si. Se consideraron significativos los valores de p<0.05.
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4. Resultados, Primera Parte: Efecto del exceso de andrégenos sobre la

funcionalidad ovarica.
4.1. Efecto del exceso de andrégenos sobre la morfologia del ovario.
4.1.1. Observacion cualitativa de los ovarios

El analisis histolégico de los ovarios, utilizando coloracién con hematoxilina-eosina,
mostr6 en el grupo control una apariencia normal para un ovario de rata prepuberal y no
estimulada, en el que se observan mayormente PFs cercanos a la corteza del ovario (Fig.
1A, aumento: 400x). Cuando inducimos la foliculogénesis (grupo eCG) se observan PrF y
foliculos mas desarrollados, como AFs en distintos estadios de desarrollo (Fig. 1B,
aumento: 100x). En el grupo eCG también se observé una buena diferenciacion de la
membrana basal en los AFs, con la granulosa y la teca bien diferenciada (Fig. 1C, flechas
negras). Cuando se estimul6 la foliculogénesis con exceso de andrégenos (grupo
eCG+HA) pudimos reconocer en los ovarios algunos AFs con morfologia anormal (FA*)
(Fig. 1C, aumento: 100x). Ademas, en ciertos foliculos de estos animales androgenizados
(grupo eCG+HA) no se observé una buena diferenciacién de la membrana basal, de esta

forma las células de la teca invaden la capa de células de granulosa (Fig. 1 E, flecha negra).

Estos resultados indican que una tGnica administracién de eCG estimulé el desarrollo

folicular, y que el exceso de andrégenos alterd ese desarrollo promoviendo la formacién de

foliculos anormales.
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Figura 1: Analisis histolégico de ovarios: (A) Seccion de ovario correspondiente a
animales del grupo control, (A: 400X). Se indica la presencia de PF. (B y C) Seccién de
ovario correspondiente a animales del grupo eCG, mostrando diferentes foliculos (B, A:
100X) y el detalle de la membrana basal (flechas negras) separando teca de granulosa(C, A:
400X). (D y E) Seccién de ovario de animales del grupo eCG+HA, mostrando foliculos
antrales con morfologfa anormal (D, A: 100X) y el detalle de la membrana basal (flecha
negra) (E, A.400X). PF: foliculos primordiales, PrF: foliculos primarios, AF: foliculos
antrales, AF*: foliculos antrales con morfologia anormal.

4.1.2. Composicion folicular:

Posteriormente se analizé la composicion folicular. Encontramos que la induccion de
foliculogénesis aument6 significativamente el numero total de foliculos (grupo eCG vs
Control), y ademas encontramos que el exceso de andrégenos no alteré ese numero
(eCG+HA vs eCG) (Fig. 2A). Posteriormente se clasificaron y cuantificaron los foliculos

ovaricos en PFs, PrF, SF, y AFs (Fig. 2B). Se encontré un porcentaje mas alto de PF en el
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grupo eCG vs control, luego en el grupo eCG+HA el numero de PF aument6 respecto a
eCG (Fig. 2B). El numero de PrF fue menor en el grupo eCG+HA comparado a eCG (Fig.
2B). Los demas tipos foliculares (SF y AF) no presentaron diferencias entre los diferentes
grupos (Fig. 2B).

También analizamos el porcentaje de foliculos atrésicos, y encontramos que ese
porcentaje disminuy6 en el grupo eCG vs control (Fig. 2C), mientras que en el grupo
androgenizado (eCG+HA) el porcentaje de foliculos atrésicos no se diferencié del grupo

eCG (Fig. 20).
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Figura 2. Composicion folicular: (A) Numero total de foliculos visualizados en
ovarios de animales control, eCG y eCG+HA. (B) Porcentaje de los diferentes foliculos
ovaricos. Las diferencias estadisticas se evaluaron entre los diferentes tratamientos dentro
de los tipos foliculares (PF, PrF, SF y AF). (C) Porcentaje de foliculos atrésicos. PF:
foliculos primordiales, PrF: foliculos primarios, SF: foliculos secundarios, AF: foliculos
antrales. Cada columna representa la media £ S.E.M. de 4 mediciones de diferentes
animales. * p<0.05 vs. Control. # p<0.05 vs eCG+HA.
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4.2. Efecto del exceso de andrégenos sobre el sistema PPARG

4.2.1. Inmunolocalizacion de PPARG

Se analiz6 la inmunolocalizacion de PPARG en el ovario. En la figura siguiente se
puede apreciar que la tincién para PPARG se evidencié especialmente en las células de la
granulosa de los foliculos en desarrollo, en animales del grupo control (Fig. 3A), eCG (Fig.
3B) y eCG+HA (fig. 3C). No encontramos diferencias notables de marcacién entre

tratamientos.

: ’ : S S 7 2 & & e

Figura 3. Inmunolocalizacién de PPARG. Cortes ovaricos de animales de grupos
control (A), eCG (B) y eCG+HA (C). Observar la coloracion preferencialmente en la zona
de la granulosa. El corte mostrado en D (control negativo) corresponde a una seccioén
tratada con suero normal en lugar del anticuerpo especifico para PPARG. Los tejidos se
procesaron segun se describe en materiales y métodos, y PPARG se identifica por la
coloracion amarronada del DAB. GC: células de la granulosa, TC: células de la teca, O:
oocito. A: 100X,

A = SIS,

4.2.2. Regulaciéon del sistema PPARG: Expresion de PPARG, PGC-1,
NcOR

Analizamos los niveles proteicos y de ARNm en ovario del sistema PPARG por
medio de las técnicas Western blot y Real time PCR. Encontramos que cuando indujimos la

foliculogénesis con eCG los niveles de ARNm y proteicos de PPARG aumentaron
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respecto al control (Fig. 4A y B), mientras que los niveles de ARNm del coactivador
PGC1A también aumentaron (Fig. 4C) y los del correpresor NcOR disminuyeron, respecto
al control (Fig. 4D).

Cuando estimulamos la foliculogénesis en presencia de exceso de andrégenos (grupo
eCG+HA), encontramos que los niveles de ARNm y proteinas de PPARG disminuyeron
respecto al grupo eCG (Fig. 4A y 4B), asi como también los niveles de ARNm de PGC1A
(Fig. 4C) y por el contrario los niveles de ARNm de NcOR aumentaron, respecto al grupo
eCG (Fig. 4D).

La induccién de la funcién ovarica temprana reguld positivamente al sistema

PPARG, evidenciado por los niveles de expresién de PPARG, PGC1A y NcOR. Fl exceso

de andrégenos evitd esa regulacién positiva sobre el sistema PPARG.
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Figura 4. Efecto del exceso de androgenos sobre el sistema PPARG. Niveles
relativos de ARNm (A, C, D) y de proteinas (B y E) determinados por Rea/ #ime PCR y
Western blot respectivamente. A y B: niveles de ARNm y proteinas de PPARG. C: niveles
relativos de ARNm del coactivador PGC1A. D: niveles relativos de ARNm del correpresor
NcOR. Cada columna representa la media £ S.E.M. de seis mediciones de diferentes
animales. * p<0.05 vs. Control. # p<0.05 vs eCG+HA.
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4.3. Efecto del exceso de andrégenos sobre la esteroidogénesis folicular durante

la foliculogénesis temprana.

4.3.1. Inmunolocalizaciéon de StAR

Analizamos cualitativamente la inmunolocalizacion de StAR en el ovario en animales
de los grupos control, eCG y eCG+HA. StAR fue localizado tanto en células de la
granulosa como en las de la teca. En el grupo control la tincién fue localizada solo en
algunos foliculos (Fig. 5A), pero tanto en el grupo eCG (Fig. 5B) como en el
androgenizado (grupo eCG+HA) (Fig. 5C) se observé una fuerte tincién de los foliculos.
Particularmente, podemos notar en los grupos eCG y eCG+HA que en los AFs mas
desarrollados (mas grandes) la tincién se observa principalmente en células de la teca,
mientras que en foliculos con menor desarrollo la tincién se observa fuertemente en las
células de la granulosa (flechas gruesas, flechas finas) (fig. 5B y C). No encontramos

diferencias notables de tincion entre los grupos eCG y eCG+HA.

Figura 5. Inmunolocalizaciéon de StAR. Cortes ovaricos de animales de grupos
control (A), eCG (B) y eCG+HA (C). Observar la mayor tincién en los grupos eCG (B) y
eCG+HA (C). El corte mostrado en D (control negativo) corresponde a una seccidén
tratada con suero normal en lugar del anticuerpo especifico para StAR. Los tejidos se
procesaron segin se describe en materiales y métodos, y StAR se identifica por la
coloraciéon amarronada del DAB. GC: células de la granulosa, TC: células de la teca, O:
oocito. Flechas gruesas sefialan foliculos antrales grandes, flechas finas sefialan foliculos
antrales menores. A: 100X.
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4.3.2. Expresion de las enzimas esteroidogénicas.

Analizamos la esteroidogénesis folicular mediante la cuantificaciéon de los niveles de
ARNmMm y proteinas de la enzima limitante de la esteroidogénesis, StAR, y de los niveles de
ARNm de las enzimas esteroidogénicas CYP17A, 3BHSD y 17BHSD. Encontramos que
cuando estimulamos con eCG (grupo eCG) aumentaron los niveles de ARNm y proteinas
de StAR respecto al control (Fig. 6A y 6B), aunque sin aumento significativo en los niveles
de ARNm de las enzimas esteroidogénicas CYP17A (Fig. 6C), 3BHSD (Fig. 6D), y
17BHSD (Fig. 6E).

Cuando evaluamos la induccién de la foliculogénesis en presencia de exceso de
andrégenos (grupo eCG+HA) encontramos que la esteroidogénesis se encuentra
aumentada respecto al grupo eCG, ya que los niveles de ARNm y proteinas de la enzima
StAR aumentaron (Fig. 6A y 6B), junto con un aumento en los niveles de ARNm de
CYP17A (Fig. 6C), 3BHSD (Fig. 6D) y 17BHSD (Fig. 6E).

La induccion de la foliculogénesis sélo aumenté la expresién de StAR, indicando una

moderada activacion de la esteroidogénesis folicular. Mientras que en un ambiente con

exceso de andrégenos aumentaron todas las enzimas esteroidogénicas evaluadas,

evidenciando una activacion de toda la via esteroidogénica.
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Figura 6. Efecto del exceso de andrégenos sobre la esteroidogénesis folicular.
Niveles relativos de ARNm (A, C, D y E) y de proteinas (B) determinados por Rea/ time PCR
y Western blot respectivamente. (A y B) niveles de ARNm y proteinas de StAR. (C) niveles
relativos de ARNm de la enzima esteroidogénica CYP17A. (D) niveles relativos de ARNm
de la enzima esteroidogénica 3BHSD. (E) niveles relativos de ARNm de la enzima
esteroidogénica 17BHSD. Cada columna representa la media = S.E.M. de seis mediciones
de diferentes animales. * p<<0.05 vs. Control. # p<0.05 vs ecCG+HA
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4.4. Efecto del exceso de andrégenos sobre las hormonas esteroideas circulante

y la enzima aromatasa ovarica.

Para profundizar el estudio de la esteroidogénesis cuantificamos los niveles séricos de
las hormonas esteroidogénicas E2 y T, como asi también la relacién entre E2 y T (E2/T), y
ademas cuantificamos los niveles de ARNm de la enzima responsable de la conversién de
T a E2, la aromatasa. Se ha reportado que una baja relacién estrégenos/androgenos esta
relacionada con una desregulaciéon de la funcién ovarica. Encontramos que cuando
estimulamos la foliculogénesis con eCG aumentaron tanto los niveles de E2, T'y la relacién
E2/T (Fig. 7A, 7B y 7C respectivamente). Ademas, la inducciéon de la foliculogénesis
(eCG) aumento los niveles de ARNm de la enzima aromatasa, respecto al control (Fig. 7D).

En presencia de exceso de andrégenos (grupo eCG+HA) aumentaron respecto a
eCG los niveles de E2 y T, (Fig. 7A-B) pero la relacién E2/T disminuy6 significativamente
respecto a eCG (Fig. 7C). Respecto a los niveles de ARNm de la enzima aromatasa
encontramos que en el grupo androgenizado (grupo eCG+HA) estos niveles aumentaron
respecto al grupo eCG (Fig. 7D).

El exceso de andrégenos promovié un aumento en los niveles séricos de las

hormonas esteroideas, como asi también una disminucién de la  relacién

estrégenos/androgenos v de la enzima que convierte E2 a partir de T, la aromatasa ovarica.
Estos resultados evidencian el establecimiento de un estado hiperandrogénico, por lo que a

partir de ahora nos referiremos al exceso de andrégenos como hiperandrogenismo.
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Figura 7: Efecto del exceso de andrégenos sobre los niveles de estradiol,
testosterona, la relacion estradiol/testosterona y los niveles de ARNm de la
aromatasa (CYP19A). Niveles séricos de E2 (A), T (B), la relacién E2/T (C) y los niveles
relativos de ARNm de la enzima aromatasa (D). Cada columna representa la media *
S.EM. de seis mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. Control. # p<0.05 vs
eCG+HA.

4.5. Efecto del hiperandrogenismo sobre los mediadores inflamatorios durante

la foliculogénesis temprana.

Analizamos la inflamacién en ovario cuantificando los niveles de ARNm de la
citoquina pro-inflamatoria TNFA, del sistema prostaglandinas cuantificando los niveles de
ARNm vy proteinas de la enzima COX2, vy el contenido de prostaglandina E (PGE)
ovarica. También evaluamos los niveles de ARNm en ovario de la lipooxigenasa 12-LOX

Encontramos que con la induccién de la foliculogénesis (grupo eCG) los niveles de
ARNm de TNFA disminuyeron respecto al control (Fig. 8A), a la vez que se
incrementaron los niveles de ARNm y proteinas de COX2 (Fig. 8B y 8C) y el contenido de
PGE2 ovarica (Fig. 8D). Por ultimo, los niveles de proteinas de la 12-LOX no se alteraron

respecto al grupo control (Fig. 8E).
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Cuando la foliculogénesis se indujo en una condicién hiperandrogénica (grupo
eCG+HA), los niveles de ARNm de TNFA aumentaron respecto a eCG (Fig. 8A), asi
como también los niveles de ARNm y proteinas de COX2 (Fig. 8B y C) y el contenido de
PGE2 ovarica (Fig. 8D). Respecto a la enzima 12-LLOX, los niveles proteicos disminuyeron
respecto al grupo eCG (Fig. 4E).

El hiperandrogenismo durante la foliculogénesis temprana generé un estado pro-

inflamatorio en el ovario, evidenciado por el aumento de los marcadores inflamatorios

COX2, PGE2 y TNFA.
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Figura 8. Efecto del hiperandrogenismo en los marcadores inflamatorios.

(A y B) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la enzima COX2, respectivamente.
(C) Contenido ovarico de PGE2 determinado por la técnica RIA, segin se describe en
materiales y métodos. (D) niveles relativos de ARNm de la proteina TNFA. (E) niveles
relativos de la proteina 12-LOX. Se muestran bandas representativas de los niveles
proteicos, segun corresponda. Cada columna representa la media £ S.E.M. de seis
mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. Control. # p<0.05 vs ecCG+HA
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4.6. Efecto del hiperandrogenismo sobre la via de la apoptosis ovarica.

Evaluamos los niveles de ARNm y proteinas en el ovario de enzimas
involucradas en la regulacion de la apoptosis, la enzima anti-apoptotica BCL2 y la enzima
pro-apoptotica BAX.

Los niveles de ARNm y de proteinas de la proteina BAX disminuyeron, mientras los
niveles de ARNm de BCL.2 aumentaron cuando se estimuld la foliculogénesis (grupo eCG)
respecto al control (Figs. 9A-C). Aunque existe una tendencia al aumento, los niveles de
proteinas de BCL2 no aumentaron con eCG respecto al control (Fig.9D). Cuando
evaluamos la relacion BAX/BCL2 encontramos que la foliculogénesis (eCG) disminuy6
tanto la relacién de ARNm como de proteinas, respecto a control (Figs. 9E y F).

Luego, cuando analizamos el efecto del hiperandrogenismo (grupo eCG+HA)
encontramos que tanto los niveles de ARNm y proteinas de BAX (Fig. 9A y B) como los
de BCL2 (Fig. 9C y D) no se vieron modificados respecto al grupo eCG. Interesantemente,
la relacion entre los mensajeros de BAX/BCL2 aument6 trespecto al grupo eCG (Fig. 9E),
mientras que la relacién entre las proteinas BAX/BCL2 no se modificé respecto al grupo
eCG (Fig. 9F).

La induccién de la foliculogénesis disminuyo la apoptosis en el ovario, evaluado por

medio de un aumento de la proteina anti apoptética BCL2 v una disminucioén en la relacién

BAX/BCL2. En condiciones hiperandrogénicas se produce una reversién parcial de ese

efecto antiapoptotico, por un aumento en la relacién entre los mensajeros BAX/BCIL.2.
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Figura 9. Efecto del hiperandrogenismo sobre la via de la apoptosis ovarica.
(A y B) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la proteina pro apoptédtica BAX,
respectivamente. (C y D) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la proteina anti
apoptdtica BCL2, respectivamente. Relacion BAX/BCL2 para ARNm (E) y proteinas (F).
Se muestra un Western blot representativo para cada medicién de proteinas. Cada columna
representa la media £ S.E.M. de cuatro mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs.

Control. # p<0.05 vs eCG+HA
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4.7. Efecto del hiperandrogenismo sobre el balance oxidativo durante la

foliculogénesis temprana.

Cuantificamos los niveles de peroxidacion lipidica evaluando el MDA sistémico y los
niveles séricos del antioxidante GSH, y encontramos que la induccién con eCG (grupo
eCG) no alter6 los niveles de MDA y GSH (Fig. 10A y B, respectivamente).

Sin embargo, en presencia de hiperandrogenismo junto a la induccién de la
foliculogénesis (grupo eCG+HA) disminuyé el nivel de GSH (Fig. 10A) y aument6 el
correspondiente de MDA (Fig. 10B).

La hiperandrogenizaciéon indujo un desbalance oxidativo, caracterizado por un
aumento de la peroxidacién lipidica evaluado por los niveles de MDA y una disminucién

del anti-oxidante GSH.
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Figura 10. Efecto del hiperandrogenismo sobre el estrés oxidativo sistémico.
(A) La peroxidacion lipidica fue evaluada por los niveles de MDA y (B) la concentracion
del antioxidante fue evaluada por los niveles del metabolito GSH. Cada columna representa
la media = S.E.M. de seis mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. Control. #
p<0.05 vs eCG+HA.
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4.8. Resumen Resultados Primera Parte

e Una dnica administraciéon de eCG estimul6 el desarrollo folicular, v el exceso

de andrégenos alter6 ese desarrollo promoviendo la formacién de foliculos

anormales y alterando los porcentajes de PFs y PrF.

e La estimulacién de la foliculogénesis produjo una activacién del sistema

PPARG (evaluado por PPARG, PGCIA y NcOR), v el exceso de

andrégenos reguld negativamente al sistema PPARG, evitando esa activacién.

e FEl exceso de andrégenos promovié una estimulacién en los niveles de la

esteroidogénesis folicular v una desregulacién de las hormonas esteroideas a

favor de la T, como asi también una baja de la relacién E2/testosterona con

una consecuente disminucién de la enzima que convierte E2 a partir de T, la

aromatasa. Se establece asf un estado hiperandrogénico.

e Fl hiperandrogenismo durante la foliculogénesis temprana establecié un

estado pro-inflamatorio, evidenciado por el aumento en los niveles de COX2,
PGE2 v TNFA.

e la hiperandrogenizacién indujo un desbalance oxidativo, caracterizado por

un aumento de la peroxidacion lipidica evaluado por los niveles de MDA y

una disminucién del anti-oxidante GSH, sugiriendo el establecimiento de
EO.

e La induccién de foliculogénesis temprana previene la apoptosis en el ovatio,

por medio de un aumento de la proteina anti apoptética BCL2 y una

disminucién en la relacién BAX/BCI2. En condiciones hiperandrogénicas se

produce una prevencién parcial de ese efecto, aumentando la expresion

oénica de BAX v aumentando la relacién génica BAX/BCI.2.
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5. Resultados, Segunda Parte: Rol de 1a PGZ sobre las alteraciones causadas por el

hiperandrogenismo.
5.1. Rol de la PGZ sobre la morfologia del ovario.

5.1.1. Observacion cualitativa de los ovarios

Cuando estimulamos la foliculogénesis junto a una hiperandrogenizacioén seguida por
la administraciéon de PGZ (grupo eCG+HA+PGZ) observamos ovarios con una apariencia
similar al grupo estimulado con la foliculogénesis (eCG), con predominancia de foliculos
normales y en distintos estadios de desarrollo (Fig. 11D), con una marcada diferencia
respecto al grupo eCG+HA (Fig. 11C), en donde se observan foliculos con desarrollo
anormal. En el grupo estimulado con la foliculogénesis y PGZ, que utilizamos para evaluar
efectos per se de la PGZ (grupo eCG+PGZ), la apariencia del ovario es similar a la del
grupo donde se estimula la foliculogénesis (eCG) (Fig. 11A), en donde observamos

foliculos en distintos estadios de desarrollo (Fig. 11B).

Figura 11: Analisis histolégico de ovarios: (A) Seccién de ovario correspondiente
a animales del grupo eCG, (A: 100X). Se indican la presencia foliculos en diferentes
estadios. (B) Seccién de ovario correspondiente a animales del grupo eCG+PGZ (A:
100X), con foliculos en diferentes estadios de desarrollo. (C) Secciéon de ovario de animales
hiperandrogenizados, mostrando foliculos antrales con morfologia anormal (C, A: 100X).
(D) Seccién de ovario correspondiente a animales hiperandrogenizados y tratados con
PGZ (eCG+HA+PGZ). Se indican la presencia foliculos en diferentes estadios. PF:
foliculos primordiales, PrF: foliculos primarios, AF: foliculos antrales, AF*: foliculos
antrales con morfologfa anormal.
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5.1.2. Composicion folicular

Encontramos que la administraciéon del ligando PGZ no alter6 el nimero total de
foliculos (eCG+PGZ y eCG+HA+PGZ) (Fig. 12A). En cuanto a los porcentajes de los
tipos foliculares (Fig. 12B) la PGZ bloqueo parcialmente la alteracién producto del
hiperandrogenismo, ya que el porcentaje de PF y PrF no resulté diferente tanto del grupo
eCG como del hiperandrogenizado (eCG+HA). En los demas tipos foliculares no hubo
diferencias entre los grupos. En cuanto al porcentaje de foliculos atrésicos, no observamos

ninguna diferencia entre los grupos (Fig. 12 C).

Por ultimo, no observamos ningun efecto de la PGZ per se (eCG+P) sobre los

numeros totales de foliculos, el porcentaje folicular y la atresia folicular.
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Figura 12. Composicion folicular: Conteo, porcentaje folicular y atresia en
animales e¢CG, eCG+P, eCG+HA y eCG+HA+PGZ. A: Nimero total de foliculos
visualizados en ovarios. B: Porcentaje de los diferentes tipos foliculares ovaricos presentes.
Las diferencias estadisticas se evaluaron entre los tratamientos dentro de cada tipo folicular
(PF, PrF, SF y AF). C: Porcentaje de foliculos atrésicos presentes. PF: foliculos
primordiales, PrF: foliculos primarios, SF: foliculos secundarios, AF: foliculos antrales.
Cada columna representa la media = S.E.M. de 4 mediciones de diferentes animales.

* p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs eCG+HA+PGZ.
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5.2. Efecto de la PGZ sobre la alteracion del hiperandrogenismo sobre el

sistema PPARG
5.2.1. Inmunolocalizacion de PPARG

En la figura siguiente se puede apreciar la inmunolocalizaciéon de PPARG en el grupo
con foliculogénesis estimulada, hiperandrogenizado y con administraciéon de PGZ (grupo
eCG+HA+PGZ) (Fig. 13D) y en el grupo con foliculogénesis estimulada y administracion
de PGZ (grupo eCG+PGZ) (Fig. 13B). Al igual que en la primera parte de resultados,
observamos la marcacion especialmente en las células de la granulosa de los foliculos en
desarrollo. En estos dos grupos se observa la inmunolocalizacién de PPARG, y no
observamos diferencias cualitativas entre estos grupos y el estimulado la foliculogénesis

(grupo eCG) (Fig. 13A) o el hiperandrogenizado (grupo eCG+HA) (Fig. 13C).

Figura 13. Inmunolocalizaciéon de PPARG. Cortes ovaricos de animales de grupos
eCG (A, eCG+PGZ (B), eCG+HA (C), eCG+HA+PGZ (D) y control negativo (E).
Observar la coloraciéon preferencialmente en la zona de la granulosa (GC). El corte
mostrado en E (control negativo) corresponde a una seccion tratada con suero normal en
lugar del anticuerpo especifico para PPARG. Los tejidos se procesaron segun se describe
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en materiales y métodos, y PPARG se identifica por la coloracién amarronada del DAB.
GC: células de la granulosa, TC: células de la teca, O: oocito. A: 100X.

5.2.2. Regulacion del sistema PPARG: Expresion de PPARG, PGC-1,
NcOR
Al analizar el efecto de la administracion con PGZ sobre la foliculogénesis en
presencia de hiperandrogenismo (grupo eCG+HA+PGZ), encontramos que la PGZ
previno la inactivacion del sistema PPARG observada en el grupo hiperandrogenizado
(eCG+HA) (Fig. 14). Particularmente encontramos que los niveles de ARNm y proteicos
de PPARG fueron mayores respecto al grupo hiperandrogenizado (Fig. 14A y B). Mas aun,
los niveles de ARNm del coactivador PGCIA aumentaron mientras que los del correpresor
NcOR disminuyeron, respecto al grupo hiperandrogenizado (eCG+HA) (Fig. 14C y D).
Por dltimo, no se observo un efecto per se de la PGZ sobre PPARG, PGCI1A vy
NcOR (grupo eCG+PGZ) respecto al grupo eCG (Fig. 14A, B-D).

La administracion de PGZ previno la desregulacion del sistema PPARG (evaluada

por la expresiéon de PPARG, PGC1A y NcOR) provocada por el hiperandrogenismo.
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Figura 14. Efecto de la PGZ sobre la alteracion del sistema PPARG. Niveles
relativos de ARNm (A, C, D) y de proteinas (B y E) determinados por Rea/ time PCR y
Western blot respectivamente. A y B: niveles de ARNm y protefnas de PPARG. C: niveles
relativos de ARNm del coactivador PGC1A. D: niveles relativos de ARNm del correpresor
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NcOR. Cada columna representa la media = S.E.M. de seis mediciones de diferentes
animales. * p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs ecCG+HA+PGZ

5.3. Rol de la PGZ sobre las alteraciones en la esteroidogénesis folicular

provocadas por el hiperandrogenismo.

5.3.1. Inmunolocalizaciéon de StAR

Analizamos cualitativamente la inmunolocalizaciéon de StAR en el ovario. StAR fue
localizado tanto en células de la granulosa como en las de la teca, al igual que en la primera
parte de resultados. En el grupo con la foliculogénesis estimulada en condiciones
hiperandrogénicas y con administracion de PGZ (eCG+HA+PGZ) (Fig. 15D), y en el
grupo PGZ per se (eCG+PGZ) (Fig. 15B) se observo una fuerte tincioén de los foliculos. Al
igual que en los grupos con la foliculogénesis inducida (eCG) (Fig. 15A) e
hiperandrogenizado (eCG+HA) (Fig. 15C), en los AFs mas desarrollados (mas grandes) la
tincién se observéd principalmente en células de la teca, mientras que en foliculos con
menor desarrollo la tincién se observé fuertemente en las células de la granulosa (flechas

gruesas, flechas finas).
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o T

Figura 15. Inmunolocalizacion de StAR. Cortes ovaricos de animales de grupos
eCG (A), eCG+PGZ (B), eCG+HA (C) y eCG+HA+PGZ (D). El corte mostrado en E
(control negativo) corresponde a una seccion tratada con suero normal en lugar del
anticuerpo especifico para StAR. Los tejidos se procesaron segin se describe en materiales
y métodos, y StAR se identifica por la coloracion amarronada del DAB. GC: células de la
granulosa, TC: células de la teca, O: oocito. Flechas gruesas sefialan foliculos antrales
grandes, flechas finas sefialan foliculos antrales menores. A: 100X.

5.3.2. Expresion de las enzimas esteroidogénicas.

Al analizar el efecto del tratamiento con PGZ sobre la foliculogénesis y el
hiperandrogenismo (grupo eCG+HA+PGZ), encontramos que el tratamiento con PGZ
revirti6 el aumento en la esteroidogénesis observado en el grupo hiperandrogenizado
(eCG+HA) (Fig. 16).

La administracién de PGZ (grupo eCG+HA+PGZ) previno la alteracion en los
niveles de ARNm y proteinas de StAR observados en el grupo hiperandrogenizado
(eCG+HA), al igual que previno la alteracion en los niveles de ARNm en las enzimas

esteroidogénicas CYP17A, 3BHSD y 17BHSD (Fig. 16C-E).
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Finalmente, no encontramos un efecto per se de la PGZ (grupo eCG+PGZ) sobre las

enzimas esteroidogénicas, con respecto al grupo eCG, excepto por una disminucion

significativa en los niveles de la enzima CYP17A (Fig. 16C).
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Figura 16. Efecto del hiperandrogenismo sobre la esteroidogénesis folicular.
Niveles relativos de ARNm (A, C, D y E) y de proteinas (B) en ovarios, determinados por
Real time PCR 'y Western blot respectivamente. (A y B) niveles de ARNm y proteinas de StAR,
respectivamente. (C) niveles relativos de ARNm de la enzima esteroidogénica CYP17A.
(D) niveles relativos de ARNm de la enzima esteroidogénica 3BHSD. (E) niveles relativos
de la enzima esteroidogénica 17BHSD. Cada columna representa la media = S.E.M. de seis
mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs eCG+HA+PGZ
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5.4. Rol de la PGZ sobre la alteracion del hiperandrogenismo sobre las
hormonas esteroideas circulantes y la expresion ovarica de la enzima

aromatasa.

Cuando cuantificamos los niveles circulantes de E2 y T en el grupo al cual
administramos PGZ (eCG+HA+PGZ) encontramos aumentado los niveles de E2
comparado al grupo hiperandrogenizado (eCG+HA) (Fig. 17A), y una disminucién en los
niveles circulantes de T (Fig. 17B). En cuanto a la relacién E2/T, encontramos que la
PGZ (eCG+HA+PGZ) previno la disminucién observada en el grupo hiperandrogenizado
(eCG+HA) (Fig. 17C).

Ademas, la PGZ per se (eCG+PGZ) no tuvo ningin efecto sobre los niveles
circulantes de E2 y T, y tampoco sobre la relacion E2/T, respecto al grupo eCG (Fig. 17A-
O).

Con respecto a los niveles de ARNm de la aromatasa encontramos que la PGZ
(eCG+HA+PGZ) produjo un aumento respecto al grupo hiperandrogenizado (eCG+HA).
Debido a que la aromatasa sintetiza E2 a partir de T, este resultado esta de acuerdo con los
niveles de T (Fig. 17B) y la relacion E2/T (Fig. 17C) encontrados luego de la
administracion de PGZ (eCG+HA+PGZ) respecto al grupo hiperandrogenizado
(eCG+HA).

Con respecto al efecto per se de la PGZ (eCG+PGZ) sobre las hormonas E2, T y
E2/T y la aromatasa, no encontramos diferencias respecto al grupo eCG (Fig. 17A-D).

La administracién de PGZ evitd la alteracién en la relacion E2/T observada en

condiciones hiperandrogénicas, v ademas la PGZ aument6 los niveles de la aromatasa,

favoreciendo entonces el aumento en la relacién E2/T.
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Figura 17: Efecto del hiperandrogenismo sobre los niveles sistémicos de
estradiol, testosterona, la relaciéon estradiol/testosterona y los niveles de ARNm de
la enzima aromatasa (CYP19A). Niveles séricos de E2 (A), T (B), la relacién E2/T (C), y
los niveles relativos de ARNm de la aromatasa (D). Cada columna representa la media &
S.EM. de seis mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs
eCG+HA+PGZ.

5.5. Efecto de la PGZ sobre la alteracion del hiperandrogenismo sobre los
marcadores inflamatorios del ovario
Encontramos que la administracion de PGZ (eCG+HA+PGZ) evité el aumento
observado en condiciones hiperandrogénicas (eCG+HA) de los niveles de ARNm de
TNFA (Fig. 18A), proteicos y de ARNm de COX2 (Fig. 18 B y C), como asi también de
los niveles de PGE2 ovarica (Fig. 18D).
La administraciéon de PGZ (eCG+HA+PGZ) no modificé los niveles proteicos de la
enzima 12-LOX respecto a lo hallado en el grupo hiperandrogenizado (eCG+HA).
Al evaluar el efecto per se de la PGZ (eCG+PGZ) sélo encontramos un efecto
significativo sobre los niveles proteicos de COX2, ya que se encuentran disminuidos

respecto al grupo eCG (Fig. 18B).

La administracién de PGZ evitd el establecimiento del estado pro inflamatorio

observado en condiciones hiperandrogénicas, evaluado por la expresién de COX2, los
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niveles ovaricos de PGE2 y la expresion génica de TNFA. A su vez, la PGZ no modificé el

nivel de expresion proteica de 12-1.OX observado en condiciones hiperandrogénicas.
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Figura 18. Efecto del hiperandrogenismo en los marcadores inflamatorios. (A
y B) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la enzima COX2; (C) Contenido ovarico de
PGE2 (segun se describe en materiales y métodos); (D) niveles relativos de ARNm de
TNFA. (E) niveles relativos de la proteina 12-LOX. Cada columna representa la media *
S.E.M. de seis mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs

eCG+HA+PGZ.
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5.6. Efecto de la PGZ sobre las alteraciones hiperandrogénicas en la apoptosis

ovarica.

Evaluamos los niveles de ARNm y proteinas en el ovario de la enzima anti-
apoptotica BCL2 y la enzima pro-apoptética BAX.

Encontramos que la PGZ (grupo eCG+HA+PGZ) no modificé los niveles de
ARNm y de proteinas de BAX (Fig. 20A y B) ni de BCL2 (Fig. 20C y D) observados en
condiciones hiperandrogénicas (grupo eCG+HA) y tampoco respecto al grupo eCG,
mientras que la PGZ (eCG+HA+PGZ) disminuyé la relaciéon entre los mensajeros
BAX/BCL2 respecto al grupo hiperandrogénico (eCG+HA) (Fig. 20E). Por otro lado, la
PGZ (eCG+HA+PGZ) no modifico la relacion entre las proteinas BAX/BCL2 observada
en el grupo hiperandrogenizado (eCG+HA) y eCG (Fig. 20F).

Con respecto al efecto per se de la PGZ (eCG+PGZ), encontramos tanto un
aumento en los niveles de ARNm de BAX (Fig. 20A) como de BCL2 (Fig. 20C), respecto
al grupo eCG, aunque cuando analizamos la relacién entre los mensajeros BAX/BCL2 no
encontramos diferencias en el grupo eCG+PGZ respecto al grupo eCG (Fig. 20E).

La activacion del sistema PPARG con PGZ revirtid la alteracidén entre los mensajeros

BAX/BCIL.2 observada en condiciones hiperandrogénicas.
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Figura 19. Efecto del hiperandrogenismo sobre la via de la apoptosis ovarica.
(A y B) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la proteina pro apoptoética BAX,
respectivamente; (C y D) Niveles relativos de ARNm y proteinas de la proteina anti
apoptética BCL2, respectivamente; (E) Relacion BAX/BCL2 pata ARNm y (F) proteinas.
Se muestra un Western blot representativo para cada medicién de proteinas. Cada columna
representa la media £ S.E.M. de cuatro mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs.

eCG. # p<0.05 vs e CG+HA+PGZ.
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5.7. Efecto de la PGZ sobre la alteraciéon en el balance oxidativo sistémico

causado por el hiperandrogenismo.

Encontramos que la PGZ (grupo eCG+HA+PGZ) evité el aumento en los niveles
de MDA observado en condiciones hiperandrogénicas (Fig. 20A). Con respecto al
antioxidante GSH, la PGZ (eCG+HA+PGZ) también evit6 la alteraciéon observada en
condiciones hiperandrogénicas (eCG+HA9 (Fig. 20B).

No hubo un efecto per se de la PGZ (grupo eCG+PGZ) sobre MDA (Fig. 20A) y
sobre GSH, respecto al grupo eCG (Fig. 20B).

La PGZ previno la alteracién causada por la hiperandrogenizacién sobre el estado

oxidativo, evitando el aumento en los niveles de MDA v la disminucion del antioxidante

GSH.
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Figura 20. Efecto del hiperandrogenismo sobre el estrés oxidativo sistémico.
(A) La peroxidacion lipidica fue evaluada por los niveles MDA y (B) la concentracién del
antioxidante fue evaluada por los niveles del metabolito GSH. Cada columna representa la
media = S.E.M. de seis mediciones de diferentes animales. * p<0.05 vs. eCG. # p<0.05 vs
eCG+HA+PGZ
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5.8. Resumen Resultados Segunda Parte

La administracién del ligando PGZ fue capaz de prevenir parcialmente las

anormalidades en la morfologia ovarica observadas cuando estimulamos la

foliculogénesis en un ambiente hiperandrogénico.

El ligando PGZ produjo la activacién del sistema PPARG (evaluada por la
expresion de PPARG, PGC1A, NcOR), evitando la regulacién negativa del

sistema PPARG provocada por el hiperandrogenismo.

La activacion del sistema PPARG con PGZ evité la alteracion en la

esteroidogénesis ovarica v _en la relacion E2/T observada en condiciones

hiperandrogénicas, v ademas la PGZ aumenté los niveles de la aromatasa,

favoreciendo entonces el aumento en la relacién E2/T.

La activacién del sistema PPARG evité el establecimiento del estado pro

inflamatorio observado en condiciones hiperandrogénicas, impidiendo la

alteracion en la expresion génica de TNFA, los niveles proteicos y génicos de

COX2 v los niveles ovaricos de PGE2.

La activacién del sistema PPARG previno la alteracién hiperandrogénica

sobre el balance oxidativo, evitando el aumento en los niveles de MDA y

previniendo la disminucién del antioxidante GSH.

La activacién del sistema PPARG previno parcialmente las alteraciones

hiperandrogénicas sobre la via de la apoptosis ovarica evaluada a través de

BAX y BCIL.2.
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6. Discusion

El propésito principal de este trabajo de Tesis consisti6 en, por un lado, estudiar qué
ocurria en las primeras etapas del desarrollo folicular en un ambiente con exceso de
andrégenos, como ocurre en patologfas como el SOP, poniendo énfasis en el estado del
sistema PPARG vy la esteroidogénesis ovarica, el estado inflamatorio, la apoptosis ovarica y
el estrés oxidativo sistémico. Por otro lado, luego de describir las alteraciones por el exceso
de andrégenos, investigamos el papel que juega la activacion del sistema PPARG sobre esas
alteraciones observadas, y si lograba impedir o modificarlas. La evidencia previa muestra
que la activaciéon de PPARG regula los niveles de andrégenos y restaura la funcion ovarica
en desordenes hiperandrogénicos como el SOP. Para tales fines utilizamos un modelo
murino de induccién de la funcién ovarica temprana por administraciéon de gonadotrofina
coriénica equina, un agonista de FSH. En el modelo murino que empleamos, previamente
en nuestro grupo de trabajo y en otros (Irusta, Parborell y col. 2003, Faut, Elia y col. 2011)
observamos que luego de 8 horas post inyecciéon de una unica dosis del agonista de FSH la
esteroidogénesis estaba aumentada, y tomamos ese parametro como indicador de
activacion temprana de la funcién ovarica. Finalmente, en este trabajo de tesis y mediante el
uso de este modelo (1) Describimos y analizamos histolégicamente las diferentes
poblaciones foliculares y la incidencia de la atresia folicular. (2) Analizamos la expresion en
ovario de PPARG y de su coactivador PGC1A y del corepresor NcOR. En este trabajo nos
referimos a estas 3 proteinas como integrantes clave del sistema PPARG. (3) Estudiamos
en detalle la expresion en ovario de las enzimas de la esteroidogénesis y los niveles séricos
de las hormonas esteroideas clave testosterona y estradiol. (4) Estudiamos el estatus
inflamatorio del ovario mediante la cuantificaciéon del marcador inflamatorio temprano
TNFA vy de la prostaglandina E, ademas de la enzima clave que sintetiza prostaglandinas,
COX2. (5) Evaluamos la expresion de dos enzimas clave en la via de la apoptosis ovarica:
BCL2 y BAX. (6) Analizamos los niveles séricos de dos indicadores del balance oxidativo:

glutatiéon y malondialdehido. A partir de estos indicadores evaluamos el estrés oxidativo.

Sobre todos estos pardmetros mencionados evaluamos las alteraciones encontradas

luego de generar un ambiente con exceso de andrégenos, v finalmente si la administracién

del agonista de PPARG pioglitazona evitaba o modificaba esas alteraciones.




Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
92

6.1. Caracterizacion histolégica del ovario, poblaciones foliculares y atresia

folicular: Rol del exceso de andrégenos y la pioglitazona

Para comenzar con el analisis histolégico, debemos mencionar que en ovarios de
animales prepuberes y sin tratamiento alguno hay desarrollo y crecimiento activo de foliculos.
En roedores, por ejemplo, estudios desde la década del 1970 describen la diniamica de
crecimiento folicular en animales prepuberes y en los que ademas se propusieron
nomenclaturas para los distintos tipos de foliculos (Hage, Groen-Klevant y col. 1978, Braw y
Tsafriri 1980). En primates, incluyendo humanos, también durante esa década se publicaron
trabajos en los que se mostraba que ya durante la etapa prenatal hay desarrollo y crecimiento
folicular en el ovario (Peters, Byskov y col. 1978). Estos primeros estudios sobre la estructura
y funcionamiento del ovario dieron por tierra la creencia hasta ese momento de que el ovario
era un 6rgano “quiescente” en su etapa prepuberal. No obstante, debido a que el eje
hipotalamo-hipéfisis-gonadal (HHG) no esta establecido, estos foliculos estan destinados a
entrar en atresia en algin punto de su desarrollo. Particularmente hoy dia sabemos que en
animales prepuberes hay foliculos en crecimiento desde preantrales a antrales, los cuales no se
desarrollan mas alld del estadio preovulatorio y entran en atresia en diferentes estadios. En
estos animales se encontrd que existen, aunque bajos, ciertos niveles de factores clave para el
crecimiento folicular, como la hormona FSH, pero no esta establecido el complejo
mecanismo de ciclicidad ovarica que ocurre en la pubertad al formarse el eje HHG (Meijs-
Roelofs, Uilenbroek y col. 1973). De acuerdo a lo esperado, en este trabajo de tesis
encontramos en los ovarios de animales control foliculos en diferentes estadios de desarrollo
hasta antrales, y no observamos foliculos preovulatorios. A su vez, en estos animales se
encontré un alto porcentaje de foliculos atrésicos. Ademas, se evidencié en los ovarios de
estos animales cierta desorganizacién de las poblaciones foliculares, no distinguiéndose
claramente la separacion entre células de la granulosa y de la teca, resultado esperable debido

a la ausencia del micro entorno adecuado que comienza a generarse en la pubertad.

Hasta hoy en dfa no muchos autores se enfocaron en analizar la regulacién hormonal
del crecimiento y desarrollo de foliculos preantrales, incluyendo la activacion de los foliculos
primordiales y desarrollo de foliculos primarios y secundarios hasta el estadio antral temprano
(Arendsen de Wolff-Exalto 1982, McGee y Hsueh 2000). Menos atn existen estudios de esa
regulacién en condiciones patolégicas. Por ello en nuestro modelo, primero estimulamos el
desarrollo folicular temprano mediante la administraciéon de eCG y estudiamos la estructura y

composicion folicular, y encontramos que el numero total de foliculos fue mayor respecto al
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control. Este resultado puede explicarse en gran parte por el mayor nimero observado de
foliculos primordiales luego de la administracién con eCG. El mayor namero de los foliculos
estarfa relacionado al agonista de FSH utilizado, ya que aunque la presencia de FSH no seria
esencial en las etapas tempranas de crecimiento folicular (la llamada “independiente de
gonadotrofinas”), si serfa importante en el mantenimiento cualitativo y cuantitativo de los
foliculos (Arendsen de Wolff-Exalto 1982, McGee, Perlas y col. 1997, McGee y Hsueh
2000). Mas aun, en condiciones normales el numero de foliculos primordiales es maximo
durante el desarrollo postnatal temprano (Peters 1969, Johnson, Canning y col. 2004), y luego
ese nimero declina rapidamente con una pérdida masiva de foliculos primordiales a causa de
atresia (McGee y Hsueh 2000). En ese sentido, Allan y col. demostraron recientemente que
FSH puede evitar esa pérdida masiva de foliculos primordiales posiblemente via reduciendo
los niveles de atresia (Allan, Wang y col. 2006), aunque también existe la posibilidad que la
FSH pueda estar implicada en el proceso de generacion de foliculos primordiales a partir de
células germinales, ya que en mamiferos se demostré que hay renovacion del “pool” folicular
a partir de la diferenciacién de células germinales en el ovario postnatal (Johnson, Canning y
col. 2004), contrariamente al dogma establecido. Por ultimo, no podemos descartar que en
parte el alto numero de foliculos observados con el tratamiento con gonadotrofinas pueda
deberse a que estas promovieron una mejor organizaciéon del ovatio respecto al animal
control, lo que permitié observar mas claramente los foliculos pequefios como primordiales y
primarios.

A continuacién evaluamos la atresia folicular a partir de foliculos antrales, y
encontramos que la atresia folicular también disminuyé significativamente con la
administraciéon de eCG, un resultado de acuerdo a lo esperado, ya que la FSH “rescata”
foliculos antrales iniciales que de lo contrario estan destinados a sufrir atresia 0 a permanecer
en estado latente (Braw y Tsafriri 1980, McGee y Hsueh 2000). Ademas, la administracién de
eCG permitié que se observe en el ovario una buena diferenciaciéon de las poblaciones
foliculares, tanto de las granulosas como de la teca, lo que favoreceria la interaccion
granulosa-teca. A pesar de estar disminuida la atresia folicular, la administracion de eCG no
alter significativamente los porcentajes de foliculos primarios, secundarios o antrales, y eso
se debe en gran parte a que la predominancia de foliculos primordiales hace dificil la
deteccion de diferencias significativas en los demas foliculos. No obstante, la mejor
organizacion de los ovarios de animales tratados con eCG evidenciado por la apariencia
saludable de los ovarios mas la baja en la atresia, sugieren cierta activaciéon temprana de la

funcion ovarica.
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El siguiente paso fue estudiar si el exceso de andrégenos afecta la composicion
folicular y el estado general del ovario observado con la administraciéon de eCG. Afios atras
se sospechaba que los andrégenos aumentaban la atresia folicular (Billig, Furuta y col. 1993,
Hsueh, Billig y col. 1994), pero estudios mas recientes muestran por el contrario que los
androgenos tienen un efecto estimulador sobre el desarrollo folicular temprano (Vendola,
Zhou y col. 1998, Yang, Zhang y col. 2010). Mas aun, la evidencia actual sugiere que el
incremento en la proporcion de foliculos que se observa en desérdenes androgénicos como
el SOP ocurre durante la foliculogénesis temprana, y que el exceso de andrégenos serfa el
candidato de tal alteraciéon (Webber, Stubbs y col. 2003, Maciel, Baracat y col. 2004). En este
trabajo de tesis encontramos que el exceso de andrégenos no modific los niveles de atresia
observados luego de la administracién de eCG, aunque si observamos cierta desorganizacion
en algunos foliculos antrales. Ademas, no encontramos diferencia respecto al grupo eCG en
cuanto al nimero de foliculos totales, pero si en cuanto al porcentaje de foliculos preantrales,
especificamente en lo que respecta a foliculos primordiales y primarios. Este resultado
concuerda con lo encontrado por otros autores, que muestran que los andrégenos no
modifican la reserva total de foliculos pero que si alteran el desarrollo de los foliculos
preantrales (Dewailly, Robin y col. 2016). Nosotros encontramos que el porcentaje de
foliculos primordiales aument6 con el exceso de andrégenos. El aumento en los foliculos
primordiales a su vez concordd con un porcentaje menor de foliculos primarios, resultado
que sugiere un menor pasaje de primordiales a primarios. Esta inactivacion del pasaje
primordial a primario producto del exceso de andrégenos discrepa con lo descripto en
algunos trabajos anteriores (Maciel, Baracat y col. 2004, Yang, Zhang y col. 2010), los cuales
muestran que los andrégenos activan el pasaje de foliculos primordiales a primarios y
promueven la acumulacién de foliculos preantrales. En esos trabajos el efecto se observo a
mayor tiempo de exposicion de los andrégenos que en nuestro trabajo, por lo que una
posible razén para explicar esta discrepancia es que en nuestro modelo el efecto de la
induccién de funcién ovarica es muy temprano, y setia interesante observar el efecto del
exceso de andrégenos sobre los foliculos ovaricos conforme se incrementa el tiempo de
exposicion. Ademas, ya que mencionamos que los androgenos sensibilizan la accion de FSH
aumentando sus receptores (Dewailly, Robin y col. 2016), una posibilidad es que a tiempos
mayores en los cuales los foliculos estan sensibilizados para FSH (o su anilogo eCG) estos
comiencen a desarrollarse y entonces si se observe un aumento en la proporcion de foliculos
preantrales. Esta cuestién por lo tanto queda abierta a trabajos futuros. En resumen, nuestros

resultados avalan la hipotesis de que los andrégenos son importantes moduladores del
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desarrollo folicular temprano, en la etapa llamada “independiente de gonadotrofinas”, lo cual
es muy discutido ya que la accién de los andrégenos sobre la foliculogénesis en esa etapa
estarfa mediada en parte por las gonadotrofinas, especialmente FSH (McGee y Hsueh 2000,
Dewnailly, Robin y col. 2016). Ademas, nuestros resultados evidencian una disfuncioén ovarica
temprana producto del exceso de andrégenos, que podria explicar la disfunciéon ovarica
cronica presente en mujeres con desérdenes hiperandrogénicos como el SOP.

En mujeres con SOP, la administraciéon de ligandos de PPARG  provoca una
reduccién en los niveles de andrégenos y ademas una mejora en los parametros
reproductivos y una consiguiente ovulacion (Dunaif, Scott y col. 1996, Ehrmann, Schneider y
col. 1997, Hasegawa, Murakawa y col. 1999, Mitwally, Kuscu y col. 1999). Debido al efecto
estimulador de PPARG sobre la funcién ovarica (para una interesante revision, ver (Minge,
Robker y col. 2008)), decidimos estudiar si el ligando de PPARG pioglitazona administrado
junto a la induccién ovirica temprana con eCG y/o el exceso de andrégenos afecta la
estructura del ovario y su composicion folicular, y si revierte el fenotipo observado con el
exceso de androgenos. En este trabajo encontramos que la pioglitazona previno parcialmente
las alteraciones por el exceso de androgenos en el porcentaje de foliculos primordiales y
primarios, ya que no hubo diferencias en esos porcentajes respecto al grupo con exceso de
androgenos ni tampoco respecto al grupo con la induccion ovarica. Este resultado indica que
PPARG tiene un rol modulador del desarrollo folicular temprano, acorde a lo encontrado
por otros autores, que mostraron que PPARG se expresa en las células de la granulosa de
foliculos en desarrollo (Froment, Fabre y col. 2003) donde cumplitia un importante rol
modulador, como por ejemplo de la esteroidogénesis (Long, Sairam y col. 2009). También
encontramos diferencias cualitativas, ya que observamos que la administracion de
pioglitazona previno la desorganizacion estructural observada en los foliculos con el exceso
de andrégenos, y no se observaron foliculos con morfologia anormal no atrésicos. Nuestros
resultados muestran que la pioglitazona puede actuar como modulador del desarrollo
temprano de foliculos, y esa modulacion podtia estar mediada por la regulacion en los niveles
de andrégenos. Es importante destacar que en nuestro modelo estamos observando efectos
muy tempranos durante la induccion ovarica. Mas adelante ampliaremos la discusion del rol
de PPARG Yy el exceso de androgenos y la probable relacion entre estos factores durante la

induccion temprana de la funcién ovarica.
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6.2. Expresion en ovario de PPARG y correguladores: efecto del exceso de

andrégenos y administracion del ligando Pioglitazona.

En esta etapa del trabajo nos propusimos analizar la localizacion de PPARG en el
ovario, y ademas su expresiéon génica y proteica en el ovario. Ya que PPARG, como todo
factor de transcripcion, depende para su funcion de la presencia de correguladores, decidimos
analizar también la expresion génica del coactivador PGC1A y del corepresor NcOR. Si bien
existen diversos coactivadores y correpresores de factores nucleares como PPARG que
forman un complejo transcripcional (Ricote y Glass 2007), elegimos a PGCIA como
coactivador de PPARG por ser uno de los primeros coactivadores de PPARG descubiertos
(Puigserver, Wu y col. 1998) y porque se asocia directamente a PPARG, aunque también se
une a otras isoformas de PPARs (Lin, Handschin y col. 2005). Por otro lado, la elecciéon de
NcOR como correpresor se debe a que es uno de los mas extensamente estudiados y para el
cual se demostré una fuerte asociacion con PPARG (Ricote y Glass 2007). Por lo tanto,
consideramos a PPARG, PGCIA y NcOR como partes importantes del sistema
transcripcional PPARG. Encontramos que PPARG localizé principalmente en las células de
la granulosa de los foliculos en crecimiento, y ya en animales control sin tratamiento alguno
observamos la presencia de PPARG. Esto demuestra que en animales prepuberes, en los
cuales hay desarrollo folicular a pesar de no estar establecido el eje HHG, la presencia de
PPARG puede estar relacionada al desarrollo temprano de esos foliculos, y este resultado
concuerda con otros trabajos que localizan a PPARG en la granulosa de animales prepuberes
(Long, Sairam y col. 2009). En este trabajo también encontramos que la localizacion e
intensidad de PPARG no se alterd cualitativamente con la induccién de la funcién ovarica
con eCG, y tampoco con el exceso de androgenos. Aun mas, la administraciéon del ligando

Pioglitazona tampoco modifico el patrén de localizacion de PPARG.

A continuaciéon profundizamos el estudio de PPARG en el ovario, para lo cual
estudiamos tanto su expresion como la de sus correguladores PGC1A y NcOR.
Encontramos que la induccién de la funcién ovarica con la gonadotrofina eCG aumentd
tanto la expresion génica como proteica de PPARG en el ovario. Consideramos que es un
resultado importante, ya que hay pocos trabajos que analicen la expresién en ovario de
PPARG luego de administrar gonadotrofinas (Komar, Braissant y col. 2001). Recordamos
que en nuestro trabajo la administraciéon de gonadotrofinas aumentd el numero total de
foliculos y que ademas PPARG se localiz6 en foliculos en crecimiento, y ademas el mayor

nimero de foliculos coincidié con el aumento de la expresion génica y proteica de PPARG
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luego de la inducciéon de la funcién ovarica. Ademas del aumento de PPARG, también
encontramos aumentada la expresién génica del coactivador PGCIA mientras que la del
corepresor NcOR disminuyé. Colectivamente, y considerando al factor nuclear PPARG
formando un sistema transcripcional que depende de la presencia de ligando y de la
interaccion a coactivadores como PGCIA y de la liberacién de correpresores como NcOR,
entonces nuestros resultados estarfan indicando una activacion del sistema PPARG. Por esto
decimos que la induccion ovarica temprana produjo una activacion del sistema PPARG en
ovario. Ademas, nuestros resultados refuerzan la idea del sistema PPARG como regulador de
la funcién ovarica temprana.

Cuando evaluamos cémo afecto el exceso de androgenos al sistema PPARG en ovario,
encontramos que este regulé negativamente al sistema, ya que disminuyé tanto la expresion
de PPARG como de PGC1A, ala vez que NcOR aumenté. Este analisis del sistema PPARG
en ovario, estudiando tanto la expresiéon de PPARG vy correguladores como de una enzima
que sintetiza ligando endégenos para PPARG en un ambiente androgénico es un enfoque
novedoso, y ademas muestra que existe una asociacion entre el exceso de andrégenos y una
regulacion negativa del sistema PPARG en ovatio, y de ese modo se apoya la hipdtesis que
postula a PPARG como posible mediador de la funciéon ovarica cuya disrupcion disminuye la
fertilidad (Cui, Miyoshi y col. 2002), tal como ocurre en desordenes androgénicos como el
SOP (Wood, Dumesic y col. 2007, Yildiz, Azziz y col. 2010). Debemos mencionar que la
evidencia actual es en gran parte a favor de una asociacion entre el exceso de andrégenos y
PPARG, aunque algunos autores lo descartan. Por un lado algunos autores asocian el
polimorfismo Prol2Ala en el gen de PPARG (sustitucion nucleotidica que reemplaza en la
proteina al aminoacido alanina por prolina) con la predisposicion genética a padecer el SOP,
siendo la variante Ala de PPARG protectora para el desarrollo del SOP (Korhonen,
Heinonen y col. 2003, Gu y Baek 2009). Ademas, Qu y col. mostraron en mujeres que el
hiperandrogenismo induce alteraciones epigenéticas en PPARG y NcOR de GCs del ovatio,
disminuyendo la expresion de PPARG y aumentando la de NcOR, y reduciendo asi la
actividad transcripcional de PPARG con un impacto negativo en la funcién ovarica en
mujeres hiperandrogénicas (Qu, Wang y col. 2012). Por otro lado, Xita y col. concluyen por
un estudio en mujeres hiperandrogénicas que el polimorfismo Pro12Ala de PPARG no esta
asociado al SOP (Xita, Lazaros y col. 2009). Finalmente, un analisis reciente y exhaustivo de
la bibliografia existente concluy6é que existe una asociacion entre PPARG y el SOP (San-
Millan y Escobar-Morreale 2010). Para concluir la evidencia a favor de la asociacion entre

PPARG y desordenes hiperandrogénicos, esta demostrado que la administracion de ligandos
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de PPARG disminuye los niveles de andrégenos y mejora parametros reproductivos en
pacientes con SOP (Iuorno y Nestler 1999, Seli y Duleba 2004, Fattah, Al Mohammady y col.
2014). Previamente mencionamos que en nuestro modelo de inducciéon ovarica temprana el
exceso de andrégenos alteré los porcentajes de foliculos primordiales y primatios,
coincidiendo con otros autores en otorgar un importante rol a los andrégenos sobre las
primeras etapas del desarrollo folicular (Vendola, Zhou y col. 1998, Webber, Stubbs y col.
2003, Yang, Zhang y col. 2010). Ademas, Yoon y col. mostraron recientemente (Yoon, Eum
y col. 2015) que PPARG estarfa involucrado ya en la activacion de foliculos primordiales y su
desarrollo posterior, por lo que en nuestro trabajo la alteracion en el desarrollo folicular
temprano producto del exceso de andrégenos podria estar mediado, al menos en parte, por la
desregulacion del sistema PPARG (Qu, Wang y col. 2012). De existir esta mediacion, el
mecanismo molecular subyacente que vincula el exceso de andrégenos y la desregulacion del
sistema PPARG en ovario queda pendiente de resolucion, aunque se cree que el receptor de
androgenos (androgen receptor, AR) y la hormona FSH cumplirfan un rol importante (Gleicher,
Weghofer y col. 2011), al igual que el factor de diferenciacion del crecimiento 9 (growth
differentiation factor 9, GDF-9) (Chang y Cook-Andersen 2013).

Finalmente, una de las claves de nuestro trabajo fue la posibilidad de activar la
expresion de PPARG vy de sus correguladores en nuestro modelo de induccién de la funcion
ovarica temprana en un ambiente con exceso de andrégenos. En nuestro trabajo de tesis
encontramos que la administracion de PGZ previno la regulacion negativa observada con el
exceso de andrégenos sobre el sistema PPARG en ovario, ya que aumento tanto la expresion
génica y proteica de PPARG, como la expresion génica del coactivador PGCIA, a la vez
disminuy6 la del correpresor NcOR. Aunque la activacion de PPARG por PGZ es un
resultado esperable (Sakamoto, Kimura y col. 2000, Zhao, Patzer y col. 2006, Wang, Li y col.
2014), nuestro trabajo es el primero que analiza no solo la activaciéon de PPARG por PGZ en
ovario y en un ambiente hiperandrogénico, sino también la expresion de correguladores de
PPARG, como PGC1A y NcOR. Encontramos interesante que el efecto de PGZ sobre el
sistema PPARG se observé en el tratamiento con exceso de andrégenos (eCG+HA+PGZ),
pero no encontramos un efecto de PGZ per se sobre el sistema PPARG en ausencia de
exceso de andrégenos (tratamiento eCG+PGZ). Creemos que en nuestro modelo ya con el
tratamiento con gonadotrofinas (grupo eCG) hallamos una regulaciéon positiva en la
expresion de PPARG y PGCIA y negativa en la de NcOR, y que las dosis utilizadas del
ligando de PPARG pioglitazona (eCG+PGZ) no alcanzaron para lograr una activaciéon
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mayor del sistema PPARG. La comprobacion de esta hipdtesis requerira a futuro evaluar

diferentes dosis de ligandos PGZ y su efecto en la activacion del sistema PPARG.

6.3. Esteroidogénesis folicular, exceso de androgenos y activacion del sistema

PPARG

Uno de los factores clave del desarrollo folicular es lo que comprende a la sintesis de
hormonas esteroideas, o mas conocida como la esteroidogénesis folicular. Y entre las
enzimas esteroidogénicas, un paso clave en la via lo realiza la proteina STAR, la cual permite
la movilizacion del colesterol hacia la membrana interna de las mitocondrias para su postetior
conversion en pregnenolona (Clark, Wells y col. 1994). Por eso primero analizamos la
localizacion de StAR en el tejido ovarico. En animales control encontramos a StAR
localizado en pocos foliculos, con la interesante observacion que la localizacién se observo
generalmente sobre las células de la teca. Este resultado es similar a lo hallado por otros
autores, en ratas prepuberes no inducidas con eCG (Ronen-Fuhrmann, Timberg y col. 1998).
También se observo, en animales control, sefial positiva en células intersticiales del estroma
indicando la expresiéon de StAR. Se ha demostrado que estas células pueden producir
hormonas esteroideas (Smyth, Miro y col. 1993). Estos resultados en animales control dan la
idea de que en animales en edad prepuberal la esteroidogénesis es limitada, ya que esta
comienza a establecerse con la aparicion del eje HHG. A continuacién encontramos que la
administracion de la gonadotrofina eCG aument6 la sefial de inmunolocalizacion de StAR en
ovario, conservandose lo observado en animales control de que la mayor localizaciéon de
StAR se dio en las células de la teca de los foliculos antrales. También se observé tinciéon en
los foliculos preantrales y células intersticiales. Es interesante remarcar que nuestro modelo
de induccién ovarica es temprano, ya que analizamos a las 8 hs post induccién. Por lo tanto
el aumento en la inmunolocalizaciéon de StAR sugiere una rapida activacion de la
esteroidogénesis. Esto esta de acuerdo con Ronen-Fuhrmann y col., que utilizan un modelo
similar (Ronen-Fuhrmann, Timberg y col. 1998). Ademas, se pone en evidencia la regulacién
espacio-temporal de la esteroidogénesis folicular y la expresion de StAR, tal como describen
otros autores (Ronen-Fuhrmann, Timberg y col. 1998, Thompson, Powell y col. 1999), y
provee informacion acerca de la interaccién existente entre las diferentes poblaciones
foliculares y como esta interaccion puede dirigir la sintesis de hormonas esteroideas, ya que
los andrégenos que se producen en la teca sirven de precursores para la formacién de

estrogenos en la granulosa (teorfa de las “Dos células, dos gonadotrofinas” ) (Liu y Hsueh
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1986, Liu, Qiao y col. 2015). Finalmente, encontramos que ni el exceso de andrégenos ni la
activacion de PPARG modificé el patron e intensidad de la inmunolocalizacion de StAR en

el ovario, como tampoco lo hicieron ambos tratamientos juntos (grupo eCG+HA+PGZ).

Ya que con la inmunolocalizacion de StAR nos enfocamos en analizarla
cualitativamente, a continuacién cuantificamos la expresion de StAR y el resto de las enzimas
esteroideas, y ademds evaluamos los niveles séricos de las hormonas esteroideas testosterona
y estradiol. Encontramos que la induccién con gonadotrofinas aumento la expresion de StAR
en el ovario, pero sin modificar la expresion de las enzimas esteroidogénicas CYP17A,
3BHSD y 17BHSD. Esto concuerda con la idea de que la regulacion de StAR es central y
limitante para la esteroidogénesis, y aqui nosotros mostramos que las gonadotrofinas pueden
activar la esteroidogénesis en una etapa temprana (Wood y Strauss 2002, Stocco, Wang y col.
2005). Un analisis aparte merece la expresion de la enzima aromatasa, y los niveles séricos de
estradiol y testosterona. L.a aromatasa es la enzima responsable en convertir andrégenos en
estrogenos (Stocco 2008) y la aromatasa presente en el ovario es la principal fuente de
estrogenos séricos (Simpson 2003) y esta regulada principalmente por FSH (Steinkampf,
Mendelson y col. 1987, Simpson 2003), relacionandose directamente con la necesidad de
controlar los niveles de estrégenos y androgenos en la fase folicular del ovario (Dewnailly,
Robin y col. 2016). A su vez, el estradiol actia por un mecanismo de retroalimentacién
(dependiendo del momento del ciclo, puede ser tanto positiva como negativa) modulando la
liberacion de gonadotrofinas desde la hipéfisis (Messinis 2006). Todo este complejo
mecanismo de control de las hormonas esteroideas y gonadotrofinas debe asegurar la
ciclicidad en la funcién ovarica (Dewailly, Robin y col. 20106), y tal como mencionamos
previamente, niveles fisiolégicos de andrégenos cumplen un rol importante en el desarrollo
folicular a la vez que alteraciones patologicas en el balance de andrégenos y estrogenos se
asocian fuertemente con disrupciones en la funcién ovarica (Amato, Verghi y col. 2011,
Prizant, Gleicher y col. 2014). En este trabajo de tesis encontramos que la induccién con
gonadotrofinas aumento la expresion en ovatio de la aromatasa- resultado segun lo esperado-
, a la vez que también aumentaron los niveles séricos de estradiol y testosterona. Ademas, la
relacion estradiol/testosterona se incrementd, indicando una actividad de la aromatasa
aumentada. El aumento en estradiol y testosterona con la inducciéon ovarica demuestra que,
tal como mencionamos, ambas hormonas cumplen un rol fisiolégico en el desarrollo folicular
inducido por gonadotrofinas, y ademas esta de acuerdo con el aumento encontrado aqui en la

expresion de StAR, y mas generalmente, un aumento en la esteroidogénesis folicular.
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Seguidamente evaluamos el efecto del exceso de andrégenos sobre la esteroidogénesis
folicular observada con la induccién ovarica. La evidencia previa indica que una exposicion
prenatal al exceso de androgenos altera la esteroidogénesis folicular en ratas adultas
derivando en hiperandrogenismo (Eisner, Barnett y col. 2002, Amalfi, Velez y col. 2012),
pero en nuestro trabajo de tesis nos enfocamos en estudiar el efecto temprano y postnatal del
exceso de androgenos sobre animales en los que inducimos la funcién ovarica. Encontramos
que el exceso de androgenos incrementd la expresion génica de la enzima StAR, asi como
también las enzimas CYP17A, 3BHSD y 17BHSD. Estos resultados indican un aumento en
la via esteroidogénica producto del exceso de andrégenos. Esto podria explicarse por que,
como ya lo mencionamos, los andrégenos pueden sensibilizar la accion de FSH aumentando
sus receptores en ovario (Nielsen, Rasmussen y col. 2011, Dewailly, Robin y col. 2016), asi
amplificando su efecto incrementando la expresion de las enzimas esteroidogénicas, tanto de
StAR como del resto de las enzimas de la via, indicando un aumento generalizado de la via
esteroidogénica (Garverick, Baxter y col. 2002). Entonces el efecto del exceso de andrégenos
podria ser el de sensibilizar FSH y amplificar su accién esteroidogénica (o en nuestro modelo
el andlogo eCG) con la consecuente sobreexpresion de las enzimas esteroidogénicas (Eimerl
y Otly 2002, Irusta, Parborell y col. 2003). En cuanto a los niveles séricos de estradiol y
testosterona y la expresion de la aromatasa, diversos estudios mostraron que el
hiperandrogenismo ejerce una regulacion negativa sobre la aromatasa (Erickson, Hsueh y col.
1979, Jakimiuk, Weitsman y col. 1998, Yang, Ruan y col. 2015). Nosotros encontramos aqui
que el exceso de androgenos junto a la induccion de la funcién ovarica produjo un aumento
en los niveles séricos de estradiol y testosterona, y ademas una disminucién en la relacion
estradiol/testosterona, indicando un hiperandrogenismo sérico. Ademds, el exceso de
androgenos efectivamente reguld negativamente la expresion de la aromatasa, coincidiendo
con la baja en la relacion estradiol/testosterona. Esto concuerda con trabajos muy recientes
que demuestran que la expresion y actividad de la aromatasa esta disminuida en mujeres
hiperandrogénicas (Xita, Lazaros y col. 2010, Yang, Ruan y col. 2015).

Finalmente evaluamos el efecto de la activacion de PPARG sobre las alteraciones en la
esteroidogénesis producto del hiperandrogenismo encontradas en este trabajo. En las dltimas
décadas se pudo conocer que los efectos de la insulina sobre los 6rganos target clasicos
(como tejido adiposo y musculo) pueden ser modulados por ligandos de PPARG como las
glitazonas, las cuales mejoran la sensibilidad a la insulina en esos 6rganos (Cho, Lee y col.
2008, Minge, Robker y col. 2008). Esa mejora en la sensibilidad por activacion de PPARG se

traduce en una reduccién de la hiperinsulinemia sistémica, y ademas en mujeres con SOP se
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demostrd una reduccion del hiperandrogenismo (Brettenthaler, De Geyter y col. 2004, Tang,
Lord y col. 2012). Pero recientemente diversos trabajos en roedores y humanos reportan que
la activaciéon de PPARG directamente inhibe o incrementa la actividad de las enzimas
esteroidogénicas (Gasic, Bodenburg y col. 1998, Gasic, Nagamani y col. 2001, Veldhuis,
Zhang y col. 2002, Coffler, Patel y col. 2003, Seto-Young, Avtanski y col. 2007) y por ende
alteran los niveles de hormonas sexuales. Ademas, se postula que la regulaciéon de la
esteroidogénesis ovarica por accion directa de PPARG podria estar mediada en el ovario
tanto por vias alternativas de sefializacion independientes de la insulina (Arlt, Auchus y col.
2001, Seto-Young, Paliou y col. 2005) como por interaccion directa de PPARG con las
enzimas esteroidogénicas (Gasic, Nagamani y col. 2001, Veldhuis, Zhang y col. 2002). Por
ejemplo, en cultivos 7 vitro de GCs, Gasic y col. mostraron que la activaciéon de PPARG
inhibi6 la actividad de la 3BHSD vy la liberaciéon de P4 (Gasic, Bodenburg y col. 1998, Gasic,
Nagamani y col. 2001), mientras que en cultivos 7 vitro de TCs, Veldhuis y col. mostraron
que la activacion de PPARG con ligandos sintéticos y naturales directamente revirtié el
aumento en ovario de los niveles de andrégenos y la enzima CYP17A (Veldhuis, Zhang y col.
2002). Por el contrario, en cultivos # vitro de una mezcla de GCs y TCs, Seto-Young y col.
mostraron que la activacion de PPARG aumento la expresion de la enzima StAR (Seto-
Young, Avtanski y col. 2007). Estas diferencias entre los trabajos mencionados puede resultar
tanto del uso de diferentes tipos celulares 7z witro, del estadio de diferenciacién celular
estudiada y tiempo de exposicion de los tratamientos. Aun asi el efecto directo de la
activacion de PPARG en un modelo 7z vivo sobre la esteroidogénesis temprana alterada
producto del exceso de andrégenos no habia sido estudiado. Nosotros en este trabajo
encontramos que la activacion de PPARG evit6 la regulacion positiva del hiperandrogenismo
sobre las enzimas esteroidogénicas StAR, CYP17A, 3BHSD y 17BHSD. Nuestros resultados
entonces muestran los efectos directos y tempranos de la activacion de PPARG en la
esteroidogénesis ovarica alterada por el hiperandrogenismo, efectos que partticipatian en
modelos de hiperandrogenismo (o en pacientes con SOP) a largo plazo junto a los efectos de
PPARG como sensibilizante de la insulina sistémica, en el restablecimiento de la funcién
ovarica (Seto-Young, Paliou y col. 2005). Para finalizar el analisis de la esteroidogénesis, en
este trabajo de tesis encontramos que la activacion de PPARG no solo redujo la expresion de
las enzimas esteroidogénicas sino que también redujo los niveles de los andrégenos
sistémicos junto a un aumento en los niveles de estradiol, evitando las alteraciones
hormonales hiperandrogénicas. Ademas, la activacion de PPARG aument6 la expresion de la

aromatasa, asi como también la relacidén estradiol/testosterona, indicando una actividad
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aromatasa a favor del estradiol y restableciendo el balance entre estas dos hormonas claves.
Con respecto a esto debemos mencionar algunos estudios con resultados contrarios respecto
a la accion de PPARG sobre la aromatasa, ya que Komar y col. mostraron en cultivos 2 vitro
de GCs que la activacion de PPARG tanto por ligandos naturales como sintéticos aumento la
sintesis de estradiol, sugiriendo un aumento de la aromatasa (Komar, Braissant y col. 2001),
mientras que Mu y col. mostraron también en cultivos 7 vitro de GCs que la activacion de
PPARG directamente inhibi6 la actividad de la aromatasa (Mu, Yanase y col. 2000). Nuestros
resultados avalan la hipotesis de Komar y col. (Komar, Braissant y col. 2001).Aca debemos
mencionar que nuestro modelo de estudio resulta novedoso, ya que utilizamos un modelo 7
vivo y evaluamos el rol de la activacion de PPARG sobre la expresion de las enzimas
esteroidogénicas, incluyendo a la aromatasa, en condiciones hiperandrogénicas y en un

modelo temprano de funcién ovarica.

Por dltimo, el hecho que la activacion del sistema PPARG solo modificé la expresion
de las enzimas esteroideas y las hormonas testosterona y estradiol en un contexto
hiperandrogénico (el grupo eCG+HA+PGZ) sugiere que el sistema PPARG podtia actuar
como un regulador transcripcional, restableciendo diversos parametros cuando son alterados

por el hiperandrogenismo.

6.4. Marcadores inflamatorios y de la apoptosis en ovario, exceso de andrégenos

y activacion del sistema PPARG

La inflamacion es un proceso biolégico que media en los tejidos diversos efectos como
la vasodilatacion, hiperemia, edema, colagendlisis y proliferacion celular a través de vias
inmunolégicas complejas. Con respecto al rol de la inflamacién en el ovario, esta cumple
roles fisiologicos esenciales y bien documentados durante la foliculogénesis y la ovulacién
(Armstrong y Grinwich 1972, Espey 1980, Armstrong 1981, Dufty y Stouffer 2001, Clancy,
Baerwald y col. 2013, Boots y Jungheim 2015), es mas, el proceso de ovulacién es
considerado una reaccién inflamatoria (Espey 1980, Espey 1994, Boots y Jungheim 2015).
Por otro lado, los procesos inflamatorios también estan involucrados en numerosas
patologfas, y condiciones pro inflamatorias pueden impactar negativamente en la dindmica
folicular del ovario (Kulbe, Thompson y col. 2007, Gonzalez, Rote y col. 2009, Repaci,
Gambineri y col. 2011, Xiong, Liang y col. 2011, Gonzalez 2012, Gonzalez, Nair y col. 2012,

Nteeba, Ganesan y col. 2014). Mas especificamente, una expresion temprana de marcadores
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inflamatorios en el ovario puede inducir un flujo prematuro de leucocitos que resulta en
alteraciones en la maduracién folicular y por consiguiente en la ovulacion, como ocurre en
desordenes androgénicos como el SOP (Schmidt, Weijdegard y col. 2014, Boots y Jungheim
2015). Entre los marcadores inflamatorios mas importantes del ovario se encuentran el factor
TNFA y la enzima COX2, asi como los productos de la funciéon enzimatica de COX2, las
prostaglandinas (Behrman 1979, Kaipia, Chun y col. 1996, Murdoch, Colgin y col. 1997,
Terranova 1997, Morrison y Marcinkiewicz 2002, Sirois, Sayasith y col. 2004). TNFA ejerce
un rol regulador de la apoptosis ovarica y atresia folicular (Kaipia, Chun y col. 1996, Morrison
y Marcinkiewicz 2002), y durante la ovulacién cumplirfa un rol clave en facilitar la ruptura de
la pared ovarica (Murdoch, Colgin y col. 1997, Terranova 1997). A su vez, la expresion de
COX2 en el ovario y la sintesis de prostaglandinas ocurre tardfamente durante la
foliculogénesis, y su expresion esta regulada por gonadotrofinas (Duffy y Stouffer 2001,
Sirois, Sayasith y col. 2004), aunque en condiciones normales COX2 esta controlado
principalmente por el pico de la gonadotrofina LH, y su rol clave en la ovulacion es evidente
segun se desprende de estudios realizados desde la década de 1970 hasta la actualidad
(Armstrong y Grinwich 1972, Behrman 1979, Armstrong 1981, Duffy y Stouffer 2001, Sirois,
Sayasith y col. 2004). Ademas, consideramos también la expresion de la enzima 12-LOX, la
cual cataliza la sintesis del acido 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE), un conocido
ligando enddgeno de PPARG (Limor, Sharon y col. 2008), y que se considera que
antagoniza la respuesta inflamatoria y contrarresta el efecto pro inflamatorio (Conrad
1999). En este trabajo de tesis encontramos que la induccién con la gonadotrofina eCG
produjo una reducciéon en la expresion de TNFA en el ovario, concordando con la
disminucion en la atresia folicular encontrada y ya descripta anteriormente. Esto sugiere que
la reduccién en la atresia folicular producto de la inducciéon con gonadotrofinas podria
ocurrir al menos en parte por la regulacion negativa que ejerce FSH sobre TNFA. Diversos
trabajos sostienen que la FSH antagoniza la funcién de TNFA, y viceversa (Emoto y Baird
1988, Darbon, Oury y col. 1989, Montgomery Rice, Limback y col. 1999, Glister, Hatzirodos
y col. 2014). Con respecto a COX2 y la prostaglandina PGE2, encontramos que la induccién
con gonadotrofinas aumenté la expresion ambas en el ovario. Dado que la eCG utilizada
tiene cierta analogfa y funcionalidad con LH (Combarnous, Guillou y col. 1984, Practice
Committee of American Society for Reproductive Medicine 2008) es esperable que el
aumento en COX2 (y consecuentemente PGE2) pueda explicarse por la acciéon de esta
gonadotrofina mediada por la via de LH, ya que el control de la expresion de COX2 recae en

gran parte en LH (Duffy y Stouffer 2001, Sirois, Sayasith y col. 2004). Este aumento no seria
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suficiente para impactar negativamente en la funcionalidad ovarica temprana (Racowsky
1991). Por dltimo, no encontramos diferencia en la expresion de la enzima 12-LOX, lo que
sugiere que la induccién con gonadotrofinas no regula la expresion de la 12-LOX, o al menos
no lo hace a tiempos tan tempranos como el de nuestro modelo. Ademas, esto podtia indicar
que la concentracién de los ligandos endégenos 12- y 15-LOX no se vio modificada por la
administraciéon de gonadotrofinas. A continuacion, y debido al vinculo que existe entre
marcadores inflamatorios y la apoptosis folicular (Haanen y Vermes 1995, Kaipia, Chun y col.
1996, Murdoch, Colgin y col. 1997, Morrison y Marcinkiewicz 2002, Rock y Kono 2008),
analizamos la expresion en el ovario de la enzima anti apoptotica BCL2 y la pro apoptética
BAX, y evaluamos el balance existente entre ellas. En condiciones fisiologicas de un
organismo adulto en edad reproductiva, y a pesar de que en el tejido ovarico
constitutivamente ocurre muerte celular, el balance es a favor de la expresion de la anti
apoptotica BCL2 (Marone, Scambia y col. 1998). Nosotros encontramos en este trabajo que
la induccién con gonadotrofinas reguldé negativamente la expresion de BAX y de forma
positiva la de BCL2, y consecuentemente el balance BAX/BCL2 disminuyé tespecto al
control, indicando una disminucién en la apoptosis folicular. Esta reduccién en la apoptosis
correlaciona con la disminucién en la atresia folicular luego de la inducciéon con
gonadotrofinas, y ademas esta de acuerdo con evidencia previa que muestra que la induccion
ovarica con gonadotrofinas disminuye tanto la apoptosis y la atresia folicular (Braw y Tsafriri
1980, Tilly, Tilly y col. 1995). Es importante remarcar que la apoptosis folicular es el
mecanismo subyacente detras de la atresia folicular (Hughes y Gorospe 1991, Manabe, Goto
y col. 2004). Para finalizar el andlisis del efecto de la induccién ovarica sobre los marcadores
inflamatorios y apoptosis en el ovario, proponemos que la inducciéon con gonadotrofinas
disminuyé la apoptosis/atresia folicular de forma indirecta a través de una tregulacién
negativa en la expresion de TNFA (Kaipia, Chun y col. 1996, Morrison y Marcinkiewicz
2002). En nuestro modelo de induccién temprana de la funcién ovarica, bajos niveles de
marcadores pro inflamatorios y de la apoptosis son esperables e indicadores de una buena
funcionalidad ovarica (Braw y Tsafriri 1980, Boots y Jungheim 2015).

Los desérdenes androgénicos como el SOP estan fuertemente asociados con un estado
de inflamacién crénica (Gonzalez, Rote y col. 2009, Repaci, Gambineri y col. 2011, Xiong,
Liang y col. 2011, Gonzalez 2012, Gonzalez, Nair y col. 2012) y con una desregulacion del
mecanismo de apoptosis folicular, que impactan negativamente en la foliculogénesis
(Anderson y Lee 1997, Zhang, Zhu y col. 2007, Bas, Abramovich y col. 2011, Ding, Gao y

col. 2016). Ademas ya mencionamos que la inflamacién y la apoptosis son dos mecanismos
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fisiologicos que ocurren en la foliculogénesis normal (Hsueh, Billig y col. 1994, Boots y
Jungheim 2015), y ambos mecanismos estan vinculados entre si (Haanen y Vermes 1995,
Rock y Kono 2008). Encontramos en este trabajo que el exceso de andrégenos aumento
tanto los niveles de TNFA como de COX2 y la PGE2, indicando el establecimiento de un
ambiente pro-inflamatorio en el ovario, al igual que ocurre en desérdenes androgénicos como
el SOP y modelos animales de exceso de andrégenos (Escobar-Morreale, Calvo y col. 2001,
Peral, San Millan y col. 2002, Karimzadeh, Nabiuni y col. 2013, Shahnazi, Zaree y col. 2015).
Ademas, los niveles de expresion de la 12-LOX también fueron menores, y ya mencionamos
que los productos de esta enzima tendrfan un efecto anti inflamatorio, por lo que este
resultado reafirma el establecimiento de un estado pro inflamatorio en el ovario de animales
hiperandrogenizados. También la baja expresion de la 12-LOX coincide con la desregulacion
del sistema PPARG vy con bajos niveles de ligandos endégenos. Aunque el mecanismo
molecular subyacente entre el hiperandrogenismo y el aumento de marcadores inflamatorios
no esta dilucidado, una posibilidad es que el exceso de andrégenos produzca una
sensibilizacion de las células inmunes del ovario que desemboca en una mayor liberacién de
TNFA en el tejido ovarico, con el consiguiente aumento de la inflamacion (Araya, Aguirre y
col. 2002, Gonzalez, Nair y col. 2012). Ademas, nuestros resultados apoyan la hipotesis de
que es necesario una baja respuesta inflamatoria (excepto en el periodo que comprende al
proceso de ovulacién) para una buena funcionalidad ovarica, y teniendo en cuenta las
alteraciones encontradas en la histologia folicular sugerimos que la desregulaciéon en la
inflamacién debido al exceso de andrégenos participaria de las alteraciones foliculares
encontradas en este trabajo. Mas aun, la desregulacion del sistema PPARG producto del
hiperandrogenismo también impactaria negativamente en la funcionalidad ovarica. Con
respecto a la apoptosis ovarica, encontramos que el exceso de andrégenos aumentd la
relacion en la expresion génica de BAX/BCL2, indicando una apoptosis ovarica aumentada,
aunque sin modificar significativamente los niveles proteicos de BAX y BCL2. Este
resultado concuerda con el aumento encontrado en TNFA descripto mas arriba, ya que se ha
mostrado que TNFA aumenta la apoptosis folicular mediada por BAX (Kaipia, Chun y col.
1996, Motrison y Marcinkiewicz 2002). Colectivamente, proponemos que el exceso de
androgenos impact6 negativamente en el ovario estableciendo un estado pro-inflamatorio, el
cual a su vez produjo una desregulacion en la apoptosis del ovario. Todas esas alteraciones
impactan negativamente y participan de las alteraciones observadas en la histologfa folicular.
Con respecto al rol de la activaciéon del sistema PPARG y su efecto sobre la

inflamacion, recordamos que existe una correlacion negativa entre PPARG y marcadores



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
107

inflamatorios, que se hace evidente durante el proceso de la ovulacion, en el cual hay un
aumento de los marcadores inflamatorios y una disminucién del sistema PPARG (Terranova
1997, Komar 2005). Ya que PPARG puede regular directamente la expresion génica de
COX2 (Meade, Mclntyre y col. 1999) y de TNFA en el ovario (Chen, Sun y col. 2009,
Rezvanfar, Ahmadi y col. 2012), entonces decidimos analizar si en nuestro modelo de
foliculogénesis y exceso de andrégenos la activacion del sistema PPARG previene las
alteraciones en el estatus inflamatorio del ovario. En este trabajo encontramos que la
activacion del sistema PPARG previno tanto las alteraciones en TNFA, COX2 y la PGE2
observada en condiciones hiperandrogénicas, revirtiendo el estado pro-inflamatorio ovarico
establecido por el exceso de andrégenos. Por otro lado, la activacién del sistema PPARG no
modificé los bajos niveles de expresion de la enzima 12-LOX observada en condiciones
hiperandrogénicas, por lo que la participacion de la 12-LOX en ovario no serfa relevante
durante la activacion de PPARG en nuestro modelo. De esa forma nuestros resultados
fortalecen la hipotesis de que el sistema PPARG cumple un rol importante en la regulacion
de la funcionalidad ovarica a través de la inhibiciéon de marcadores pro-inflamatorios. Acerca
de la vinculacién entre PPARG y el mecanismo de apoptosis, diversos trabajos muestran que
el sistema PPARG puede inhibir o aumentar la apoptosis en diferentes 6rganos y condiciones
(Harris y Phipps 2001, Yang y Frucht 2001, Butts, Tran y col. 2004, Ren, Sun y col. 2009),
pero hasta ahora no se habia evaluado la activacion del sistema PPARG vy su efecto sobre la
apoptosis alterada por el exceso de andrégenos. Nosotros encontramos en este trabajo que la
activacion del sistema PPARG revirtio la alteracién en el balance BAX/BCL2 obtenida con
el exceso de androgenos, de esa forma evitando el aumento en la apoptosis producto del
hiperandrogenismo. Cabe agregar que un trabajo relativamente reciente demostrd que
PPARG puede actuar directamente a nivel del promotor de BCL2 aumentando sus niveles y

reduciendo la apoptosis (Butts, Tran y col. 2004).

6.5. Estrés oxidativo sistémico, exceso de andrégenos y activacion del sistema

PPARG

Hasta ahora nos enfocamos en estudiar y analizar la dinamica folicular y diversos
parametros de la funcionalidad ovarica, el efecto del exceso de los andrégenos sobre esa
funcionalidad, y por ultimo evaluamos el rol de la activacién de PPARG en ovario. Ahora, en
esta ultima parte nos abocamos a estudiar como afecta el exceso de andrégenos y la

activacion de PPARG a un parametro sistémico como lo es el estrés oxidativo (EO), debido
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a la vinculacion que existe entre el EO y eventos reproductivos adversos (Ruder, Hartman y
col. 2009, Al-Gubory, Fowler y col. 2010, Chattopadhayay, Ganesh y col. 2010, Curti, Jacob y
col. 2011, Blair, Kyaw-Tun y col. 2013, Murti, Luque-Ramirez y col. 2013, Paine, Ruder y col.
2013, Harlev, Gupta y col. 2015, Papalou, Victor y col. 2016). Particularmente, existen
hipétesis que postulan que el EO circulante podria estar involucrado en la etiologfa de los
desérdenes androgénicos como el SOP (Murri, Luque-Ramirez y col. 2013, Papalou, Victor y
col. 2016). Es por eso que evaluamos el EO por medio de un indicador de la peroxidacion
lipidica como son los niveles circulantes de MDA (Draper y Hadley 1990, Janero 1990), y
como respuesta celular antioxidante los niveles circulantes de GSH (Tietze 1969, Mari,
Morales y col. 2009). Nosotros encontramos en primer lugar que la induccion de la funcién
ovarica con gonadotrofinas no alterd los niveles tanto de MDA como de GSH, con lo que la
induccién ovarica temprana no alter6 el balance oxidativo. Ya que mencionamos que un EO
sistémico tendria efectos adversos en la funcién reproductiva, esperamos que un estimulador
de la funcién ovitica como la eCG no altere el balance entre oxidantes/antioxidantes, aunque
hay que mencionar que niveles fisiologicos tanto de oxidantes como de antioxidantes
cumplen un rol importante en la funcién reproductiva normal (Agarwal, Gupta y col. 2005).
A continuaciéon encontramos que el exceso de andrégenos establecié un estado de EO
sistémico, ya que los niveles de MDA aumentaron en tanto los de GSH disminuyeron.
Entonces a partir de este resultado nos surge la pregunta: ¢De dénde proviene el EO
sistémico producto del exceso de andrégenos? Esa respuesta parecerfa estar en la induccion
por parte del hiperandrogenismo de la produccion de especies reactivas del oxigeno en las
células mono nucleares de la sangre (Gonzalez, Rote y col. 2006) y leucocitos (Victor, Rocha
y col. 2011, Victor, Rocha y col. 2014). Ademas, en mujeres con SOP la adiposidad
abdominal cumplirfa un rol importante en la generacion del EO sistémico (Furukawa, Fujita y
col. 2004), y no se puede descartar el aporte al EO sistémico por parte de otros tejidos claves
como el muscular (Pansarasa, D'Antona y col. 2002). En cualquier caso, la cuestion del
origen del EO sistémico en nuestro modelo trasciende este trabajo, pero es importante
remarcar en nuestro estudio el efecto temprano en la generacién del ambiente EO por parte
del exceso de andrégenos. Ademas, el exceso de andrégenos y el EO sistémico estin
asociados al establecimiento de un estado pro-inflamatorio general (Morgan y Liu 2011,
Duleba y Dokras 2012), los cuales impactan negativamente sobre el balance metabdlico y
particularmente sobre las funciones reproductivas (Repaci, Gambineri y col. 2011, Xiong,
Liang y col. 2011, Rezvanfar, Ahmadi y col. 2012, Blair, Kyaw-Tun y col. 2013, Clancy,
Baerwald y col. 2013, Nteeba, Ganesan y col. 2014, Zuo, Zhu y col. 2016). Por ultimo,
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nuestros resultados sobre el EO sistémico evidenciado por MDA y GSH concuerda con lo
esperado, ya que segun un estudio retrospectivo reciente, alteraciones en los niveles tanto de
MDA como de GSH ocurre frecuentemente en mujeres hiperandrogénicas (Murri, Luque-
Ramirez y col. 2013), provocado en gran parte por una producciéon excesiva de radicales
libres pro oxidantes que desemboca en un EO sistémico (Papalou, Victor y col. 2016).
Creemos que el establecimiento de este estado de EO producto del exceso de andrégenos
podria contribuir a una disminucion general de la funcion reproductiva en nuestro modelo de
estudio.

Por ultimo evaluamos el efecto de la activacion de PPARG sobre el EO sistémico
generado por el exceso de androgenos. La evidencia previa indica que la activacion de
PPARG atenta el EO en diferentes modelos (Ren, Sun y col. 2009, Rezvanfar, Ahmadi y col.
2012, Taguchi, Okada y col. 2012, Wang, Li y col. 2014). Es mas, se indica que PPARG
ejerce un rol anti oxidante y anti inflamatorio sistémico (Polvani, Tarocchi y col. 2012).
Nosotros encontramos en este trabajo que la activacion de PPARG revirtié los niveles de
MDA y GSH observado con el exceso de andrégenos, restableciendo el balance de
oxidantes/antioxidantes. Una posibilidad para explicar este resultado es que la activacion de
PPARG puede revertir el EO sistémico producto de una desregulacion en las células del
sistema inmune, ya que por ejemplo bajos niveles de PPARG en células mono nucleares se
vincula a una desregulacion en la generacion de especies reactivas (Macias-Gonzalez, Cardona
y col. 2008), y la activacién de PPARG tendria efectos beneficiosos sistémicos no solo por su
accion en el sistema inmune sino también en diferentes tejidos claves como el adiposo, el
muscular y el pancreas (Ahmadian, Suh y col. 2013). A su vez, no podemos dejar de
mencionar que en el complejo mecanismo de la regulaciéon entre oxidantes y antioxidantes
participan muchos otros factores ademas de MDA y GSH (Betteridge 2000), cuya evaluacion
trasciende este trabajo. Aun asi, nuestros resultados evidencian como la activacién de
PPARG puede normalizar parametros sistémicos como el EO evaluado por MDA y GSH, y
de esa forma impactar no solo en la funcién ovarica sino en una mejora en general de la

funcién reproductiva.
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7. Conclusiones

¢ En nuestro modelo de estudio encontramos que la exposicion muy temprana a un
exceso de andrégenos (8 hs) afectd tanto la calidad de los foliculos como la composicion
de los tipos foliculares. Cuando administramos el exceso de andrégenos conjuntamente
con el ligando de PPARG, Pioglitazona, se evité parcialmente tanto las alteraciones en la

calidad como en la composicion folicular.

e La exposicion temprana al exceso de andrégenos regulé negativamente al sistema
PPARG (niveles de PPARG, su coactivador PGCIA, el correpresor NcOR). La
administracion del ligando Pioglitazona bloqued esa regulacion negativa sobre el sistema

PPARG, activandolo.

e La exposicion temprana al exceso de androgenos sobreexpresé a las enzimas de la
via esteroidogénica. La activacion del sistema PPARG evito este efecto. Mas ain, el exceso
de andrégenos disminuy6 la relacion estradiol/testosterona, remarcando el establecimiento
de un estado hiperandrogénico. Este aumento se dio junto a una disminucién de la enzima
aromatasa ovarica, con lo cual ademas se refuerza la idea de un hiperandrogenismo intra-
ovarico. La activacién del sistema PPARG no solo evité el establecimiento del estado
hiperandrogénico sistémico sino que ademas restituy6 los niveles de la aromatasa ovarica,

sugiriendo una reversion del estado hiperandrogénico intra-ovarico.

e El establecimiento de un estado hiperandrogénico llevé a un estado pro-
inflamatorio en el ovario, y a una desregulacion en el mecanismo de la apoptosis ovarica.
Ambas alteraciones, tanto la inflamacién como la apoptosis, podrian estar vinculadas a
través del factor de necrosis tumoral TNFA, el cual se encontré aumentado en condiciones
hiperandrogénicas. La activacion del sistema PPARG revirtié el estado pro-inflamatorio
ovarico y parcialmente las alteraciones en el mecanismo de la apoptosis, y mas aun, revirtio

el efecto sobre TNFA.

e A nivel sistémico, el hiperandrogenismo indujo estado de EO. La activacién del

sistema PPARG evit6 el desbalance oxidativo producto del hiperandrogenismo.



Tesis Doctoral Leandro Martin Velez
112

En conclusion, nuestros resultados evidencian la
presencia de un mecanismo complejo de interaccion
entre el sistema PPARG vy los principales reguladores de
la funcion ovarica durante la foliculogénesis temprana. A
su vez que muestran como el hiperandrogenismo
produce alteraciones en esa interaccién y como la
activacion del sistema PPARG puede revertir esas

alteraciones.
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