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Programacion fetal y esteroidogénesis ovarica: rol de los receptores

nucleares activados por proliferadores peroxisomales gama

Resumen

El Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) es una de las principales causas de infertilidad
femenina y estd asociado a varias disfunciones metabdlicas. La etiologia de SOP se desconoce.
Actualmente se postula un origen por programacion fetal mediada por exceso andorgénico. Entre los
factores asociados a su etiopatogenia, se encuentra el receptor activado por proliferadores de
peroxisomas gama (PPARg), el cual es un sensor metabdlico involucrado en la funcionalidad lipidica y
reproductiva. PPARg actla como factor de transcripcion y se ha demostrado como regulador de la

expresion de la adipoquina quemerina (asociada al desarrollo de trastornos metabdlicos).

En este trabajo, estudiamos los efectos de la hiperandrogenizacién prenatal (HP) sobre el
sistema reproductivo y metabdlico, y el rol de PPARg y quemerina sobre la funcionalidad ovarica en
un modelo murino. Por otro lado, evaluamos el riesgo cardiovascular y el valor de quemerina como

marcador metabdlico en pacientes con SOP argentinas.

Nuestros resultados revelan que la HP afecta el metabolismo lipidico sistémico y hepatico, y
la funcionalidad ovdrica, involucrando una desregulacion de PPARg y quemerina, y de la
esteroidogénesis. Asimismo, conlleva a la expresién de dos fenotipos caracterizados por su ciclo
estral: uno ovulatorio irregular y otro anovulatorio. Dichos efectos se detectan desde la pubertad

tardia y persisten y se agravan a largo plazo, siendo mayores en el fenotipo anovulatorio.

En cuanto a las pacientes con SOP determinamos el valor de corte de dos marcadores de
riesgo cardiovascular. Encontramos que quemerina esta incrementada en SOP y correlaciona con

marcadores metabdlicos.

En conclusion, los resultados de este trabajo revelan que la HP conlleva efectos a largo plazo
involucrando al sistema PPARg. Por otro lado, en cuanto a los pacientes con SOP, estos resultados
resaltan la importancia del estudio y determinacion de marcadores de riesgo metabdlico en la

poblacion local.

Palabras Claves: Programacion fetal, exceso androgénico, Sindrome de ovario poliquistico,
guemerina, PPARg, marcadores metabdlicos, esteroidogénesis ovarica, metabolismo lipidico.



Fetal programming and ovarian steroidogenesis: role of nuclear receptors

activated by peroxisome proliferator gamma

Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the main causes of women infertility. It is related
to several metabolic disorders. PCOS etiology remains unknown. Current theories emphasize
intrauterine origins, by fetal programming, caused by androgen excess. It has been reported that
the nuclear receptor activated by peroxisome proliferator gamma (PPARg), may be involved in PCOS
etiopathogeny. PPARg is a metabolic fuel sensor, involved in lipid metabolism and in reproductive
tissues functions. PPARg acts as a transcription factor and it has been reported that it may modulate

chemerin expression, an adipokine related to several metabolic disorders.

In this thesis, we studied the effects of fetal programming, caused by androgen excess, on
reproductive and metabolic status; and the role of the fuel sensors, PPARg and chemerin, on ovarian
tissue in a murine model. Likewise, we also evaluated cardiovascular risk on Argentine PCOS patients

and the potential use of chemerin as a metabolic alterations biomarker in PCOS.

Our results showed that prenatal hyperandrogenism affects lipid profile, hepatic lipid
metabolism and also ovarian functions. We found that androgen excess leads to two different
phenotypes according to the estrous cycle: 1) an irregular ovulatory phenotype and 2) an
anovulatory phenotype. Furthermore, in both of the phenotypes, PPARg and chemerin were altered
and ovarian steroidogenesis was affected. Prenatal hyperandrogenism caused long-term effects,

being the anovulatory phenotype the most affected one.

Regarding PCOS patients we determined a cut off value for two different markers of
cardiovascular risk. Moreover, we found that the adipokine chemerin was increased in PCOS patients

and it correlated with metabolic parameters.

In conclusion, our results show that prenatal hyperandrogenism leads to long-term effects
that involved a deregulation of PPARg system. Even more, regarding PCOS Argentine patients, these
results highlight the importance of studying local populations and assessing metabolic risk

biomarkers.

Key words: fetal programming, androgen excess, Polycystic ovary syndrome,chemerin, PPARg,

metabolic risk biomarkers, ovarian steroidogenesis, lipid metabolism.
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l.Introduccion

Sindrome de ovario poliquistico

El Sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una patologia heterogénea que afecta a
mujeres jovenes, en edad reproductiva, conduciendo a alteraciones enddcrinas, tanto desde el
punto de vista reproductivo como metabdlico (Franks, 1995). La heterogeneidad de la
patologia condujo a la necesidad de establecer consensos internacionales para aunar criterios
de diagndstico y tratamiento. Existen tres criterios diferentes: National Institute of Child Health
and Human Disease (NIH) (1990) (Azziz, 2005), Rotterdam (European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) y American Society for Reproductive Medicine (ASRM))
(2003) (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004) y
Androgen Excess and PCOS Society (2006)(Azziz et al., 2006). Los cuales en conjunto toman
como pacientes con SOP aquellas que presentan sefales de hiperandrogenismo clinico
(alopecia androgénica, hirsutismo, acné) y/o bioquimico (alteraciones en los niveles de
andrégenos circulantes, siendo el principal marcador la testosterona) y alteraciones ovaricas.
El criterio de Rotterdam es el mas inclusivo considerando que el diagndstico se establece en
aquellas mujeres que presenten al menos dos de los siguientes pardmetros (Azziz, 2004;

Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004):
e oligo- o anovulacion (ciclos menstruales mayores a 35 dias 0 amenorrea);
e hiperandrogenismo clinico o bioquimico;

e ovarios poliquisticos por ecografia (volumen ovarico mayor o igual a 10 cm?

y/o al menos un ovario con 12 o mas foliculos de 2 a 9 mm de didmetro).

De acuerdo a la combinacién de dichos pardmetros, se pueden observar 4 fenotipos
distintos de pacientes con SOP (Fig. 1.1), existiendo la posibilidad de una manifestacién del
sindrome en ausencia de hiperandrogenismo, fenotipo normoandrogénico (NHA), siempre y
cuando se presente disfuncidon ovulatoria y morfologia de ovarios poliquisticos. Este fenotipo
queda contemplado sélo bajo el diagnéstico por el criterio de Rotterdam (2003), ya que los

otros consensos exigen la presencia de hiperandrogenismo para el diagndstico de SOP.

El sindrome presenta una alta incidencia, que varia alrededor de entre 5 y 20 %

dependiendo del criterio utilizado de mujeres que padecen SOP (Sirmans y Pate, 2013). La



aparicion de SOP se encuentra frecuentemente asociada con diversos trastornos metabdlicos
gue se manifiestan en las pacientes desde edades tempranas, como son: hiperinsulinemia,
sindrome de insulino resistencia (IR), riesgo cardiovascular (RCV) incrementado, desbalance en
el metabolismo lipidico y diabetes tipo 2 (Franks, 1995; Asuncién et al., 2000; Abbott et al.,
2002). Es por ello que es importante su correcto diagndstico asi como también el

establecimiento del riesgo metabdlico asociado en las mujeres con SOP.

v Hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico

Fenotipos segun

criterio de v'0ligo o anovulacién
Rotterdam (2003)

v'Ovarios poliquisticos por ecografia

A

*Hiperandrogenismo

C

*Hiperandrogenismo *Hiperandrogenismo °Oligo/anovulacién

*Oligo/anovulacion  .pjigo/anovulacion *Ovarios poliquisticos *Ovarios poliquisticos
*Ovarios poliquisticos
\ } Fenotipo
Y Normoandrogénico

Fenotipos Hiperandrogénicos

Figura 1. 1: Fenotipos SOP establecidos segln el criterio de Rotterdam (2003).

Por otro lado, desde el punto de vista reproductivo, SOP es una de las principales causas
de sub-fertilidad e infertilidad femenina, presente entre un 70 a 80% de las pacientes (Melo
et al.,, 2015). Entre las manifestaciones reproductivas y obstétricas se incluyen ademas
complicaciones del embarazo, alta incidencia de abortos, preeclampsia y diabetes gestacional
(Boomsma et al., 2006; Kjerulff et al., 2011).

Las mujeres con SOP presentan un alto nimero de foliculos arrestados en estadios

tempranos y medios del desarrollo, 6 sea, fallan en continuar con su maduracién folicular



(Hsueh, 1986; Erickson et al.,, 1992; Mason et al.,, 1994). Este arresto folicular impide la
seleccidn de un foliculo dominante. Sin un foliculo dominante, capaz de liberar al oocito en
respuesta al incremento de hormona luteinizante (LH), no se produce la ovulacién ni el
proceso normal de retroalimentacién negativa necesario para inhibir la secrecién de ésta
gonadotrofina. Bajo el estimulo tréfico de las gonadotrofinas, los foliculos arrestados
contindan secretando hormonas, que se acumulan en el antro y devienen en la formaciéon de
quistes (Franks et al. 2008). Dadas estas alteraciones en el desarrollo folicular y debido a los
desérdenes hormonales presentes (principalmente al hiperandrogenismo), un gran porcentaje
de estas pacientes requieren de tratamientos de reproduccidn asistida. Se ha demostrado que
las mujeres con SOP constituyen alrededor de un 90% de las consultantes en clinicas de
reproduccion asistidas por infertilidad asociada a anovulacion (Kjgtrgd et al., 2011). Si bien, en
general, son buenas respondedoras a las terapias hormonales tipicas de dichos tratamientos y
aunque se logra el reclutamiento de oocitos, de igual forma, suelen tener problemas en cuanto
a la mala calidad o alteraciones de los oocitos reclutados, en los embriones formados y

asimismo fallas posteriores en el embarazo (Liu et al., 2019).

Actualmente se postula que la etiologia de SOP es multifactorial (Fig. 1.2) (Filippou vy
Homburg, 2017). Entra las causas, en los Ultimos afios, se ha enfatizado la posibilidad de un
origen intrauterino, durante la gestacién y dado por programacidon fetal por un exceso de
andrégenos (Abbott et al.,, 2002). Asimismo se sabe que habria una predisposicién génica
(considerandose SOP una patologia de base multigénica) y contribuirian también al desarrollo
de SOP el estilo de vida, la alimentacion y la contaminacién ambiental (Franks, 1995; Filippou y

Homburg, 2017).

En los ultimos afios se han realizado varios estudios de asociacién gendmica (GWAS, por
sus siglas en inglés: Genome Wide Association Study) (Chen et al., 2011; Shi et al., 2012; Hayes
et al., 2015) en los cuales se han establecido diversos genes candidatos para SOP. Dichos genes
solo explican parte de la heredabilidad del sindrome, lo que ha llevado a destacar la
importancia de los roles del ambiente y de la contribucidon epigenética al desarrollo de SOP.
Sumado a estos hallazgos, Abbott y colaboradores (2017) han demostrado recientemente la
existencia de una poblacidn natural de monos hiperandrogénicos que presentan caracteristicas
tipo SOP (Abbott et al., 2017) . Esto sugiere que el sindrome podria tener un origen ancestral
entre humanos y monos rhesus (Macaca mulatta) y que las caracteristicas de SOP pueden
afectar, naturalmente, a otras especies mas alld de los humanos, asimismo resaltan la
importancia de los andrdégenos en la biologia femenina. Asimismo, en condiciones de

laboratorio se ha demostrado que la exposicién gestacional de hembras a andrégenos induce



caracteristicas tipo SOP neuroendocrinas, metabdlicas y reproductivas en la vida adulta
(Abbott et al., 2017). Todos estos resultados en conjunto, sumado al hecho de que rhesus
comparte con humanos alrededor de un 90% del genoma, son consistentes con la hipdtesis
gue SOP no solo estd determinado por componentes genéticos sino también por componentes

epigenéticos, donde los andrégenos durante el desarrollo jugarian un papel importante.

Por lo que, en resumen, se postula que la combinacién de todos estos factores
contribuyen a la manifestaciéon del sindrome en sus diversos fenotipos y, a la aparicion de las
patologias asociadas al mismo (diabetes, IR, sindrome metabdlico, riesgo cardiovascular, entre

otras).

*Mutaciones genéticas

Genética

Epigenética Ambiente

*Alteraciones de la placenta
*Alteraciones fetales
*Alteraciones asociadas al
material genético (ej.: longitud
de telomeros, metilacion
diferencial del genoma)

*Etnicidad
*Geografia
*Condiciones
socio-econémicas
*Metabolismo

Figura 1.2: factores contribuyentes a la etiologia y desarrollo de SOP

Alteraciones metabdlicas y riesgo cardiovascular asociado a SOP

SOP estad asociado a distintas alteraciones metabdlicas, como hemos mencionado
anteriormente. Entre ellas, la IR es una de las principales, estando presente en un 50% a 70%
en pacientes con SOP (Dunaif, 1997; Sirmans y Pate, 2013) independientemente de si las
mismas presentan, o no, obesidad. Asimismo, también se ha demostrado que las pacientes
con SOP presentan un mayor indice de prevalencia de sindrome metabdlico (SM) (Moran et al.,

2010) y alrededor de un 30% de las pacientes presentan una tolerancia a la glucosa alterada,
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mientras que, alrededor de un 10% presentan diabetes tipo 2 (Ehrmann et al., 1999; Legro
et al.,, 1999; Moran et al.,, 2010; Sirmans y Pate, 2013). Sumado a todas estas alteraciones
metabdlicas, entre un 50% a un 80% de las pacientes con SOP (dependiendo de la poblacion
de estudio) presentan sobrepeso u obesidad (Torchen, 2017), la cual se sabe que contribuye a

las alteraciones metabdlicas antes descriptas.

En conjunto, todas estas alteraciones conllevan a un riesgo cardiovascular
incrementado (Fig. 1.3), llevando a las pacientes con SOP a ser consideradas entonces, como

poblacién con alto riesgo de alteraciones metabdlicas (Cussons et al., 2008).

Diabetes tipo
2

Dislipidemia Obesidad

Riesgo casdiovascular

Hipertension
arterial

Insulino
Resistencia

Inflamacién

Figura 1.3: Factores de riesgo cardiovascular presentes en pacientes con SOP.

En América del Sur las enfermedades cardiovasculares y las patologias metabdlicas son
consideradas una de las principales causas de muerte (Rubinstein etal.,, 2015). En este
contexto, es importante el estudio de SOP en el cono Sur de América ya que estas pacientes
presentan incluso en edades tempranas un alto riesgo cardiovascular y de patologias
asociadas. Sin embargo, existen pocos estudios de SOP en esta region. Asimismo, teniendo en
cuenta que el trasfondo genético (genetic background), la etnicidad y factores ambientales
contribuyen al desarrollo de SOP, es importante tener en cuenta dichos factores a la hora de
abordar estudios en poblaciones heterogéneas, de diversidad étnica y con complejas

estructuras sociales y econémicas, como son las latinoamericanas.
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En particular, es de destacar que, incluso dentro de América del Sur, cada poblacidn
puede presentar distintos riesgos metabdlicos dados por diferentes factores. En cuanto a esto,
Ladron de Guevara y colaboradores (2014) realizaron un estudio comparativo entre dos
poblaciones de pacientes con SOP, una chilena y otra argentina de la provincia de Cérdoba.
Dicho estudio demostré que las alteraciones metabdlicas y componentes del sindrome
metabdlico que presentan dichas poblaciones es diferente estando afectado no sélo por la
particular composicion genética y étnica de las poblaciones, sino también por cuestiones
econdmicas y de estado nutricional. Estos resultados resaltan asi la importancia de poder
conocer y estudiar las poblaciones locales con el fin de poder prevenir alteraciones

metabdlicas en patologias complejas como es SOP.

Programacion del desarrollo

Ciertas etapas del desarrollo actian como ventanas de susceptibilidad, en las cuales el
ambiente tiene un gran efecto e influencia sobre los organismos en desarrollo y puede actuar

provocando cambios y condicionando la vida adulta y el estado de salud (Lucas, 1991).

El concepto de programacion del desarrollo refiere a procesos en los cuales diferentes
estimulos o insultos inducen cambios permanentes en la estructura y funciéon de los
organismos en desarrollo. Estos pueden deberse a cambios epigenéticos, adaptaciones
fisioldgicas o cambios estables en la expresion de los genes (Barouki et al., 2012; Cruz et al.,
2014; Saffery y Novakovic, 2014) teniendo en cuenta la nocién de plasticidad del desarrollo
(fendmeno que permite a un organismo que se estd desarrollando cambiar su estructura y
funciones en respuesta a efectos ambientales). En base a lo anterior es que surge la hipétesis
de "Origenes del desarrollo de la salud y enfermedad" (DOHaD, por sus siglas en inglés:
Developmental Origins of Health and Disease). Dicha hipdtesis estd basada tanto en modelos
animales como en evidencia epidemioldgica de patologias multifactoriales y complejas como la
obesidad, la diabetes, SOP, y los desérdenes neuronales (Gluckman et al., 2010); y describe
como experiencias en la vida temprana influencian el desarrollo y la salud y el riesgo de
presentar enfermedades en la vida adulta (Hanson y Gluckman, 2014). La idea de
programacion fue propuesta por Lucas (1991) y adquirié un gran desarrollo con Barker (Barker,
1995, 2007), siendo también conocida como "hipdtesis de Barker". Este desarrollo surge luego
de la emergencia de estudios epidemioldgicos de la hambruna holandesa entre los afios 1944 y
1945, que mostraron que la malnutricion materna durante la gestacién correlaciona con una

aumento en el riesgo cardiovascular y la aparicion de enfermedades metabdlicas en la
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progenie (Almond y Currie, 2011). Hoy en dia se conoce que las ventanas de susceptibilidad
exceden a la vida prenatal e involucran también las primeras etapas de vida y, que diferentes
factores como son: el estilo de vida, la dieta, los contaminantes ambientales, las
intervenciones médicas y farmacéuticas y las hormonas, entre otros, pueden afectar a los

organismos alterando su desarrollo (Hanson y Gluckman, 2014) (Figura 1.3).

Programacion temprana del
desarrollo
L o v

Programacié

Primeros
; Puberta
estadios de “ d y Adultez
prenatal vida adolescencia

nutricional

yl;&'

=
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o]
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AP Cambios epigenéticos e g
fisioldgicas expresion génica

Figura 1.3: Ventanas de susceptibilidad de programacién temprana del desarrollo en mujeres.

Modificada de Abruzzese et al. 2018 (Abruzzese et al., 2018).

Rol de los androgenos en hembras y mujeres y su accion en la

programacion del desarrollo

Como mencionamos anteriormente, un desbalance hormonal durante las primeras
etapas de vida puede inducir programacion. En particular, los esteroides son moléculas
lipofilicas que participan en la regulacidon y establecimiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-
gonadal en el caso de los esteroides gonadales como son la testosterona (T), el 17-B-estradiol
(E,) y el eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenal, en el caso de los glucocorticoides. Debido al caracter
lipofilico de estos compuestos, la mayoria puede cruzar tanto la barrera hematoencefalica
como la placenta durante la vida prenatal (Abramovich y Wade, 1969). Los esteroides
gonadales y los glucocorticoides son derivados del colesterol y sintetizados principalmente por
las génadas y glandulas adrenales durante la gestacion y también por la unidad feto

placentaria.
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La T es el principal andrégeno, la cual ejerce sus acciones principalmente via el
receptor de andrégenos (AR, por sus siglas en inglés), pero asi mismo también tiene efectos
bioldgicos mediante sus metabolitos activos como son el E2 (producto de la accion de la
enzima aromatasa CYP19A1) y la dihidrotestosterona (DHT) (producto de la accién de la
enzima 5-alfa-reductasa). La DHT puede unirse también al AR, teniendo una accidon alin mas
potente que la testosterona; el E2 actlia mediante sus propios receptores estrogénicos
(Sotomayor-Zarate et al., 2014). En mujeres y hembras de distintas especies, los andrégenos
son producidos en los ovarios y en las glandulas adrenales. Los andrégenos mas importantes
son la Testosterona y la androstenediona, pero también se produce
dehidroepiandrostenediona (DHEA) y DHEA-sulfato, los cuales son andrégenos mas débiles en

su accién (Davison y Davis, 2003).

En hembras de distintas especies y en mujeres, los andrdogenos juegan un rol
importante en la regulacién de la fertilidad y otras funciones. Si bien se ha considerado que los
mismos pueden tener una funcidn perjudicial o dispensable en la foliculogénesis normal y en
las funciones ovaricas, en los ultimos afios se ha demostrado que pueden tener efectos
positivos (Pan et al., 2015) . En la vida post-natal los andrégenos juegan un rol esencial en la
reproduccion femenina, no sélo como precursores de estréogenos sino también por sus roles
claves en el desarrollo folicular (Lebbe y Woodruff, 2013). Sin embargo, alteraciones en los
niveles de andrdégenos estan asociados a distintos estados patoldgicos como son SOP, cancer

de endometrio y endometriosis (Simitsidellis et al., 2018).

La testosterona es importante en el desarrollo del cerebro de mamiferos (Hines,
2006). Si bien los niveles de testosterona en hembras durante la vida fetal son mayores que en
adultas, siempre los niveles de testosterona de fetos machos son mayores que los de hembras
durante el desarrollo temprano (Foecking et al.,, 2008). Los andrégenos juegan un papel
importante en la vida prenatal y en el periodo perinatal, siendo fundamentales no solo para el
desarrollo del cerebro, sino también en la diferenciacion sexual, pudiendo afectar el
crecimiento y diferenciacién de diversos tejidos (Brooks, 1975; Foecking et al., 2008; Arnold,
2009). Ambos sexos bioldgicos expresan AR, pero durante el desarrollo existe una ausencia de
andrégenos en hembras que llevan a la formacion y desarrollo de caracteristicas genitales
femeninas (Hiort, 2013). Es importante destacar que, si bien los andrégenos, y otras
hormonas, pueden actuar directamente por via gendmica, también pueden hacerlo
indirectamente, modificando el desarrollo placentario, el metabolismo fetal y la produccidn de
factores de crecimiento y de otras hormonas por la unidad feto-placentaria (Fowden, 2003;

Fowden y Forhead, 2004).
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Durante la vida prenatal, las hormonas presentes en la circulacién fetal varian con el
desarrollo y en respuesta a estimulos nutricionales y ambientales. Dichas hormonas pueden
tener cuatro origenes distintos: a) podrian ser secretadas por las propias glandulas fetales; b)
derivarian de los tejidos Utero-placentarios que son secretados tanto a la circulacién umbilical
como a la circulacidn uterina; c) pasarian desde la madre por difusion transplacentaria,
estando reguladas por la permeabilidad de la barrera placentaria (la cual es especie-
dependiente) y del gradiente materno-fetal; d) derivarian de precursores que son

metabolizados en el feto o en la placenta (Sibley et al., 1997).

En 1959, Phoenix y colaboradores (Phoenix et al., 1959) mostraron que el tratamiento
prenatal de cobayos hembras (Cavia porcellus) con T tenia efectos a largo plazo tanto en el
comportamiento como en ciertas caracteristicas reproductivas. Asimismo la exposicion
prenatal a T de hembras empezd a relacionarse a distintas alteraciones, entre ellas SOP. A
partir de ese momento, diferentes estudios en animales han mostrado que durante la etapa
embrionaria tardia y la perinatal existe una ventana de susceptibilidad a andrégenos que
pueden afectar las funciones de los 6rganos sexuales, la estructura cerebral y el
comportamiento. También se ha visto que la pubertad es otra ventana susceptible a la accién
de andrégenos (aunque también de estrégenos) que pueden modificar la composicién del

cuerpo afectando el desarrollo muscular, pero sin afectar a los genitales (Hiort, 2013).

Los primeros indicios clinicos que vincularon un posible rol de una exposicién excesiva
de andrdgenos en la vida fetal que llevaba al desarrollo de SOP derivaron de observaciones en
mujeres con hiperplasia adrenal congénita con déficit de la 21-hidroxilasa. Dichas pacientes si
bien fueron adecuadamente tratadas y por ende presentaron una normalizacion de sus
andrégenos, durante su vida adulta, desarrollaron rasgos tipicos del SOP tales como:
anovulacién, hipersecrecion de LH, resistencia a la insulina y aspecto poliquistico de los ovarios
(Barnes et al., 1994). Esto llevd a proponer que el exceso de andrdgenos durante la vida fetal,
ya sea de origen ovarico o adrenal, podria constituir un "insulto" hormonal que llevaria al
desarrollo del SOP en la vida postnatal. Estudios recientes han mostrado que madres con SOP
(que presentan hiperandrogenemia) pueden dar a luz nifilos y nifias que muestran tanto
alteraciones reproductivas como metabdlicas (Sir-Petermann et al., 2006; Maliqueo et al.,
2009; Crisosto et al., 2017). Sin embargo, alteraciones reproductivas se han demostrado, hasta
el momento, sélo en hijas de mujeres con SOP, quienes presentan exceso de foliculos, altos
niveles de LH y de T al fin de la pubertad (Sir-Petermann et al., 2009). Mds aln, en un estudio
controlado en el que madres con SOP son tratadas con metformina (un antihiperglucemiante)

durante el embarazo y otro grupo no, se ha visto que las pacientes tratadas mejoran su perfil
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hormonal y los pardmetros metabdlicos durante su embarazo. Ademads sus hijas no presentan
los marcadores asociados a alteraciones ovdricas por programacién que si se observan en el
grupo de embarazadas con SOP no tratado (Crisosto et al., 2012). La nocién de programacion
en SOP ha llevado no sélo a su abordaje desde el estudio de diversos modelos animales, sino
gue ha puesto en relevancia el rol de los andrdgenos en el desarrollo, y también ha contribuido
a que se realice un mayor cuidado y seguimiento de los embarazos de estas mujeres, con el fin

de prevenir la perpetuacion del sindrome y sus alteraciones asociadas.

Es importante entonces resaltar que los andrdégenos pueden, o no, tener efectos
negativos sobre las mujeres y hembras, lo que depende del momento de su sintesis y de los
niveles de los mismos. Es por ello que la regulaciéon de la sintesis de andrdégenos y su
sefializacion estd estrictamente regulada durante el desarrollo (y a lo largo de la vida) y, que
alteraciones en los niveles androgénicos durante la vida prenatal y perinatal pueden conducir a

consecuencias a largo plazo afectando el metabolismo y la reproduccion.

Programacion del desarrollo por exceso androgénico: modelos animales

de SOP

Diversos modelos animales han mostrado que el tratamiento prenatal de andrégenos
conlleva al desarrollo de caracteristicas tipo SOP. En la mayoria, el ultimo periodo de la prefez
pareceria ser el mds importante como ventana susceptible de programacion por andrégenos
(Figura 1.4). La exposicion a andrégenos prenatales puede conducir a la formacion de
caracteristicas de ovarios poliquisticos en ratas (Demissie et al., 2008; Amalfi et al., 2012;
Heber et al., 2013), ratones (Sullivan y Moenter, 2004), monos (Eisner et al., 2000; Abbott
et al., 2009) y ovejas (Manikkam et al., 2006). La programacion fetal generada por exposicion
prenatal a andrdégenos también estd asociada a hiperinsulinemia, dislipidemia, insulino
resistencia, sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares, todas caracteristicas que
se encuentran con alta incidencia en mujeres con SOP (Demissie et al., 2008; Roland et al.,
2010; Heber et al., 2013). El hiperandrogenismo lleva a cambios reproductivos en las hembras
durante la vida puberal y adulta, causando alteraciones en el desarrollo folicular, en la
esteroidogénesis ovdrica, en las funciones uterinas y en el comportamiento. Asimismo, el
exceso de andrdgenos lleva también a alteraciones metabdlicas y afecta al higado, al tejido
adiposo y otros tejidos y organos (Demissie et al., 2008; Sotomayor-Zarate et al., 2011; Amalfi

et al., 2012; Veiga-Lopez et al., 2013, 2016; Yan et al., 2013) .
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El hecho de que diversos modelos animales no repliquen correctamente todas las
caracteristicas de SOP humano hace dificil entender la patogenia del mismo. Al dia de hoy no
existiria un modelo por excelencia de SOP. Por ello, los diversos modelos animales colaboran

en la comprensidn de diferentes aspectos del sindrome.

Primates no
humanos

¢

Programacién: DG 40-80 6 DG 100-139
(Duracién de la gestacién : 165 + 10 dias)

¥'Sensibilidad a la insulina
alterada

v Hiperandrogenismo

¥ Disfuncién ovulatoria
v'Sobrepeso

v Dislipidemia

Ovejas v'Sensibilidad a la insulina
alterada

v'Ovarios poliquisticos
v'Defectos del ciclo estral

v'Hiperadnrogenismo

v'Oligo- anovulacion

Programacién: DG 60-90 6 DG 30-90
(Duraci6n de la gestacion : 145 +5 dias)

Ratas ¥'Sensibilidad a la insulina

alterada

v'Alteraciones del ciclo estral
¥ Quistes ovaricos
v'Hiperandrogenismo

v Dislipidemia

Programacién: DG 16-19
(Duracién de la gestacién: 22 + 2 dias)

Ratones Tolerancia a la glucosa

v
alterada
v Alteraciones del ciclo
estral
v Hiperandrogenismo

Programacion: DG 16-18
(Duracién de la gestacion: =20 dias)

Figura 1.4: modelos de programacién fetal por andrégenos que inducen

caracteristicas tipo SOP (modificado de (Abruzzese et al., 2018).
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Hiperandrogenizacion prenatal en roedores: modelo para el estudio de

SOP

Si bien el modelo de primates no humanos es el mas aceptado, por su alta similitud a
humanos, otros modelos se han desarrollado para el estudio de SOP y las consecuencias del
androgenismo prenatal, debido a las problematicas que involucran el cuidado de monos para

el trabajo en condiciones experimentales.

Los modelos en roedores para el estudio de patologias multifactoriales, como SOP, son
preferibles respecto de otros modelos, debido a que tienen un trasfondo genético (genetic
background) estable, son faciles de manipular y mantener, presentan ciclos reproductivos y de
vida cortos (Tehrani et al., 2014). Debido a estas caracteristicas permiten, ademas, estudiar los

efectos a largo plazo, de la programacion fetal, incluso por varias generaciones.

En roedores, no sdlo se han desarrollado modelos de SOP por programacion prenatal,
sino también por programacién perinatal (Walters et al., 2012) . Asimismo, se han desarrollado
modelos en donde la inducciéon de SOP hormonal ocurre en etapas puberales y prepuberales
(Motta, 2010; Walters et al., 2012; Cornejo et al., 2016; Paixdo et al., 2017). Sin embargo, los
modelos prenatales, debido a que inducen cambios y alteraciones durante la diferenciacion y
maduracién de los tejidos y érganos, llevan a alteraciones a largo plazo e incluso permanentes
(Abbott et al., 2007; Padmanabhan et al., 2014), por lo que en los ultimos afios se ha focalizado

el estudio en dichos modelos.

Si bien varios de los modelos de programacion fetal por andrégenos en roedores han
podido replicar varias de las caracteristicas metabdlicas y reproductivas de SOP, hay
discrepancias entre las caracteristicas inducidas por los distintos modelos. La diversidad de
modelos se debe a las variaciones en la dosis aplicada del andrégeno, en el andrégeno
utilizado (usualmente T o DHT) y en el momento de aplicacién. La mayoria de los modelos, en
que dosis altas de andrdgenos son usadas, inducen defeminizacién, con ausencia de apertura
vaginal, e incluso, en ciertos casos, conducen a pseudohermafroditismo (Wolf, 2002; Demissie
et al., 2008; Amalfi et al., 2012; Walters et al., 2012; Heber et al., 2013; Tehrani et al., 2014;
Yan et al., 2014).
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Bases de la hiperandrogenizacion prenatal en roedores hembras

El desarrollo sexual en los mamiferos es producto de diversos procesos: a) la
determinacion del sexo, b) la diferenciacion del sexo y c) la diferenciacidn sexual del cerebro.
Los cromosomas sexuales determinan el sexo cromosémico que mediante una serie de sefiales
(que involucran procesos hormonales, genéticos y celulares) conllevan a la determinacion del
sexo y establecimiento del sexo fenotipico. La diferenciacion de las génadas ocurre, tanto en
humanos como en roedores, en la gestacion temprana. La diferenciacién sexual sélo puede
ocurrir cuando la génada fetal comienza a secretar hormonas claves durante una ventana
temporal critica de la gestacién temprana. No obstante, para que la diferenciacion sexual sea
completa es necesario que el cerebro de dicho individuo también sea masculino o femenino.
Es decir, que se establecen diferencias estructurales y funcionales permanentes en ciertas
areas del cerebro que le permiten el ordenamiento de una cierta identidad sexual en cuanto a

las funciones neuroendocrinas y comportamentales (McCarthy y McCarthy, 2011).

Estos mecanismos de feminizacidon o masculinizaciéon ocurren durante un periodo critico
de la gestacidn tardia (y se extiende en roedores a la vida postnatal temprana) (Fig. 1.5). En los
roedores, se han registrado dos picos de testosterona, el primero entre los dias gestacionales
16 a 19 (Weisz y Ward, 1980; Foecking et al., 2008; McCarthy y McCarthy, 2011) y el segundo,
comienza en las primeras 2 horas luego del nacimiento y se extiende por algunos dias en la
vida postnatal (Corbier etal.,, 1978; Foecking etal.,, 2008). En las hembras, los niveles
circulantes de testosterona prenatales y perinatales son mucho menores en comparacion a los
hallados en los machos (Baum et al., 1991; Hotchkiss et al., 2007). Mientras que en machos,
los testiculos fetales serian la fuente principal de testosterona, en las hembras no se conoce
con certeza cudl es su origen. No existe evidencia de que el ovario en desarrollo pueda ser una
fuente de andrdgenos y se postula que principalmente tendrian un origen materno-placentario
(Baum et al., 1991; Hotchkiss et al., 2007). Sin embargo, también se ha demostrado que los
fetos masculinos adyacentes pueden contribuir a los niveles androgénicos de las hembras en

desarrollo (Ryan y Vandenbergh, 2002; Hotchkiss et al., 2007).

Como mencionamos anteriormente, es en dicha ventana del desarrollo que se
determina el cerebro como masculino o femenino. Las diferencias en la secrecion de
gonadotrofinas se establecen durante la vida fetal y perinatal, siendo la secrecidn testicular de
andrégenos la que modula el cerebro masculino en desarrollo haciéndolo incapaz de producir
picos pre-ovulatorios de gonadotrofinas en la adultez. Mientras que, en ausencia de
andrégenos, el cerebro femenino en desarrollo adquiere la habilidad de sostener secreciones

ciclicas de gonadotrofinas durante la adultez (Foecking et al., 2008). Debido a esto, se
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considera que el camino, por defecto, del desarrollo de neuronas que controlan los pulsos de
la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es femenino y que la accidén prenatal de
andrégenos conduciria a una defeminizacién del cerebro que involucra la accién de los

andrégenos durante los dias 16 a 19 del desarrollo (Foecking et al., 2008).

Los modelos de programacion fetal por androgenos en roedores, aprovechan dicha
ventana del desarrollo, donde se produce el pico de andrégenos que modula el sistema
neuroendocrino. Es por ello que, los modelos de androgenizacidon prenatal se basan en la
administracién de andrdégenos entre los dias 16 a 19 y utilizan esteroides libres (ya sea
testosterona o DHT) debido a la corta vida que presentan y a que son metabolizados
rapidamente, pudiendo, de esa forma, limitarse sus efectos a dichos dias del desarrollo (James

et al., 1969; Foecking et al., 2008).

v\
f / \ ESTRADIOL
/ ‘v\
!’\\-) o // L 2 \
r \
Concepcion Diferenciacion Masculinizacion  Feminizacion
gonadal y defeminizacion
" — VDA
POSTNATAL
NACIMIENTO

Concepclén Diferenciacion  Masculinizacién
gonadal

E0 1°trimestre 2° y 3"trimestre —> VIDA
I POSTNATAL

Humano

NACIMIENTO

Figura 1.5: Diferenciaciéon sexual en rata y humanos. E= dia correspondiente a la vida embrionaria. DPN=

dia correspondiente a la vida postnatal. Modificado de (McCarthy y McCarthy, 2011).
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Regulacion metabdlica: el rol del higado y su relacidn con alteraciones

metabdlicas asociadas a hiperandrogenismo y SOP

El higado es un drgano clave en la regulacién de diversos procesos metabdlicos y actla
como modulador en el balance energético. Es el principal tejido regulador del balance de
glucosa, y la lipogénesis hepatica se encuentra intimamente relacionada con su metabolismo,
dado que el higado puede convertir el exceso de hidratos de carbono en reservas lipidicas
(Browning y Horton, 2004). Estd involucrado en la sintesis, transporte y almacenamiento de

lipidos (Paschos y Paletas, 2009).

El funcionamiento del higado puede ser modificado por otros dérganos y sistemas,
incluyendo al inmune, inflamatorio, neuronal y endocrino (Macut et al., 2017). En particular, el
higado y el sistema reproductivo interactian de una forma bidireccional. Por un lado, los
esteroides sexuales pueden influenciar el metabolismo y funcionalidad hepatica y se sabe que
pueden contribuir al desarrollo y establecimiento de desdrdenes funcionales y estructurales
del higado. Por otro lado, la funcionalidad hepatica repercute en el eje reproductivo,
regulando el transporte y la biodisponibilidad de los esteroides sexuales mediante la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG, por sus siglas en inglés: sex hormone binding
globulin), sintetizada en el higado (Grossmann etal., 2018). El higado censa el estado
metabdlico del organismo y es capaz de adaptar la homeostasis energética de forma sexo-
dependiente. Este dimorfismo depende del entorno hormonal, dado por los esteroides
sexuales, y posiblemente estaria relacionado al costo metabdlico que implica la reproduccion

(Grossmann et al., 2018).

En los Ultimos afios, se ha despertado un gran interés en el estudio de la funcionalidad
hepdatica en SOP y contextos androgénicos, dado que ademas de estar asociado al eje
reproductivo, las funciones de este tejido involucran la regulacidon del metabolismo lipidico y
de la glucosa, procesos que se encuentran alterados en SOP (Paschos y Paletas, 2009;

Vassilatou, 2014).
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Lipogénesis hepatica

Los acidos grasos que pueden ser incorporados en los triglicéridos hepdticos provienen
de la circulacién o son sintetizados a partir de la glucosa, en un proceso llamado "lipogénesis
de novo" (Kawano y Cohen, 2013). En la lipogénesis de novo, el exceso de carbohidratos

consumido que excede al almacenamiento de glucdgeno hepdtico, es convertido en ciertos

compuestos lipidicos para su almacenamiento (Strable y Ntambi, 2010).

En la lipogénesis de novo (Fig. 1.6), la glucosa es convertida a acetil-CoA mediante la
glucdlisis y la oxidacion del piruvato. El Acetil-CoA es, luego convertido a malonil-CoA mediante
la acetil-CoA carboxilasa, que presenta dos isoformas distintas (ACC1 y ACC2, codificadas por
los genes Acaca y Acacbh, respectivamente). Estas dos isoformas presentan funciones distintas.
ACC1 se encuentra en citoplasma, mientras que ACC2 se encuentra en la membrana
mitocondrial. Si bien ambas producen malonil-CoA, el destino del mismo depende de la
isoforma involucrada en su sintesis. Por un lado, el malonil-CoA producto de ACC1, participa en
la biosintesis de acidos grasos de cadena larga siendo utilizado por la acido graso sintasa (FAS,
por sus siglas en inglés: fatty acid synthase). Por otro lado, el malonil-CoA sintetizado por
ACC2 participa en la inhibicién de la oxidacidon de acidos grasos (Wakil y Abu-Elheiga, 2009).
Luego, de la sintesis de malonil-CoA, el mismo es utilizado como sustrato de la enzima FAS que
cataliza la formacion del acido palmitico. Este acido graso, puede ser luego elongado por
accién enzimatica y desaturado por accién de la esteaoril-CoA desaturasa 1 (SCD1, por sus
siglas en inglés: steaoryl-CoA desaturase 1), llevando a la formacion de &acidos grasos
monoinsaturados, que se encuentran entre los principales constituyentes de los triglicéridos

hepaticos (Kawano y Cohen, 2013).

La lipogénesis esta controlada principalmente a nivel transcripcional (Ferré y Foufelle,
2010). Tanto la glucosa como la insulina son requeridas para la activacion de la lipogénesis. De
esta forma, una dieta alta en carbohidratos estimula la via lipogénica, dado que conlleva a un
aumento de glucosa e insulina en plasma. Por el contrario, la inanicidn inhibe la lipogénesis
(Foufelle y Ferré, 2002; Ferré y Foufelle, 2010). La glucosa regula transcripcionalmente al
factor de transcripcién de respuesta a carbohidratos (ChREBP, por sus siglas en inglés:
carbohydrate response element binding protein), mientras que, la insulina promueve la
transcripcién del factor de transcripcién perteneciente a la familia de proteinas de unién a
elementos de regulacion por esteroles (SREBP, por sus siglas en inglés: sterol regulatory
element binding protein). Particularmente a la isoforma 1c (SREBP1c). A su vez, estos factores

de transcripcion pueden promover la transcripcion de los genes de las enzimas de la via
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lipogénica, mencionadas anteriormente (Browning y Horton, 2004; Ferré y Foufelle, 2010;

Kawano y Cohen, 2013).

Ademads de las enzimas lipogénicas y los factores de transcripcion mencionados, un
tercer factor de transcripcidon juega un rol importante en la regulacién del metabolismo lipidico
hepatico. Este factor es el receptor activado por proliferadores peroxisomales gama (PPARg,
por sus siglas en inglés: peroxisome proliferator-activated receptor gamma). PPARg es un
miembro de la stper familia de receptores nucleares, que en cuanto a sus funciones en el
metabolismo lipidico, participa en la diferenciacion de los adipocitos, y puede regular
numerosos genes adipogénicos y lipogénicos importantes en el almacenamiento de acidos
grasos, en la sintesis de lipidos y en el metabolismo de la glucosa (Smith, 2002; He et al., 2003;
Browning y Horton, 2004; Zhang et al., 2016). Este factor no sdélo participa en la regulacion
lipidica, sino que también actua en la regulacion de otros procesos metabdlicos vy

reproductivos, los cuales ampliaremos mas adelante.

En condiciones normales, PPARg tiene una baja expresion en el higado (Browning y
Horton, 2004). Sin embargo, en modelos animales que presentan resistencia a la insulina y
alteraciones en la lipogénesis y con presencia de esteatosis (acumulacion de triglicéridos), se
ha encontrado que los niveles de PPARg estan aumentados (Ables, 2012). Por otro lado, se ha
demostrado en modelos animales en los que se elimina el gen de PPARg en higado que, en
este contexto, se atenua el desarrollo de esteatosis, independientemente de la presencia de
hiperinsulinemia o hiperglicemia (Browning y Horton, 2004; Zhang et al., 2016). Asimismo, se
ha demostrado que SREBP1c puede regular a PPARg, tanto directamente, a nivel
transcripcional, como indirectamente, modulando la produccién de un ligando de este factor

(Kim et al., 1998; Fajas et al., 1999; Browning y Horton, 2004).

Alteraciones en esta via, o en sus mediadores, podria llevar al desarrollo de una

acumulacidn lipidica en el higado y a otros trastornos asociados.
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Figura 1.6: Factores y enzimas involucradas en la lipogénesis hepatica. Tomado y modificado de

(Abruzzese et al., 2016).

SOP y su relacion con el higado graso

En condiciones fisioldgicas en el higado existe un equilibrio entre la importacion y
exportacion de acidos graso y en entre la lipdlisis y lipogénesis. Cuando estos equilibrios se
perturban, o cuando la lipogénesis esta alterada, o aumenta el flujo de acidos grasos hacia el
higado puede entonces llevarse a la acumulacién hepdtica de gotas lipidicas llevando a
esteatosis e incluso al desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA)

(Browning y Horton, 2004; den Boer et al., 2004; Kawano y Cohen, 2013).

EHGNA presenta una alta prevalencia en la poblacion general (alrededor del 20% a
30%) (Clark, 2006; Vassilatou, 2014). Esta patologia se presenta en un amplio espectro que va
desde la esteatosis hasta la esteatohepatitis, que implica el desarrollo de procesos
inflamatorios severos y puede llevar al desarrollo de fibrosis o incluso de cirrosis (Browning y
Horton, 2004; Clark, 2006). EHGNA se reconoce como una patologia multifactorial, pero su

etiopatogenia no se conoce con certeza. Actualmente, se postulan dos hipdtesis de su origen,
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una conocida como hipétesis de "dos-hits" y otra que implica un origen por multiples causas
que se darian simultdneamente (Marino y Jornayvaz, 2015). En la hipdtesis de "dos-hits"
principalmente la IR y alteraciones en el metabolismo lipidico inducirian esteatosis vy,
secundariamente, otros factores como el estrés oxidativo, la inflamacién y la contribucién de
ciertas adipoquinas hepaticas, entre otros, estarian involucrados en el desarrollo de cuadros
mas complejos de EHGNA. (Day y James, 1998; Adams et al., 2005; Lin et al., 2014). Por otro
lado, la hipdtesis multicausal toma en cuenta todos los factores contemplados por la hipétesis
de "dos-hits" pero también resalta la contribucidon de otros, como las hormonas y factores
provenientes del tejido adiposo y del intestino, y sobretodo, destaca el hecho de que todos los
factores contemplados actuarian mas bien paralelamente y en simultdaneo en el desarrollo de

EHGNA y todo su espectro (Tilg y Moschen, 2010; Marino y Jornayvaz, 2015).

EHGNA estd asociada a la presencia de obesidad, diabetes tipo 2 y dislipidemia (Adams
et al., 2005; Vassilatou, 2014). Dado que estas alteraciones metabdlicas también se presentan
con una alta frecuencia en pacientes con SOP, es que en los ultimos afios se ha empezado a
considerar a la poblacién SOP como pacientes en riesgo del desarrollo de EHGNA. Es
importante destacar que, tanto SOP como EHGNA estan asociadas a la presencia de IR y de
componentes del SM (Schwimmer etal., 2005; Gambarin-Gelwan et al., 2007; Vassilatou,
2014). Incluso, se ha sugerido que EHGNA seria una manifestacion hepatica del SM (Kotronen
y Yki-Jarvinen, 2008). Si bien EHGNA se presenta con baja frecuencia en mujeres pre
menopausicas, en el caso de mujeres con SOP jovenes si se ha detectado una alta prevalencia
de esta alteracion hepatica (Vassilatou, 2014). Asimismo, dado que las pacientes con SOP con
fenotipos hiperandrogénicos presentan una mayor prevalencia de EHGNA que las que poseen
el fenotipo normoandrogénico, es que se ha sugerido que los andrégenos podrian contribuir al
desarrollo de esta patologia (Vassilatou et al., 2010; Vassilatou, 2014). Asimismo se sabe que
los andrégenos pueden promover un ambiente pro-apoptético y regular al receptor de
colesterol tipo LDL, los cuales pueden afectar al tejido hepatico llevando al desarrollo de
esteatosis y de EHGNA en su espectro amplio (Tan et al., 2010; Baranova et al., 2013; Marino y

Jornayvaz, 2015).

A pesar de la relacién existente entre estas patologias, alin se desconoce si SOP, y la
hiperandrogenemia asociada, serian un factor independiente en el desarrollo de EHGNA o si la
presencia de IR es la causa clave en la relacién entre ambas (Gambarin-Gelwan et al., 2007,

Marino y Jornayvaz, 2015).
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Funcionalidad ovarica

El ovario de vertebrados es un drgano muy dindmico que tiene la responsabilidad de
proporcionar y mantener un nimero éptimo de gametas maduras y viables que aseguren la
propagacion de la especie (Johnson, 2003). No sélo se encarga de la produccién y liberacién de
oocitos, sino que también es la fuente mayoritaria de hormonas sexuales, que regulan
multiples funciones bioldgicas (incluyendo el propio mantenimiento y regulacién de la
reproduccion). Estas funciones del ovario estan controladas tanto por sefiales endocrinas,
como también por factores locales (Demeestere et al., 2005; Barnett et al., 2006). Muchos de
los factores que regulan la funcionalidad ovarica y los mediadores que regulan Ia
esteroidogénesis y la foliculogénesis estdn conservados evolutivamente entre especies
(incluyendo a roedores y humanos) (Chaffin y Vandevoort, 2013). Estos dos procesos,
foliculogénesis y esteroidogénesis, estan asociados. Mediante la esteroidogénesis ovarica se
producen progestagenos, andrdogenos y estrogenos, que actian regulando el crecimiento
folicular, la reproduccidon y manteniendo la fertilidad. Asimismo, cada tipo de distinto de
poblacién folicular responde diferencialmente a la accién de los esteroides producidos

(Drummond, 2006).

Foliculogénesis

En la mayoria de las hembras de mamiferos, la formacion de gametas (ovogénesis),
comienza en la vida intrauterina, quedando determinado en esta etapa el nimero definitivo de

células germinales.

Durante la embriogénesis, las células germinales primordiales, se forman en territorios
alejados de las crestas gonadales (sitio donde se desarrollaran las génadas) y conforme avanza
el desarrollo migran hacia las mismas y al llegar alli, se diferencian en oogonias (Molyneaux
etal.,, 2001). Esto ocurre durante la gestacion temprana en humanos ( alrededor de las
semanas 6-7) y en la gestacion media o tardia en otras especies, como es el caso de los
roedores (Mcgee y Hsueh, 2000). Una vez en las crestas gonadales, las células germinales y las
células somaticas, derivadas del mesénquima de la cresta gonadal, proliferan por mitosis. Una
vez que la mitosis de las células germinales se completa, comienza la division meiédtica, en la
cual estas células quedan arrestadas en diplotene de profase I. En ese momento, dichas células
germinales son rodeadas por las células somaticas, llamadas células de la pre granulosa,
llevando a la formacién de los foliculos primordiales, proceso que viene acompafado de una

pérdida dramatica de células germinales (Forabosco et al., 1991; Pepling y Spradling, 2001).
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Este proceso en humanos, comienza en la gestacién media y continua hasta el momento del
nacimiento. En cambio, en las ratas, la mayoria de los oocitos estan "desnudos" al momento
del nacimiento y la formacidn de foliculos primordiales se produce al tercer dia de vida (Rajah

et al., 1992; Mcgee y Hsueh, 2000).

Cada foliculo primordial contiene un oocito arrestado en profase y rodeado por células
aplanadas denominadas células pre granulosas las cuales se diferenciardn en células de la
granulosa (CG). Estos foliculos primordiales constituyen la reserva ovarica quiescente (Mcgee y
Hsueh, 2000). Es a partir de esta reserva ovarica que los foliculos seran reclutados hacia el
conjunto de foliculos en crecimiento, pasando por diversos estadios, y los oocitos que

contienen retomaran la meiosis llevando, finalmente, a la ovulacion.

Una vez en la pubertad, el ovario adquiere sensibilidad a las gonadotrofinas hipofisarias
y se establece un ciclo ovarico productor de gametas. Tanto en humanos como en ratas, el
crecimiento folicular incluye dos periodos diferentes: uno independiente de gonadotrofinas y

otro dependiente de las mismas (Demeestere et al., 2005) (Fig. 1.7).

El primer periodo del desarrollo folicular, independiente de gonadotrofinas, comprende
los primeros pasos de la foliculogénesis involucrando el desarrollo desde los foliculos
primordiales, pasando por los primarios hacia los secundarios. En este periodo intervienen
sefiales locales y requiere una compleja interaccidén entre el oocito y las células somaticas,
entre ellos se encuentran los esteroides sexuales (E, y T) (Hsueh etal., 2015). Si bien se
considera que es un periodo independiente de la accidn de las gonadotrofinas, se sabe que la
hormona foliculo estimulante (FSH) tiene un efecto estimulador sobre la foliculogénesis, y
podria actuar reduciendo la atresia folicular y regulando la calidad folicular y oocitaria (Hsueh
et al., 2015; Dewailly et al., 2016). Sin embargo, se considera que su accidn no seria directa ya
que los foliculos primordiales no expresan receptores de gonadotrofinas (Mcgee y Hsueh,
2000). Esta primera etapa de la foliculogénesis involucra diversos cambios morfoldgicos en la
estructura de los foliculos. Primero, la transicion desde un foliculo primordial hacia un foliculo
primario se caracteriza por un cambio morfoldgico en las células de la granulosa, que pasan de
su forma aplanada a una cuboidal. En el paso subsiguiente, en la formacién del foliculo
secundario, el oocito crece junto con las capas de células de la granulosa, y se forma una capa
de células de la teca, la cual es externa a las células de la granulosa, y se encuentra separada

por la membrana basal (Eppig, 2001; Edson et al., 2009).

En el segundo periodo del desarrollo folicular, dependiente de gonadotrofinas, lo

foliculos adquieren una cavidad con fluido conocida como antro o cavidad antral, dando lugar
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al foliculo antral. El antro define dos poblaciones de células de la granulosa: las células del
cumulo (adyacentes al oocito) y las murales, que rodean la pared folicular y son las mayores
productoras de esteroides (Edson et al., 2009). En esta etapa la FSH actua sobre las células de
la granulosa, regulando su supervivencia, proliferacién, la produccidon de hormonas sexuales y
también puede modular la expresidn del receptor de LH (Edson et al., 2009). La mayor parte de
los foliculos antrales degenera y sufre atresia folicular, mientras que sélo una subpoblacién
continua el desarrollo hasta el estadio preovulatorio, formando el foliculo preovulatorio o de
Graaf (Fauser y Van Heusden, 1997; Mcgee y Hsueh, 2000). En los foliculos preovulatorios las
células de la granulosa, murales y del cimulo, responden a FSH y LH de forma diferencial, esto
los hace receptivos a la secrecién de LH, particularmente al pico preovulatorio, lo que lleva a
una cascada de eventos que culmina en la ovulacién (en el caso de primates) y de varios
foliculos dominantes (en el caso de roedores). Entre estos eventos se incluyen: la reanudacién
de la meiosis del oocito, la expansion del cimulo, la ruptura del foliculo y de la pared ovdérica 'y
la liberacidn del oocito maduro en complejo con el cimulo (Boots y Jungheim, 2015). En este
proceso intervienen las gonadotrofinas, las hormonas sexuales, citoquinas y otros factores
paracrinos y autocrinos (Johnson, 2003; Conti et al., 2012). En cada ciclo ovulatorio, bajo
control de gonadotrofinas, un foliculo de Graaf dominante ovula, liberando a un oocito
maduro, mientras que sus células de la teca y granulosa dardn formacién al cuerpo luteo

(Mcgee y Hsueh, 2000; Edson et al., 2009; Boots y Jungheim, 2015).

Periodo
-1 independiente de --; Periodo dependiente de gonadotrofinas

gonadotrofinas

Figura 1.7: Esquema de la foliculogénesis ovarica en la vida postnatal, a partir de la pubertad. En los
primeros estadios de la foliculogénesis existiria, principalmente, un control paracrino, mientras que, a
partir del desarrollo de foliculos pre-antrales, comenzaria el periodo dependiente de gonadotrofinas y
se podria apreciar un control endocrino de la foliculogénesis en el cual a su vez participarian también
sefiales paracrinas y autocrinas. Tomado y modificado de (AnshLabs:

https://www.anshlabs.com/folliculogenesis/).
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Esteroidogénesis

La esteroidogénesis ocurre de manera paralela, y regula, al proceso de maduracion

folicular a lo largo del ciclo estral, en roedores, y menstrual, en humanos y primates (Fig. 1.8).

Roedores Humanos
40 — 200 —
/ o |
(pg/mi) Estradiol (Pg/ni)
20 — 100 —
60 — f 12
(ng/mi) Progesterona (ngm)
6 —
4577 (ng/ml) 60 7 (miU/mi)
15— 30 —
5
500 (ngiml) FSH 307 (miu/mi)
250 —\_-/—‘\-—_/\ 15 —
T | T 1 r 1T 1T 1T T T ad T 1T T17T.1
: Proestro | Estro ( J \ J
Diestra Metaestro ovulacion |
ovulacion Menstruacion F.ase Fase
folicular luteal

Figura 1.8: Esquema comparativo entre el ciclo reproductivo de los roedores (de aproximadamente 4
dias) y el ciclo menstrual humano ( de aproximadamente 28 dias). Se muestran las fluctuaciones
promedio de las hormonas circulantes: 17-beta-estradiol, progesterona, hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH) en una rata hembra ( izquierda) frente a una humana humana

(derecha). Tomado y modificado de (Donner y Lowry, 2013).

Es un proceso complejo que involucra la accidn de multiples enzimas, mediante el cual
se sintetizan hormonas esteroides a partir de colesterol (Miller y Auchus, 2011). Las células
esteroidogénicas pueden aprovechar el colesterol a partir de 4 fuentes diferentes: a) por la
sintesis de novo en el reticulo endoplasmatico; b) mediante ésteres de colesterol almacenado
como gotas lipidicas; c¢) a partir del colesterol HDL proveniente de circulacién mediante,

internalizado mediante el receptor de HDL, receptor scavenger B1 (SR-B1, por sus siglas en
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inglés: scavenger receptor B1); d) mediante el colesterol LDL proveniente de circulacion que es

endocitado por el receptor de LDL (LDL-R) (Miller y Bose, 2011).

Si bien las células esteroidogénicas tienen la capacidad de sintetizar colesterol de novo,
la alta demanda del mismo para la sintesis de esteroides requiere el uso del colesterol
proveniente de la circulacion el cual debe ser eficientemente transportado e importado para

su utilizacién por el ovario (Gwynne y Strauss, 1982).

La sintesis de novo de colesterol tiene lugar, principalmente, en el reticulo
endoplasmatico liso y es un proceso que involucra muchas enzimas. El paso limite en este
proceso esta dado por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (HMGCR), la

cual actua transformando el HMG-CoA a mevalonato, precursor del colesterol (Xu et al., 2010).

Por otro lado, el trafico intracelular de colesterol requiere la accion de los receptores
LDL-R y SR-B1. El colesterol LDL es endocitado mediante su receptor (LDL-R), y puede ser
almacenado en su forma esterificada o convertido a las formas libres de colesterol para ser
utilizado en la esteroidogénesis. Por otro lado, las particulas de colesterol HDL, también son
una fuente de materia prima para la sintesis de esteroides, que ingresan a los foliculos por SR-
B1. La estimulacidon ovarica con gonadotrofinas promueve la expresidn de ambos receptores y
facilita la internalizacién del colesterol para su uso en la esteroidogénesis (Connelly y Williams,

2003; Miller y Bose, 2011).

Tanto el colesterol que ingresa a las células, como el que es sintetizado, puede ser
esterificado en el reticulo endoplasmatico mediante la accidén de la enzima Acetil-coenzima A
acetiltransferasa-1 (ACAT1, hoy en dia también llamada SOAT1). Dichos ésteres son formados
en el reticulo endoplasmatico y se almacenan como gotas lipidicas (Miller y Bose, 2011; Miller,

2017).

A partir del colesterol biodisponible y su transporte desde el citoplasma a la
mitocondria, por accién de la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR, por sus
siglas en inglés: Steroidogenic acute regulatory protein). Una vez en la mitocondria ocurren los
primeros pasos enzimaticos que conllevan a la sintesis de esteroides, donde el primer
mediador es la pregnenolona (Miller y Bose, 2011). La pregnenolona, es transportada
nuevamente al citoplasma, donde puede ser transformada a progesterona (P4), mediante la
accién de la enzima 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD). Por otro lado, la
pregnenolona también puede sufrir la accién consecutiva de las enzimas citocromo P450 17A1
(CYP17A1) y 3BHSD vy llevar a la formacion de 17-hidroxiprogesterona y DHEA, para luego

formar androstenediona, los cuales son andrégenos. Estos pueden ser transformados a T
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mediante la accion de la enzima 17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD).
Finalmente, por accidon de la aromatasa (o CYP19A1, citocromo p450) los andrégenos se

aromatizan a estrégenos (Fig. 1.9) (Esteves y Alviggi, 2015).

Colesterol

StAR/ CYP11

CYP17A1 CYP17A1

170H-
Pregnenolona
170H-
Progesterona

CYP17A1 CYP17A1

Pregnenolona

‘ 3BHSD
Progesterona »

Androstenediona

‘ 17BHSD

Testosterona

CYP19A1

CYP19A1

17-B-Estradiol

Figura 1.9: Esquema de la esteroidogénesis ovarica.

La esteroidogénesis en foliculos preantrales y antrales tempranos no se conoce con
certeza, aunque se sabe que en dichos foliculos los factores autocrinos y paracrinos cumplirian
una accion preponderante en la modulacién de la esteroidogénesis (Esteves y Alviggi, 2015).
En cambio, el caso de los foliculos antrales se encuentra mas estudiado. Y se postula que la
esteroidogénesis ocurriria segin el modelo de "dos células, dos gonadotrofinas" en la mayoria
de los mamiferos (incluyendo humanos y roedores) (Jamnongjit y Hammes, 2006; Dewailly
et al., 2016). Segun este modelo los andrégenos son sintetizados a partir del colesterol en las
células de la teca al ser estimuladas por LH, que expresan principalmente el receptor de esta
gonadotrofina, y seguidamente, los andrégenos son convertidos a estrégenos en las células de

la granulosa que expresan mayoritariamente, pero no exclusivamente, el receptor de FSH y
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son estimuladas por esta gonadotrofina (Esteves y Alviggi, 2015). Durante el crecimiento
folicular, las células de la granulosa no se encuentran muy vascularizadas. Esto limita la
disponibilidad de colesterol proveniente de circulacion y también de oxigeno, lo que conlleva,
a que la esteroidogénesis en dichas células, sea reducida. A medida que el foliculo crece, y en
el momento previo a la ovulacidn, ocurre la luteinizacion de las células de la granulosa. En
dicho proceso, aumenta la vasculatura y junto con ello la capacidad de sintesis de esteroides
de dichas células, que van a producir principalmente progesterona (Wood y Strauss, 2002).
Esta produccién de progesterona tiene un rol clave durante la maduracidn final del oocito y
especialmente en el proceso de ovulacién, facilitando la ruptura folicular (Conneely et al.,

2002).

Es importante resaltar que, si bien la regulacién de la esteroidogénesis involucra la
accion endocrina de las gonadotrofinas, también, depende del estado metabdlico. Es asi que
diversas moléculas, que actian como mediadores del metabolismo energético también estan

involucradas en la regulacion de la reproduccion (Walker y Gore, 2011).

Sensores energéticos y regulacion de las funciones reproductivas

La fertilidad femenina y el estado metabdlico - energético estdan intimamente
relacionados. Las patologias que involucran disfunciones ovaricas suelen involucrar
anormalidades metabdlicas (Torre et al., 2014). La reproduccion es un proceso costoso desde
el punto de vista metabdlico y los mecanismos que controlan el balance energético estan
intimamente asociados a las funciones reproductivas y su regulacion (Mircea et al., 2007). En
este contexto, diversos sensores y mediadores energéticos, como son las adipoquinas vy el
factor de transcripcién maestro PPARg, jugarian un rol muy importante modulando las

funciones ovaricas (Mircea et al., 2007; Dupont et al., 2008, 2012; Reverchon et al., 2014b).

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs): el rol

de PPARg en la funcionalidad ovarica

Los receptores activados por el proliferadores peroxisomales (PPARs, por sus siglas en
inglés: peroxisome proliferator activated receptors) son una familia de receptores nucleares
que se presentan en tres isoformas: alfa, beta y gama, codificadas por distintos genes. Actlan,
como factores de transcripcion, regulando la expresiéon de diversas moléculas, estando

involucrados en la regulacién de multiples vias como son: el metabolismo lipidico, la
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homeostasis de la glucosa y la insulina, procesos inflamatorios, el desarrollo embrionario, las
funciones placentarias y también las funciones reproductivas (Issemann y Green, 1990; Komar,
2005; Minge et al., 2008a; Jawerbaum y Capobianco, 2011; Tyagi et al., 2011; Vélez et al,,
2013).

La estructura de los PPARs contiene los dominios clasicos que pueden encontrarte en
otros receptores nucleares. En el extremo N-terminal presentan los dominios de activacién
independiente de ligando (AF-1) y de unién a ADN (DBD, por sus siglas en inglés: DNA binding
domain), mientras que en el extremo C-terminal se encuentran los dominios de unién a
ligando y dimerizacién (LBD-Dim, por sus siglas en inglés: ligand binding domain-dimerization)

y de activacion dependiente de ligando (AF-2) (Komar, 2005) (Fig. 1.10).

Dominio de
activacion
Dominio de dependiente
union a ADN de ligando
NH, AF-1 DBD LBD AF-2 —— COOH
Dominio de Sitio de
activacion unién de
independien ligando y de
te de ligando dimerizacién

Figura 1.10: Estructura general de los PPARs. Tomado y modificado de (Vélez et al., 2013)

Los PPARs pueden unirse al ADN a través de una secuencia especifica en el ADN, que
contiene la secuencia de bases " AGGTCA-N-AGGTCA ", denominada secuencia de respuesta a
los PPARs (PPRE, por sus siglas en inglés: PPAR response element). La union de los PPARs a los
PPRE es a través de la formacion de heterodimeros con el receptor del acido 9-cis-retinoico,
Receptor X retinoide (RXR). Una vez formado el complejo PPAR/RXR se puede activar la unién
de ligandos que inducen cambios conformacionales en el heterodimero y permiten la
disociaciéon de co-represores y el reclutamiento de co-activadores, lo que permitiria asi, la
unién a la secuencia PPRE de los genes blanco de los PPARs (Komar, 2005; Matsuda et al.,

2013; Vélez et al., 2013) (Fig. 1.11).
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Figura 1.11: Esquema de unién de PPARs al ADN y su heterodimerizacion con el receptor RXR.Se indica
la secuencia de ADN target de PPARs, también llamada elementos PPRE. En la figura se ejemplifica con
el caso de PPARG, para el cual se conoce que los ligandos pueden ser tanto endégenos (como los acidos
grasos insaturados, la 15-deoxil2, 14 prostaglandina J2 (15d-PGJ2), el acido 15-hidroxieicosatetraenoico
(15-HETE), entre otros) o exdgenos como son las tiazoldinenionas (TZDs), que incluyen a la rosiglitazona
y pioglitazona, y los herbicidas, entre otros. Entre los co-activadores de PPARG se conoce, al co-
activador co-activador de PPARG 1-alfa, PGCla; y entre sus represores se encuentra el co-represor de

receptores nucleares, NCoR.

Los PPARs estan expresados en diferentes compartimentos del sistema reproductor:
hipotdlamo, pituitaria, ovario, Utero y testiculos. Se ha descripto que las tres isoformas estan
presentes en los ovarios de diferentes especies (incluyendo humanos y roedores), pero PPARG
es la isoforma que ha sido principalmente asociada a la fertilidad femenina y asimismo se ha
demostrado que podria tener un rol en la patogénesis de las alteraciones ovaricas asociadas a

SOP (Froment et al., 2006; Vitti et al., 2016).

PPARg presenta dos isoformas que son producto de variantes de splicing: PPARgl vy
PPARg2. Se sabe que ambas isoformas estdn presentes en el ovario, siendo PPARgl, la mas
abundante. La activacidon de PPARg regula la sintesis de las hormonas esteroides en células de
la granulosa y la proliferacién celular (Komar et al., 2001; Froment et al., 2006; Velez et al.,

2015), y se conoce que alteraciones en PPARg, llevan a subfertilidad femenina (Cui et al.,
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2002). La expresion de PPARg no es estable a lo largo del ciclo folicular. Su expresiéon aumenta
junto con el desarrollo de los foliculos desde el estadio primordial hasta la formacién del
foliculo pre-ovulatorio y disminuye luego del pico de LH (Komar, 2005). Lo que sugiere que

tiene una expresion que acompana al ciclo de la foliculogénesis.

En mujeres con SOP, el tratamiento con ligandos exdgenos de PPARg (como son la
pioglitazona y rosiglitazona) se ha utilizado para inducir la ovulacién y mejorar los sintomas
reproductivos del sindrome (aunque también los metabdlicos) (Ehrmann, 2005; Aroda et al.,
2009; Mohsen, 2012). Se ha observado que, la activacién de PPARg aumenta los niveles de
SHBG y disminuye los andrégenos circulantes, regula el metabolismo lipidico, de insulina y los
niveles de LH, aumentando la tasa de ovulacidn y de embarazo (Dunaif etal.,, 1996;
Brettenthaler et al., 2004; Seli y Duleba, 2004). En pacientes con SOP con IR, la expresion
génica del co-activador de PPARgl-alfa (PGCla, por sus siglas en inglés: peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) se encuentra alterada (Skov et al.,
2007) mientras que la administracion de glitazonas normaliza la expresidon de PGCla en estos

pacientes junto con una mejora en la respuesta metabdlica a la insulina (Skov et al., 2008).

Debido a que PPARg no sdélo puede modular las hormonas esteroidogénicas, sino
también modula el metabolismo de la glucosa, la insulina y los lipidos, se considera que la
accion de PPARg sobre la reproduccion seria doble. Por un lado habria una accién directa sobre
el ovario en cuanto a la regulacién de la esteroidogénesis y la proliferacidén celular, y por otro,
habria una accién indirecta, que involucraria la sensibilizacién de la insulina (Froment et al.,

2006).

Las adipoquinas: el caso de quemerina

Las adipoquinas son citoquinas secretadas principalmente, pero no exclusivamente,
por el tejido adoiposo. Estan involucradas en diversos procesos como son: la diferenciacion de
los adipocitos, la regulacién del metabolismo de la insulina y la glucosa, los procesos
inflamatorios y la angiogénesis (Reverchon et al., 2014b). Asimismo, se ha descripto que varias
adipoquinas mantienen una compleja interaccién con PPARg. Donde algunas, como es el caso
de adiponectina, estarian reguladas por PPARg dado que presentan en su promotor elementos
PPRE (Bharati et al., 2016). Mientras que otras, como leptina, son susceptibles a la accién de
estos receptores nucleares (Considine, 2001; Dupont et al., 2008; Martos-Moreno et al., 2010;

Elias y Purohit, 2013).
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Actualmente, se sabe que alteraciones en el tejido adiposo pueden afectar el desarrollo,
la maduracion sexual y la fertilidad y que el sobrepeso y la obesidad afectan negativamente la
fertilidad y los procesos reproductivos en mamiferos. En este contexto, es que en los ultimos
afos se empezaron a considerar nuevos roles de las adipoquinas como reguladoras de las

funciones reproductivas (Budak et al., 2006; Reverchon et al., 2014b).

Diversas adipoquinas regulan las funciones reproductivas a lo largo de todo el eje
hipotdlamo-hipdfisis-gonadal (Mitchell et al., 2005; Reverchon et al., 2014b). Se ha propuesto
que existirian 4 niveles donde las adipoquinas actuan modulando las funciones reproductivas:
a) en el hipotdlamo e hipdfisis; b) en el ovario y en el tracto reproductivo; c) en el oocito y el

embrién; d) en la prefiez y embarazo.

Particularmente, en el ovario hay produccién local de adipoquinas, las cuales se conoce
que ejercen funciones paracrinas y autocrinas pudiendo afectar asi, directamente las funciones
ovdricas (Bharati etal., 2016). Y se ha descripto que pacientes con SOP, que muestran
alteraciones reproductivas, tienen un perfil alterado de adipoquinas, independientemente de
si presentan, o no, sobrepeso u obesidad. Esto ha llevado a proponer a las adipoquinas como

mediadores de la patogenia de SOP (Chen et al., 2013; Reverchon et al., 2014b).

Se ha descripto que numerosas adipoquinas son producidas en el ovario y que presentan
ademas receptores, lo que posibilita una via de accién en este tejido. Entre ellas se cuentan:
adiponectina, leptina, visfatina, resistina, ometina y quemerina (Dupont et al., 2012, 2015;
Reverchon et al., 2014b). Entre ellas, quemerina ha llamado especial atenciéon en el estudio de
las funciones reproductivas y metabdlicas y se ha postulado que podria tener un rol en la

patogenia de SOP.
Quemerina

En particular, la quemerina es una adipoquina que se descubrid hace pocos afios, en la
década de 1990, y fue asociada a la funcion de la piel y el desarrollo de psoriasis. Ejerce su
accion mediante su unidn a sus receptores. Al dia de hoy se han descripto tres receptores
distintos, del tipo acoplados a proteina G: Receptor tipo quimiocina 1 (CMKLR1, por sus siglas
en inglés: Chemokine like receptor 1, también conocido como ChemR23), el receptor acoplado
a la proteina G (GPR1, por sus siglas en inglés: G protein-coupled receptor 1) y el receptor
similar a la C-C quimiocina 2 (CCRL2, por sus siglas en inglés: C-C chemokine receptor type 2).
Cada uno de estos receptores sefializaria actuando y afectando vias diferentes. De los tres,
CMKLR1 seria el principal, y se postula que CCRL2 no tendria una sefalizacidn propia, sino que

actuaria regulando la biodisponibilidad de quemerina para su accidn por los otros receptores
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(Mattern etal., 2014; Reverchon et al., 2014b). El descubrimiento de los receptores de
guemerina y la asociacién de la misma con diversas patologias han llevado a poner en

relevancia sus posibles multiples funciones (Ferland y Watts, 2015).

Al dia de hoy, diversos estudios han asociado a quemerina a obesidad, EHGNA vy al
sindrome metabdlico. Y se ha descripto que esta adipoquina puede actuar promoviendo la
adipogénesis y regulando la inmunidad y el metabolismo de la glucosa (Goralski et al., 2007;
Tan et al., 2009; Bondue et al., 2011; Wang et al., 2012b). Particularmente, algunos estudios
sugieren que las mujeres con SOP poseen altos niveles séricos de quemerina (Ademoglu et al.,
2014; Wang et al., 2014). Asimismo, se ha demostrado que la metformina, utilizada en el

tratamiento de SOP, revierte la IR y disminuye los niveles de quemerina (Tan et al., 2009).

En relacidon a PPARg, recientemente, se ha demostrado la presencia de una secuencia
PPRE dentro del promotor de quemerina (Muruganandan et al., 2011) y se ha demostrado que
el tratamiento de ratones con rosiglitazona (ligando sintético de PPARg) regula los niveles de
guemerina circulante (Muruganandan et al., 2011). Lo que sugiere una relacidon entre PPARg y

esta adipoquina.

Tanto quemerina como su principal receptor, CMKLR1, estdn presentes en ovario
humano, de rata y ratén (Goralski et al., 2007; Cash et al., 2008; Bondue et al., 2011; Wang
etal.,, 2012b). Diversos estudios sugieren que puede regular la sintesis de esteroides,
particularmente de progesterona, en células de la granulosa y modularia también Ia
angiogénesis y proliferacion celular, actuando como regulador de factores de crecimientos

ovaricos (Reverchon et al., 2012, 2014b; Wang et al., 2012b; Kim et al., 2013) (Fig. 1.12).

A partir del hallazgo de quemerina, han surgido diversos estudios focalizados en
comprender la regulaciéon de la misma en las funciones reproductivas y su posible rol en la
integraciéon con el metabolismo. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales la
guemerina regula o interviene en el desarrollo folicular, y su rol en alteraciones reproductivas

como SOP, auin no se han dilucidado por completo.
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~ Antiinflamatoria

Figura 1.12: Esquema de las posibles vias de accion, propuestas hasta el momento, de quemerina en el
ovario. Se propone que gquemerina actuaria, tanto por la via de CMKLR1 como por GPR1 (hasta el
momento no se conoce una sefializaciéon asociada a CCLR2), por distintas vias de sefializacion que
incluyen a las rutas de transduccidon de sefales de distintas quinasas como: las MAP quinasas
(MAPK/ERK1/2), la proteina serina/treonina quinasa (AKT) y a la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK). Es importante resaltar que estas quinasas también actdan en las vias de la glucosa e insulina
intraovarica. A través de dichas vias podria regular, activando (+) o inhibiendo (-), diferentes procesos
biolégicos como la angiogénesis, la inflamacion y la esteroidogénesis. Tomado y modificado de

(Reverchon et al., 2014b).
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ll.Hipotesis de trabajo y objetivos

Hipotesis

A- La hiperandrogenizaciéon prenatal induce programacion fetal que afecta a PPARg
alterando el balance metabdlico y la reproduccidn y desregula la esteroidogénesis ovarica

mediante un mecanismo que involucra la via de quemerina y PPARg.

B- Quemerina, debido a su rol metabdlico y sus implicancias reproductivas, podria

resultar un buen biomarcador de alteraciones metabdlicas en pacientes con SOP.

Objetivo general

Contribuir al estudio del mecanismo de accién de los receptores nucleares activados por
agentes proliferadores peroxisomales gama (PPARg), especificamente al conocimiento de su

rol en el metabolismo lipidico y la esteroidogénesis ovdrica, asi como la relacidn entre ambos.

Asimismo nos proponemos estudiar a quemerina como marcador de riesgo metabdlico

en pacientes con SOP de poblacion local.

Objetivos especificos

1- Estudiar el efecto de la hiperandrogenizacion prenatal sobre el balance metabdlico en

ratas de 60 (transicion de la pubertad a la adultez) y 90 dias(etapa adulta).

2-Evaluar el efecto de la hiperandrogenizacion prenatal sobre el balance de la via
lipogénica en el higado en ratas de 60 dias (transicion de la pubertad a la adultez) y 90 dias

(etapa adulta).

3-Analizar el efecto de la hiperandrogenizacién prenatal sobre la funcionalidad ovdrica

desde los 60 dias de edad.

4- Establecer el alcance de la hiperandrogenizacion prenatal sobre la esteroidogénesis y

la funcionalidad ovarica en la vida adulta.

5- Evaluar, en edad adulta, el efecto de la hiperandrogenizacidon prenatal sobre la

activacion de las vias de la adipoquina quemerina y de PPARg como sensores energéticos.

6-Estudiar en la poblacién local de mujeres con SOP las alteraciones metabdlicas

presentes y establecer a quemerina como posible biomarcador de las mismas.
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lll.Metodologia

A-Modelo Animal

Se utilizaron ratas hembras y machos de 2 meses de edad de la cepa Sprague-Dawley. Se
pusieron en apareo las hembras, 5 con 1 macho por jaula, y se determind la prefiez por la
presencia de espermatozoides en el extendido vaginal. Se considerd dia 0 de prefiez el dia de
aparicion de espermatozoides en el extendido vaginal. El nacimiento de las crias en las
condiciones del Bioterio del CEFyBO (CONICET-Fmed, UBA) ocurre en el dia 21 de gestacion.
Los animales tuvieron acceso ad libitum a alimento (Purina Regular Chow) y agua con un foto
periodo de 12 hs luz, 12 hs oscuridad a 24 °C. Todos los experimentos y protocolos fueron
realizados siguiendo las normas del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

Durante los dias 16 a 19 de prefiez los animales se dividieron en dos grupos. A un grupo
se le administré una dosis diaria de 1mg de testosterona libre (Sustanon 250, Organon)
disuelta en 100ul de aceite vegetal. Se trabajoé con las crias hembras, las cuales llamaremos
grupo hiperandrogenizado prenatalmente (HP). Otro grupo recibié sélo aceite vegetal
(vehiculo), el cual fue inyectado en los mismos dias de gestacion. Las crias hembras de este
ultimo grupo constituyen el grupo control de trabajo (Figura 3.1). Este procedimiento se
repitié en 3 ocasiones diferentes con el objetivo de determinar un n=25 de camadas totales

por cada tratamiento.
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Figura 3.1: Esquema del modelo utilizado. Se indica en azul el esquema temporal de la preiez, durante
la cual entre los dias 16 a 19 se aplica un tratamiento de androgenizacién o con vehiculo. En rosa se
obvserva el esquema temporal en la vida postnatal de las crias. Las edades de eutanasia rason los dias
60 (transicion entre etapa puberal adultez) y 90 (adultez). En naranja se indica el grupo HP,
descendientes hembras de ratas tratadas con testosterona. En verde se indica el grupo control,

correspondiente a las crias de ratas tratadas con vehiculo.

Al momento del destete (21 dias) se mantuvieron sélo las crias hembras, siendo los
machos descartados. Las mismas fueron pesadas desde el dia 21 cada 7 dias hasta el momento

del sacrificio para construir la curva de crecimiento y ganancia de peso.

Un grupo de crias HP y control, fue sacrificada a los 60 dias (etapa de transicién entre la
pubertad vy la adultez) (Spear, 2000; McCutcheon y Marinelli, 2009; Sengupta, 2013) y otro

grupo de crias se mantuvo hasta los 90 dias de edad (etapa adulta).
En resumen, los grupos experimentales fueron los siguientes:

* Grupo Hiperandrogenizado prenatalmente (HP): Crias de animales inyectados
subcutdneamente con testosterona libre (Dosis: 1mg disuelta en 100ul de aceite vegetal)

durante los dias 16, 17, 18 y 19 de gestacion.
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* Grupo Control: Crias de animales inyectados subcutdneamente con 100ul de vehiculo

durante los dias 16, 17, 18 y 19 de gestacion.

Determinacion del ciclo estral y establecimiento de fenotipos

Para la determinacidon del ciclo estral de los animales se tomaron muestras por
extendido vaginal que fueron observadas al microscopio de luz pudiendo determinarse el
estadio del ciclo siendo éste: Proestro, Estro, Metaestro y Diestro, de acuerdo al contenido de

células presentes en dicha muestra (Figura 3.2), teniendo en cuenta los siguientes parametros :

En el estadio Proestro el extendido vaginal se caracteriza por el predominio de células
epiteliales redondas nucleadas, con ausencia, o muy pocos leucocitos, también pueden

aparecer escasas células cornificadas.

El estadio Estro se caracteriza por la presencia de numerosos colgajos de células
epiteliales queratinizadas con citoplasma granular, total ausencia de leucocitos y unas muy

pocas células nucleadas.

El estadio Metaestro (o Diestro I) presenta predominio de células de tipo leucocitaria y
pocas células epiteliales cornificadas, por ultimo en el estadio Diestro (o Diestro Il) se
observan fundamentalmente leucocitos, muy pocas células queratinizadas y a veces células

nucleadas.

El ciclo estral se evalud en la vida postnatal, desde el dia 45 al 60 de vida, y desde el dia

75 al 90.
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Figura 3.2: Detalle de los tipos celulares que se pueden apreciar en cada uno de los estadios tipicos, en

ratas controles, al visualizar los extendidos vaginales a microscopio 6ptico.

Establecimiento de la regularidad del ciclo estral

Los animales se clasificaron seguin la regularidad o no del ciclo (Karim et al., 2003)

(Figura 3.3) en:
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-Animales ovulatorios regulares: el ciclo estral tiene una duracién entre 4 y 6 dias,
donde se ve una correcta progresion de Proestro, Estro, Metaestro, Diestro. Se puede observar

el pasaje de dos estros consecutivos a los largo del periodo evaluado de 15 dias.

-Animales ovulatorios irregulares: El ciclo estral tiene una duracién mayor a 4-6 dias y/o
no se observa una correcta progresion a lo largo del mismo de Proestro, Estro, Metaestro,
Diestro. Se puede observar el pasaje de dos estros consecutivos a los largo del periodo

evaluado de 15 dias.

-Animales anovulatorios: Los animales permanecen en los estadios de Metaestro y/o
Diestro o una combinacién de los mismos donde se ven los tres tipos celulares (3TC), sin poder

observarse una progresion del ciclo ni pasaje por Estro.

i<y

proestro estro metaestro

iestro
Modificado de http://www.biobserve.com/

Figura 3.3: Esquema de los tipos de ciclos estrales encontrados y criterios utilizados para la
determinaciéon de los fenotipos. Proestro: se detecta presencia de células nucleadas redondas
principalmente; Estro: se detecta principalmente células cornificadas; Metaestro: se detectan células
cornificadas y leucocitos; Diestro: se detectan principalmente leucocitos y se puede detectar la
presnecia de algunas células nucleadas redondas; 3TC= corresponde a aquellos extendidos donde se
identificaron los tres tipos celulares (células nucleadas redondas, células cornificadas, leucocitos) sin

predominancia de ninguno de ellos.



Obtencidn de Tejidos

A la edad de sacrificio (60 o 90 dias de edad) los animales fueron anestesiados en
camara de didxido de carbono y se realizd eutanasia por decapitaciéon. Se aislé el suero por
centrifugacion (a 1000 g durante 15 min, fraccionado y conservado a — 80 °C hasta su
utilizacién). Se extrajeron los ovarios e higado y se conservaron a — 80 °C hasta su utilizacién o

en formaldehido al 4% para su posterior utilizacién.

Estudios histoldgicos

Morfologia del tejido por técnica de Hematoxilina-Eosina

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

veces x 20 minutos cada uno y posteriormente embebidos en parafina a 58 °C.

A continuacién, las muestras en parafina fueron cortadas consecutivamente (6 um de
espesor) y colocadas en portavidrios gelatinizados (Biobond, British Biocell International,
Cardiff, UK) y secado al aire por 2 horas. Para los andlisis morfolégicos, los cortes
(aproximadamente 6 cortes por portavidrios, 19 portavidrios promedio) de cada ovario fueron
rehidratados y lavados en buffer fosfato (PBS; 137 mmol/I NaCl, 2,7 mmol/I KCl, 4,3 mmol/I
Na,HPQ,.7H,0, 1,4 mmol/lI KH,PO,, pH 7.3) y posteriormente tefiidos con hematoxilina/eosina
(DAKO Corporation, Carpinteria, CA, E.E.U.U.). Se realizé un conteo y clasificacion folicular y se
determind la presencia de cuerpos luteos y quistes los cuales fueron detectados por tener un
tamanfo similar a los foliculos preovulatorios con una fina capa de células de la granulosa
rodeando un antro grande o por tener una estructura llena de fluido con una fina capa de
granulosa y un engrosamiento de las capas de células de la teca(Lara et al., 2000; Abramovich

et al., 2012).

Los analisis morfoldgicos se analizaron por 2 personas independientemente.
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Conteo folicular

Para caracterizar la morfologia ovarica, se clasificaron los foliculos en: foliculos
primordiales, foliculos primarios, foliculos preantrales vy foliculos antrales en 5 ovarios

diferentes por tratamiento de acuerdo al siguiente criterio:

e Foliculos primordiales: Compuesto por pocas células de pre-granulosa
pavimentosas, poco organizadas. Estos foliculos estan dispersos por toda la corteza
ovarica, y pueden estar en gran proporcién proximos al epitelio ovarico. Ademas, el
nucleo del oocito es grande comparado al citoplasma.

e Foliculos primarios: Presentan una camada de células de granulosa cuboides,
con la zona peldcida rodeando al oocito. Estos foliculos suelen aparecer proximos a los
foliculos primordiales. Pueden presentar diferentes tamafios, ya que el oocito
comienza a crecer antes de que se produzca la multiplicacién de las células de
granulosa.

e Foliculos pre-antrales: Estos foliculos poseen mas de una camada de células de
la granulosa. En este estadio ya hay formacion de la camada de teca interna vy
membrana basal que delimita el espacio entre las células de la granulosa y la teca en
proliferacion.

e Foliculos antrales: Se observan claramente las capas de células de granulosa y
teca, y la membrana basal que las separa. El oocito estd rodeado de células de

granulosa y se observa la cavidad denominada antro (o antrum).

Cuantificacion de lipidos hepaticos por técnica de SUDAN IV

Con el fin de evaluar la existencia de anomalias en la deposicion de lipidos en el tejido
hepatico causadas por la hiperandrogenizacidon durante la etapa gestacional se cuantificé la
cantidad de gotas lipidicas. A fragmentos hepaticos de cada grupo que se encontraban fijados
en formaldehido se les realizaron cortes histoldgicos seriados (6 pm/seccién cada 50 um) los
cuales fueron tefiidos por Sudan IV (Woodruff et al., 1990; Regueira et al., 2016), tincidn
especifica para detectar lipidos en los preparados. Se observé la histologia bajo microscopio de

luz.
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Determinacion de RNA mensajero en tejidos

Aislamiento de RNA

El ARN total de los tejidos (ovario e higado) se aislé usando el reactivo con RNAzol RT
(MRC gene, Molecular Research Center, Cincinnati, OH, E.E.U.U.). Ovarios enteros o 50 mg de
higado se recolectaron en 100 pl de RNAzol. Se homogenizaron las muestras con un
homogeneizador eléctrico, para luego continuar los pasos necesarios para la separacién de
fases acuosa y organica siguiendo las intrucciones del fabricante. El pellet de ARN se
resuspendid en 50 pl de agua. En todos los pasos del procedimiento se utilizdé agua destilada
libre de ARNasas. Se cuantificé utilizando el Nanodrop, el cual mide la absorbancia a 260 nm y
evalla su pureza por la relacion de absorbancias a 260/280 nm (> 1,8). Se lo guardd a -70°C
hasta su posterior utilizacién en la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa (RT-PCR).
Obtencion de cDNA

Se obtuvo luego el ADNc por RT-PCR a partir de 1 ug de ARN total en una solucion
tampodn (Buffer) conteniendo 200 U de la enzima MML-V (Promega, Wisconsin, E.E.U.U.), 7.5
mM “Random Primers” (Invitrogen-Life Technologies, Buenos Aires, Argentina) y 0.5mM dNTPs
en un volumen total de 25 ulL. Las muestras de RNA junto con los Random primers fueron pre-
incubadas durante 30 minutos a 652 C. Luego, se incorporé el resto de los reactivos y la
reaccioén se llevd a cabo a 372 C durante 1 hora en el termociclador con un paso final de 5

minutos a 42 C.
Cuantificacion por PCR cuantitativa en tiempo real (Real time PCR)

A partir de una dilucién 1:10 para ovario y 1:5 para higado del ADNc sintetizado se
realizaron los andlisis por Real time PCR utilizando 2,5 uL de cDNA junto con 10uL de solucién
conteniendo un mix de desoxirribonucleotidos (dNTPS) 20mM, GoTaq Polimerasa (Promega,
Wisconsin, E.E.U.U.), Eva Green 20x (Biotium Hayward, CA) y primers (o cebadores) especificos
disefados por los programas Primer3 Input V0.4.0 y Beacon Designer (Premier Biosoft) (tabla
3.1) en un volumen total de reaccidon de 12,5ulL. Los ensayos se realizaron por duplicado y se
incluyd el control negativo de la PCR en tiempo real (en el que se omitié el ADNc molde). Los
productos amplificados se cuantificaron por fluorescencia en un Rotor Gene 6000 Corbette. El
programa de amplificacion estandar utilizado involucrd los siguientes pasos: 1) Activacion:

95°C por 4 minutos; 2) Desnaturalizacién: 95°C por 30 segundos; 3) Hibridacién: temperatura
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especifica para cada par de primers (ver tabla 3.1) por 25 segundos; 4) Extensidn y lectura de

datos: 72°C por 25 segundos. Los pasos 2 a 4 se repiten 50 veces.

La deteccién del producto amplificado se monitored en el equipo de PCR en tiempo real,
el cual mide el aumento de los niveles de fluorescencia en cada ciclo de PCR causados por la
union del EVAGREEN al ADN doble cadena. El equipo determina un nivel de fluorescencia
umbral dentro de la fase exponencial de la reaccién. El nimero de ciclos que requiere cada
muestra para alcanzar dicho umbral se conoce como Ct (ciclo umbral, por sus siglas en inglés:
Cycle threshold), el cual estd directamente relacionado con la cantidad inicial de molde
presente en la PCR. Dado que se obtiene una sefial siempre que haya moléculas de ADN doble
cadena, a posteriori del ensayo de PCR se realizaron curvas de disociacién (Curva de Melting)
para determinar la especificidad de la sefial y asi eliminar falsos positivos debidos a productos
inespecificos y dimeros de primers, entre otros. La expresion relativa de los transcriptos
evaluados se calculé usando RPL32 (proteina ribosomal L32) y PSMB2 (subunidad beta 2 del
proteasoma) como controles enddgenos. La expresion matematica utilizada para calcular estas

relaciones fue: 2 -AACt
Dénde:
AACt = ACt muestra - ACt referencia.

ACt muestra= Ct gen en estudio - Ct gen endégeno (0o media geométrica de genes

enddgenos).
ACt referencia= promedio ACt de las muestras control.

Para todos los genes evaluados se realizaron previamente ensayos de estandarizacidn
de los protocolos empleados, que involucraron la evaluacién de curvas de rango dindmico de

amplificacion del transcripto de interés y posteriores curvas de disociacién.
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Cebadores usados en la PCR en tiempo real

Gen Secuencia de cebadores utilizados
Temperatura de
pegado (2C)
17 BHSD F AACCGGGTCAGAACAAAT CA
60
17 BHSD R CAGAAGGAGAAGCAGGTGGA
3BHSD F GACACCCCTCACCAAAGCTA
60
3BHSD R TTGTAAAATGGACGCAGCAG
Acaca F CCAGACCCTTTCTTCAGCAG
62
Acaca R AGGACCGATGTGATGTTGCT
Acacb F CAAAGCCTCTGAAGGTGGAG
62
Acacb R CTCGTCCAAACAGGGACACT
Acat1F GACGGGCTAACCGATGTCTA
62
Acat 1R ATGGTGATGGGCGTAATCTC
Adiponectina F TAGCCCCGAGAATCAAAGAA
. . 58
Adiponectina R TGCAATGTCAAAGTGGCAAT
Chrebp F GGTTGTCCCCAAAGCAGAGA
62
Chrebp R TTGTTGTCTACACGACCCCG
CMKLR1 F ATGCCGCTATGGACTACCAC
62
CMKLR1R ACAACCACGCAGGTCATGTA
CYP17A1F TCTCATTACACCCACGCAGA
60
CYP17A1R CGGGGCAGTTGTTTATCATC
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CYP19A1 F CCTGGCAAGCACTCCTTATC

60
e
62
FSH-RF CTCATCAAGCGACACCAAGA
_ )
Hmgcr F TGCTGCTTTGGCTGTATGTC
62
L32 F TGGTCCACAATGTCAAGG
58
e
62
Ldl-r F AGACCCAGAGCCATCGTAGT
62
LH-RF AGGAGGCACAGATGCAAACT
60
Pgcla F AATGCAGCGGTCTTAGCACT
_ )
PPARg1+2 F TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC
60
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PPARg2 F CTGTTATGGGTGAAACTCTGG

62
PPARg2 R GAAATCAACCGTGGTAAAGG
PSMB2 F TCGGAGTCGGACCCCTTATC

62
PSMB2 R TGTAGTAAAGTGCTGGCCCC
Quemerina F GGCACCTTTGTGAGGCTGGAATTT

: 62

Quemerina R ACC CTG TCCGGGGCTTATTTGGAT
Scdl F GCTTCCAGATCCTCCCTACC

62
Scd1lR CAACAACCAACCCTCTCGTT
Srb1 F GGTGCCCATCATTTACCAAC

62
Srb1 R CCCTACAGCTTGGCTTCTTG
Srebp F TAACCTGGCTGAGTGTGCAG

60
Srebp R ATCCACGAAGAAACGGTGAC
StARF GCAGGGGGATTTCTGAATTT

60
StARR GTCTCCGTCTCTGTGGCTTC

Tabla 3.1: Lista de cebadores usados en la PCR en tiempo real. F, hacia adelante R, reverso.

Determinacion de niveles proteicos en tejidos

Extraccion de proteinas

A ovarios enteros se le agregaron 100ul de Buffer de lisis (Tris-HCI 0,02M (3,15/1), NaCl
0,15M (8,77g/l), Tritdn 1% (v/v) pH= 7,4 cdctel inhibidor de proteasas 2% v/v (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, E.E.U.U.)) cada 100ul de volumen de homogeneizacion. Luego las muestras
fueron homogeneizadas en frio hasta destruir completamente el tejido, dejandolo 2hs a 4°C.

Finalmente, se centrifuga a 10.000 g durante 10 minutos a 42C y sobre el sobrenadante se

52




determina el contenido de proteinas por método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, E.E.U.U.)
(Bradford, 1976). Las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a -20°C hasta su utilizacion

en la técnica de Western Blotting.
Corrida electroforética

Las muestras fraccionadas se disolvieron en solucién desnaturalizante (10 mM Tris-HCI
pH 6,8; SDS 2% p/v; glicerol 10% v/v; azul de Bromofenol 0,06 % p/v; b-mercaptoetanol 1%
v/v)y se calentaron a bafio maria a 952C durante 5 min. Se sembré 50 ug de proteina/ 20uL de
volumen por cada muestra en un gel de poliacrilamida al 12% o 10% con SDS (condiciones
desnaturalizantes). La electroforesis se realizd a voltaje constante a 80 Volts por 1,5 hs.
Ademas de las muestras de interés se sembré un marcador de peso molecular de proteinas

(Rainbow-coloured protein mass markers 14.3-200 kDa, BioRad).
Transferencia

Las proteinas separadas luego de la corrida electroforética se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa en un buffer de transferencia (20% metanol, vol/vol; 0.19 M glicina; 0.025 M
Tris-Base, pH= 8.3) durante 1,5 hs a amperaje constante, 400mA, en bafio de hielo utilizando

una celda de transferencia mini-electroforética (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Para verificar que la transferencia se llevd a cabo correctamente, se realizd una tincidn
con una solucién de Rojo Ponceau (Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%, acido sulfosalicilico
3%) a temperatura ambiente por 1 minuto. Luego, las membranas fueron lavadas en TBS (Tris-

HCI 4 mM, pH 7,5; NaCl 100 mM).
Inmunodeteccion de proteinas de interés

Las membranas fueron incubadas por 60 minutos en TBS (Tween 20 0,1% v/v, 1X TBS)
conteniendo leche descremada al 5% a temperatura ambiente con agitaciéon suave para
bloquear las uniones inespecificas. Luego, se realizaron lavados con T-TBS a fin de eliminar el

exceso.

Posteriormente las membranas son incubadas con el anticuerpo primario de interés

(tabla 2) diluido en TTBS leche descremada 5% durante toda la noche a 4°C.

Las membranas fueron lavadas con T-TBS seguido de una incubaciéon por 1 hora a
temperatura ambiente en agitacidn con anticuerpo secundario Ig-G de cabra anti-conejo o
conejo anti-ratén (segun anticuerpo utilizado) ligado a HRP —Horse Recombinant Peroxidase-
(1:5000, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, E.E.U.U. 6 1: 5000, ab6728, Abcam ).

Posteriormente el exceso de anticuerpo fue retirado de las membranas mediante lavados con
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T-TBS y, a continuacidn, se las incub6 con reactivos de deteccién de quimioluminiscencia (ECL)

(Sigma-Aldrich).

Las bandas inmunoreactivas se determinaron usando un analizador de imadgenes
(GeneGnome XRQ, Syngene Synoptics Goup, Cambridge, Reino Unido). La intensidad de las
bandas fue analizada empleando el programa Image J (Schneider et al., 2012), teniendo en
cuenta tanto la superficie como a la intensidad de las mismas, expresandose en unidades
densitométricas arbitrarias relativas al control, luego de normalizarlo segun el valor

densitométrico correspondiente a la B-tubulina o a la B-actina.

Anticuerpo Dilucion utilizada
Adiponectina ABCAM (ab22554) 1:1000

B-Actina SIGMA (A2228) 1:1500
B-Tubulina ABCAM (ab131205) 1:1500

Leptina Santa Cruz (sc393043) 1:400

PGCla Santa Cruz (sc13067) 1:200

PPARg1+2 ABCAM (ab41928) 1:1000
Quemerina ABCAM (ab112540) 1:800

IgG anti-rabbit Santa Cruz (sc2030) 1:1500

IgG anti-mouse ABCAM (ab6728) 1:5000

Tabla 3.2: Anticuerpos utilizados.

Analisis de parametros relacionados con el balance oxidativo en tejido

hepatico

Las muestras del tejido hepatico (150 mg) fueron homogeneizadas en TCA 0,5% p/v a
42C por 5 minutos el homogenato fue centrifugado a 9.000g durante 10 min a 49C. Se recogid

el sobrenadante, se lo fracciond para los ensayos de glutation total y peroxidacion lipidica.
Determinacion del contenido total del metabolito antioxidante glutation (GSH)

El método utilizado aqui para la determinacion del contenido de GSH (Tietze, 1969) se
basa en la reaccion de reduccién del acido 5,5-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), llevada a cabo
por el glutation reducido (GSH), en medio reductor. Al reducirse, el DTNB forma un compuesto
coloreado, el 5-tio-2 nitrobenzoato (TNB) que es posible cuantificar a 412 nm (Ecuacién 3.1) .
Para medir el glutation total, se agrega glutation reductasa (GR) al medio, enzima que cataliza
el pasaje de glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida. Para la medicién de la
concentracién de GSH, a 100ul de homogenatos de higado se agregaron 900 ul de buffer

fosfato 50 mM, 50 ul de NADPH, 20 ul del reactivo de Ellman (DTNB) y, en ultimo lugar, 20 ul
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de GR. Considerando la linealidad de la reaccidn, se registré la absorbancia a cada minuto,
durante los primeros 6 minutos a fin de determinar la pendiente de la reaccién. Con el objeto
de cuantificar el contenido de GSH, se compard con la pendiente de una reaccidon que se
incubd con una concentracidn de GSH conocida. Los resultados se expresaron como umoles de

GSH/g de tejido.

NADPH + H*+ GSSG — > NADP* + 2GSH

GSH + DTNB———— GSSG + TNB (A, 5,.=412nm)

max:*

Ecuacion 3.1: Reaccion de oxidacion del GSH y reduccién del DTNB en medio reductor.

Obtencion del Indice de peroxidacion lipidica por cuantificacion de malondialdehido

(MDA)

Los radicales libres producidos en las células actian provocando la ruptura de los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares. Este tipo de reacciones tienen entre sus
subproductos al malondialdehido (MDA). Es asi, que la concentraciéon de este compuesto
puede ser tomada como un indicador de peroxidacién lipidica (Buege y Aust, 1978) . El MDA es
capaz de combinarse con el acido tiobarbiturico (TBA) formando un reactivo de color (TBARs:
especies reactivas del TBA) que puede cuantificarse a 535 nm en espectrofotémetro,

permitiendo estimar de esta manera la concentracion de MDA.

Para evaluar la concentracién de MDA en higados 350 ul de los tejidos homogeneizados
se incubaron con 650 ul de acido tiobarbiturico 0,67 % p/v (TCA 15% p/v, TBA 0.375 % p/v, HCI
0.25 N) por 20 minutos a 952C. La reaccidn se detuvo por inmersién en hielo, leyéndose la
absorbancia a 535 nm dentro de los siguientes 5 minutos. Se realizd una curva patréon de MDA
( Sn stock MDA: 25ul de MDA con 100ml de HCI 0.1 N, se guarda en frasco oscuro; HCl 0.1 N=
1.6 ml de HCI (12N) + 200ml de H,O bidestilada) en TCA 5% p/v (2,5 ml TCA + 47,5 ml H20
bidestilada) cuyo rango de concentraciéon varia desde 0.0125 - 24mM. Los resultados se

expresaron como nmoles MDA/ g tejidos.

Analisis de interaccidn proteica por co-IP

Se homogenizaron 25 mg de ovario (n=5 ovarios por tratamiento) en 500uL de buffer de
lisis no desnaturalizante (200mM Tris-HCI pH=8, 137 mM NacCl, 10% glicerol, % NP-40, 2nM

EDTA pH=8). Al momento de realizar la homogenizacién del tejido se agregaron 5uL de coctel
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inhibidor de proteasas (Sigma, E.E.U.U.) cada 25 mg de tejido utilizado. El homogenato se dejé
en incubacién en agitaciéon constante a 4°C durante 2 hs. Se realizd6 una centrifugacién a
10000g en frio durante 20 minutos y se recuperé el sobrenadante. Se agregd lug de
anticuerpo anti PPARg1+2 (Abcam, E.E.U.U.) y se dejo en incubacidn toda la noche en agitacion
constante a 4°C. Se agregaron 30uL de perlas de proteina A/G (Santa Cruz, sc-2003) y se
incubd toda la noche en agitacion constante a 4°C. Luego de la incubacién se realizdé una
centrifugacion de 1 minuto a 2000 g con el fin de precipitar las perlas junto con el anticuerpo y
complejos proteicos. Se descartd el sobrenadante y sobre el precipitado se realizaron 3

lavados que consistieron en 4 pasos cada uno de ellos:

A) agregado de 200ulL de con solucién tampdn RIPA modificado conteniendo mayor
concentracién de SDS (50 mM Tris-HCI pH=8, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH=8, 1% NP-40, 0,5%

Deoxicolato de sodio, 0,2% SDS) con inhibidor de proteasas;

B) centrifugacion a 2000g por 1 minuto, descartandose el sobrenadante vy

recuperandose el precipitado;
C) lavado con agua destilada calidad biologia molecular;

D) centrifugacion a 2000g por 1 minuto, descartdndose el sobrenadante vy

recuperandose el precipitado.

Luego del ultimo lavado y centrifugacion, al precipitado se le agregaron 50ulL de solucidn
tampdn Laemli 2X (4% SDS, 20% glicerol, 0,004% azul de bromofenol, 0,125M Tris-Cl pH= 6,8,
10% 2-mercaptoetanol). Se incubd a 95°C durante 7 minutos con el objetivo de separar las
perlas de los complejos proteicos obtenidos. Se realizé una centrifugacién a 5000 g durante 1
minuto y se recuperd el sobrenadante. El cual se sembrd en un gel 12% de poliacrilamida con
SDS en condiciones desnaturalizantes siguiendo el procedimiento detallado en el apartado

anterior.

Junto con las muestras a analizar se realizé un control negativo de la técnica, en el cual
se siguio6 el procedimiento total con la excepcion de la incubacidn con anticuerpo. Asimismo en
los geles se sembré un control de muestras proteicas de concentracidn conocida y

previamente probadas en la técnica de determinacidn de proteinas por Western Blott.
Determinacion de colesterol y ésteres de colesterol en ovario
La extraccién de lipidos del tejido ovarico se realizd segin el método de Bligh y Dyer

(Bligh y Dyer, 1959). Ambos ovarios de cada animal (aproximadamente 80 mg totales) se

homogeneizaron en 1000ul de PBS 1X, de los cuales 500 ul se sometieron a dos rondas de
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extracciones con 3,5ml de la mezcla de solventes Bligh-Dyer (Cloroformo 1: Metanol 2 ). Se
particioné el volumen de extraccién con 1,5 ml de agua y 1,5 ml de cloroformo, y
posteriormente al centrifugado, se descarté la fase superior acuosa y la fase orgdnica se
evapord a sequedad en estufa de vacio. El residuo se reconstituyd con 1 ml de mezcla Bligh-
Dyer. Volumenes equivalentes al mismo contenido de proteina fueron evaporados,
reconstituidos en 25 ul de Bligh-Dyer y desarrollados en placas de silica gel mediante la técnica
de cromatografia en capa delgada. Junto a las muestras se desarrollé también una curva
estandar conteniendo cantidades conocidas de las distintas especies lipidicas a analizar. La
mezcla de solventes para el desarrollo de la placa fue hexano: éter: 4cido acético (80:20:2,
V:V:V) (Capobianco et al., 2008). Las placas se desarrollaron y posteriormente se reveld la
presencia de las distintas especies lipidicas con vapores de yodo. El yodo se combina con las
moléculas hidrofébicas, evidenciando la presencia de los lipidos por la aparicion de manchas
marrones. Estas imagenes fueron digitalizadas y se procedio al analisis de la intensidad y area
de las manchas utilizando el programa JustQuantifyFree Web de Sweday
(http://www.sweday.com/JustQuantifyFreeOverview.asp) desarrollado para cuantificaciones
de placas de TLC. Los valores obtenidos se refirieron a la curva realizada con las lecturas de las
imagenes obtenidas de colesterol y ésteres de colesterol estandares sembrados en cantidades

conocidas. Los resultados se expresaron como ug de especie lipidica/mg proteinas.

Determinacion de triglicéridos en higado

Con el objetivo de determinar el contenido hepdtico de triglicéridos se tomaron
fragmentos de higado de aproximadamente 150 mg de diferentes animales de cada fenotipo
los cuales se trataron con 350 ul de KOH etandlico (2 EtOH 100%: 1 KOH 30%) y se incubd toda
la noche a 60°C para garantizar la completa digestién. Luego de la incubacion se neutralizaron
las muestras con H,0:EtOH (1:1), llevando a un volumen final de 1 ml. Luego de centrifugar se
rescatd el sobrenadante y se diluyé nuevamente con H,0:EtOH (1:1) llevando a un volumen
final de 1,2 ml. Se agregaron 215 ul de MgCl, y se incubd a 4°C por 10 minutos. Luego de
centrifugar se rescaté la fase superior y se determind el contenido de triglicéridos comparando
con una curva de glicerol estandar, mediante un ensayo enzimatico colorimétrico por kit

comercial (Wiener LAb, Argentina)(Chow et al., 2011).

Determinaciones séricas

En suero de ratas se realizd la medicién sérica de LH, FSH, testosterona, estradiol,

progesterona, enzimas hepaticas (ALT(alanina aminotrasferasa), AST (aspartato

57



aminotransferasa) y GGT (gama glutamil transpeptidasa)), glucosa, insulina, indice HOMA-IR

(indice homeostatico de IR) y perfil lipidico.
Radioinmunoensayo(RIA) para la determinacion de LH y FSH

Los niveles séricos de LH y FSH a 60 y 90 dias fueron determinados por kits de RIA
siguiendo los protocolos estandarizados. (Lacau de Mengido et al., 1987; Lacau-Mengido et al.,
1996). Los coeficientes intra e inter ensayos fueron menores a 10% y 13%, respectivamente.

Los niveles de LH y FSH se expresaron en ng/mL.
Radioinmunoensayo de Testosterona en suero

Los niveles de T a 60 y 90 dias fueron determinados por RIA especifico, segin se
describié previamente en el laboratorio (Amalfi et al., 2012). Brevemente, muestras séricas de
6 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 realizacion 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 Sddica 0,1%, pH 8). Tanto las muestras
patrones como las muestras a ensayar (100 ul) se incubaron a 4 2C ON con 200 ul del
anticuerpo anti-T y 100 ul del metabolito marcado con tritio-[2,4,6,7,16,17-3H] T, 250uCi,
Amersham Corporation, Arlington Heights, E.E.U.U.). Se utiliz6 para separar las uniones
especificas una suspension de carbdén activado-dextran (Carbon 1%, Dextran 0,1 % en Buffer
RIA) y centrifugacion a 2000g por 15 minutos a 42C en centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B). El
sobrenadante de centrifugacidn fue recogido en viales conteniendo liquido de centelleo, y la
radioactividad se cuantific6 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.. El rango de utilidad del ensayo de la T
fue de 25-1600 pg. Las variaciones intra e inter ensayo fueron de 7,5y 15,1 respectivamente, y
la reaccidn cruzada entre Ty DHEA es < 0,01 pg. Los resultados se expresaron como pg T/ml

suero.
Andlisis por ELISA de estradiol

Los niveles séricos de estradiol a 60 y 90 dias fueron cuantificados por un inmunoensayo
COBASE realizando un ensayo de inmunoelectro-luminiscencia(ECLIA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los coeficientes intra e inter ensayo fueron de 3,93% y 7,08%,

respectivamente. Los resultados se expresaron en ng E2/ml.
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Andlisis de Progesterona por RIA

Los niveles de progesterona en suero fueron cuantificados por radioinmunoensayo
(Abraham et al., 1971; Martinez Calejman et al., 2011). Muestras séricas se extrajeron 2 veces
con ciclohexano. En cada extraccidn se separé la fase orgdnica y se llevd a evaporaciéon con
calor. Los esteroides se resuspendieron en 100ul de PBS 1x. se agregaron a las muestras 100 pl
de la progesterona marcada con tritio y 100 ul de la dilucién apropiada del anticuerpo anti
progesterona. Se incubaron a 49C durante toda la noche, se agregaron 200 ul de
carbon/dextrano y se centrifugaron a 3.200 rpm durante 15 minutos. Una alicuota del
sobrenadante fue contada en un contador de centelleo liquido. Los coeficientes de variacion
intra e inter ensayo fueron de 10,9% y 12,8 %, respectivamente. Los valores se expresaron en

ng de progesterona /ml de suero.

Andlisis de enzimas hepdticas ALT, AST y GGT

Los niveles séricos de ALT, AST y GGT a 60 dias fueron cuantificados por métodos
enzimaticos colorimétricos por kit comercial (Wiener Lab, Argentina) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos cromdforos fueron medidos a 340 nm para ALT y
AST, y a 405 nm para GGT, todos a 25°C. Los coeficientes intra- e interensayo fueron 3.02 and

5.63% para ALT, ALT, 4.4y 4.9% para AST, y 1.62 and 5% para GGT.

Andlisis por ELISA de insulina
Los niveles basales de insulina sérica a 60 y 90 dias fueron medidos por KIT de ELISA
siguiendo las instrucciones del fabricante ( Abcam Insulin Human ELISA Kit). Los coeficientes de

variacion intra e inter ensayo fueron 10 y 12%, respectivamente.

Andlisis de glucosa basal y curva de glucosa.
Los niveles de glucemia basal fueron medidos a 60 y 90 dias por tiras reactivas One
Touch Ultra Mini (Johnson & Johnson Medical S.A). El rango se medicion del aparato es de 20 -

600 mg/dl.

Asimismo, a los 60 dias de edad se evalué el test de tolerancia a la glucosa. Se tomaron 6
animales de 60 dias de edad de cada fenotipo, previo ayuno de 8 horas, los cuales fueron
inyectados intraperitonealmente con 2 ml de una solucién (30g de dextrosa en 100 ml de H,0
bidestilada). Posteriormente, se le tomaron muestras de sangre proveniente de la cola a
tiempo 0, 30, 60 y 90 minutos y se midié el contenido de glucosa en sangre utilizando las tiras
reactivas One Touch Ultra Mini (Johnson & Johnson Medical S.A). El rango se medicidn del

aparato es de 20 -600 mg/d|. Los datos obtenidos fueron utilizados para graficar el area bajo la

59



curva de ambos grupos experimentales. El drea bajo la curva de glucosa nos va a indicar cierto

grado de insulino resistencia.

Cdlculo del indice HOMA-IR
Se realizé el calculo del modelo homeostatico (HOMA-IR, por sus siglas en inglés) como

indice para evaluar insulino resistencia en los animales a 60 y 90 dias de edad (Ecuacion 3.2) .

HOMA-IR = insulina en ayuno (uUl/ml)/ glucosa en ayuno (mg/dl)

450

Ecuacion 3.2: Calculo de HOMA-IR

Determinacion del perfil lipidico

Se analizaron en suero a 60 y 90 dias los niveles de colesterol total, colesterol HDL,

colesterol LDL y triglicéridos.

Determinacion de colesterol total

El colesterol total se midid utilizando un kit enzimatico colorimétrico (Colestat
enzimatico AA, Wiener lab, Argentina). El kit se basa en la deteccidon del peréxido de hidrégeno
que resulta como producto de degradacion del colesterol presente, segun la siguiente reaccion

(Ecuacioén 3.3):

CHE

ésteres del colesterol ——= olesterol + dcidos grasos
CHOD

colesterol + 0, ————— = colesten-3-ona + H,0,

POD
H,0, + 4-AF + aceptolr ———————= quinonimina roja

Ecuacion 3.3: reaccién de liberacidén de perdxido de hidrégeno a partir de colesterol, donde 4-AF es 4-

aminofenazona (Colestat enzimatico AA, Wiener lab, Argentina) .
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El producto final de la reaccién se mide en espectrofotémetro a una longitud de onda de
490 nm. Los resultados se calculan como: colesterol total (g/L) = Densidad dptica de la

muestra*f, donde f= 2 g/L/estandar. El limite de deteccién es de 0.63 mg/dL.

Determinacion de colesterol HDL

El colesterol HDL se midid utilizando un kit enzimatico colorimétrico (HDL Colesterol
Monofase AA plus, Wiener lab Argentina). La reaccion de deteccion se basa en un método
colorimétrico sin precipitacion que detecta el producto de degradacién del colesterol HDL
basandose en una reaccion en dos etapas, en la primera se solubiliza y consume el colesterol

libre o unido a proteinas distintas de HDL, dando un producto no coloreado.

En una segunda etapa, un detergente solubiliza especificamente las proteinas unidas a
HDL. Deesa forma, el colesterol HDL es liberado pudiendo reaccionar con la esterasa de
colesterol y la oxidasa de colesterol resultando en un producto coloreado por medio de una

reaccién con peroxidasa (Ecuacion 3.4).

TOOS
LOL, VLDL, =-———> productos incoloros de LDL,
quilomicrones CHO VLDOL y quilomicrones
detergente )
HOL-colesterol = HOL solubilizada
CHO
HDL-colestersl ———— == colest-4-en-3-ona + H,0,
CHE
FOD
H,0, + TOOS + 4-AAP ———————2 desamolio de color

Ecuacion 3.4: reaccién para la cuantificacién de colesterol HDL (HDL Colesterol Monofase AA plus,

Wiener lab Argentina) .

Se miden los productos de ambas partes de la reacciéon (producto no coloreado y el
coloreado) en espectrofotémetro a 600nm. La concentracion de HDL se calcula a partir de la
diferencia de ambos valores de absorbancia tomando como referencia el valor calculado para

el calibrador, medido en simultdneo. La concentracidon minima detectable es de 4mg/dL.
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Determinacion de Triglicéridos(TG)
Los valores séricos de TG se midieron utilizando un kit enzimatico colorimétrico
(triglicéridos color GPO/PAP AA, Wiener lab Argentina). Se basa en un método enzimatico de

degradacion de Triglicéridos a un producto coloreado rojo, la quinonanimina (Ecuacion 3.5).

o lipoprotein lipasa
triglicéridos = glicerol + dcidos grasos

gliceral kinasa
glicerol + ATP = glicerol-1-P + ADP

GPO
glicensl-1-fosfato + O, —==H,0, + dihidroxiacetonafosfalo

POD .
2 H,0, + 4-AF + clorofensl ————— = quinonimina roja

Ecuacién 3.5: reaccion para la cuantificacion de Triglicéridos (H triglicéridos color GPO/PAP AA, Wiener

lab Argentina.

Determinacion de colesterol LDL
El colesterol LDL se estimd indirectamente por férmula (Friedewald etal.,, 1972)

(Ecuacion 3.6).

LDL = Colesterol total — HDL + TG/5.

Ecuacion 3.6: calculo de colesterol LDL seguiin formula de Friedewald y colaboradores (1972).

Analisis estadistico

El  andlisis  estadistico se realizd  utilizando el programa InfoStat
(http://www.infostat.com.ar), e Instat program (GraphPad software, San Diego, CA, E.E.U.U.).
Se aplicé la prueba de Shapiro- Wilks para testear la distribucion normal de las muestras y la
prueba de Levene para analizar la homogeneidad de varianza. En los casos en que alguno de
los supuestos no se cumplid, los datos se transformaron a Logl0 y se analizaron de dicha
forma (previa corroboracién de normalidad y homocedasticidad de la variable a analizar). En
dichos casos, las variables volvieron a retransformarse a la variable original para realizar los
graficos. Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) con test post-hoc de Tukey para
comparar entre los tres fenotipos o analisis por test de t-Student, en el caso de comparaciones
entre dos grupos. Los porcentajes fueron analizados por Prueba de chi-cuadrado (x%) , como

fue el caso de las etapas del ciclo estral.
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Para el estudio de asociacidn entre la proporcion de animales con fenotipo anovulatorio
respecto de las hembras por camada (clasificados como anovulatorios o no) y el nimero de:
crias, hembras o machos por camada, se aplicd un andlisis por modelo linear generalizado
(GLM, por sus siglas en inglés) con una distribucién binomial . Este analisis se realiz6 utilizando
el paquete estadistico Ry el "R studio" (R Core team 2014), los graficos se realizaron con el
programa Instat program (GraphPad software, San Diego, CA, E.E.U.U.) para mantener la

homogeneidad en los gréficos.

En la leyenda de cada figura, de los distintos resultados, se indican las pruebas
estadisticas utilizadas. En todos los casos los resultados fueron expresados como las medias *

el desvio estandar (D.E.).

B- Estudios en poblacion de pacientes con SOP local

Reclutamiento y seleccidon de pacientes y poblacion control

Poblacion SOP:

Se reclutaron 110 pacientes con diagndstico de SOP, entre 18 y 35 afios atendidas en la
division Endocrinologia del Hospital Durand (Ciudad auténoma de Buenos Aires) y de la
Divisién Ginecologia del Hospital Posadas (Provincia de Buenos Aires). El diagndstico de SOP se
realizd segun los criterios de Rotterdam (2003), que incluye al menos dos de los siguientes

componentes:
a) hiperandrogenismo clinico o bioquimico

b) morfologia de ovario poliquistico por ecografia encontrando al menos un ovario con

12 o mas foliculos de 2-9 mm y/o volumen ovarico mayor a 10 cm®

c) disfuncién ovulatoria definida por la presencia de oligo o amenorrea (ciclos mayores a

35 dias o ausencia de ciclos por 90 dias o mas, respectivamente).

Las pacientes con SOP reclutadas no estaban recibiendo (al menos hasta 2 meses antes
de la extraccion de sangre) terapia hormonal, farmacos que modifiquen la insulina u otros

tratamientos que pudieran afectar el metabolismo o el eje gonadal.

Se establecieron como criterio de exclusién la presencia de: enfermedades hipofisarias,
adrenales y ovaricas incluyendo hiperplasia suprarrenal congénita (déficit de 21 hidroxilasa),
tumores productores de andrdgenos y sindrome de Cushing, asi como también pacientes con

historia de diabetes gestacional, enfermedades hepaticas e hiperprolactinemia.

63



Los pacientes firmaron un consentimiento informado escrito que fue conducido de
acuerdo a la declaracién de Helsinki y el estudio fue aprobado por los Comité de Etica del
Hospital Carlos G. Durand (DI-2014-54-HGACD), del Hospital Nacional Profesor Alejandro

Posadas y de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.
Poblacién control:

Se reclutaron 88 mujeres controles. Que fueron incluidas tomando como criterios: una
edad de entre 18 y 35 afios. Pacientes sanas, residente en dreas urbanas de Buenos Aires
(C.A.B.A. o conurbano bonaerense), sin antecedentes personales patoldgicos previos
exceptuando la posible existencia de hipertension, dislipidemia y/o sobrepeso/obesidad.
Asimismo se establecieron como criterios de exclusién: la anormalidad en los ciclos
menstruales, signos visibles de acné o hirsutismo, presencia de ovarios poliquisticos por
ecografia, antecedentes de diabetes gestacional, antecedentes de diabetes en familiares de
primer grado, factores de riesgo cardiovasculares, embarazo, antecedentes psiquidtricos,
enolismo, toxicomania, antecedentes o sospecha de pancreatitis, ingesta recientes (<3 meses)
de hiperglucemiantes (v.g. glucocorticoides), inestabilidad en el peso corporal (pérdida de >3

kg en los ultimos 6 meses).

Las mujeres controles firmaron un consentimiento informado escrito conducido de
acuerdo a la declaracién de Helsinki y el estudio aprobado por el Comité de Etica del Hospital
de Clinicas José de San Martin, Hospital Carlos G. Durand y de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Buenos Aires .

Fenotipificacion clinica

En cada individuo reclutado, se incluyeron datos antropométricos, clinicos y bioldgicos y

antecedentes familiares.
Se determinaron:

. Medidas antropométricas

Peso, Talla, indice de Masa Corporal (IMC), Circunferencia de la Cintura (CC) se
determinaron mediante un protocolo estandarizado. Evaluacién de Caracteristicas
clinicas para clasificarlos en los grupos de estudio correspondientes. Medicién de
presion arterial sistdlica y diastélica (PAS y PAD, respectivamente).

. Parametros metabdlicos

Las muestras séricas fueron tomadas por la mafiana luego de 12hs de ayuno,

entre los dias 1-3 del ciclo menstrual (fase folicular temprana), en caso de que las
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pacientes fuesen oligomenorreicas o presentasen ciclos menstruales regulares o
irregulares. En caso de pacientes con amenorrea, se tomd la muestra de sangre y
suero en cualquier momento del ciclo.

En todas las pacientes tantos controles como SOP se realizd el dosaje de
glucemia e insulinemia y el perfil lipidico basico (triglicéridos, colesterol, HDL
colesterol, LDL colesterol). Al grupo de mujeres con SOP se les evalud: el exceso de
andrégenos por la presencia de hiperandrogenemia, midiendo la testosterona total,
DHEA-S y/o A4 androstenediona o por la evidencia de clinica de hiperandrogenismo, la
cual fue determinada por la presencia de hirsutismo de acuerdo al puntaje de
Ferriman-Gallway modificado (FGm) > 8 o por la presencia de acné y/o alopecia

androgénica.
. Determinacion de fenotipo en pacientes con SOP

Las pacientes con SOP fueron subclasificadas en fenotipo hiperandrogénico
(HA) si presentaba signos de hiperandrogenismo(bioquimico y/o clinico), o en caso

contrario en fenotipo normoandrogénico (NHA).

Determinacion de marcadores de riesgo cardiovascular (RCV) vy

establecimiento de valores de corte

Se realizaron los cdlculos de los indices conocidos como indice de adiposidad visceral
(VAI, por sus siglas en inglés: Visceral Adiposity Index) (Ecuacién 3.7) (Amato et al., 2010, 2011)
y el producto de acumulacién lipidica (LAP, por sus siglas en inglés: Lipid accumulation product)

(Ecuacion 3.8) (Kahn, 2005) como marcadores tanto de IR como de RCV.

VAI = CC/36,58 + (1,89 x IMC) x TG/0,81 x 1,52/HDL

Ecuacion 3.7: formula para el célculo de VAI

LAP= (CC (cm)- 58) x TG (nmol/L)

Ecuacion 3.8: formula para el célculo de LAP
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La IR fue estimada en forma indirecta utilizando valores de glucemia e insulinemia en
ayuno para calcular el modelo homeostatico de IR (Ecuacidon 3.9,a) (Matthews et al., 1985), el
indice de insulino sensibilidad QUICKI (Ecuacion 3.9, b)(Katz et al., 2000) vy la razén glucemia a

insulinemia (Legro et al., 1998) (Ecuacién 3.9, c).

A
HOMA-IR = insulina en ayuno (uUl/ml)/ glucosa en ayuno (mg/dl)
450
B
QUICKI = 1
log insulinemia basal (1U/mL) + log glucemia basal (mg/dl)
C
GLC/INS= Glucemia (mg/dl)
Insulinemia (IU/mL)

Ecuacion 3.9: Férmulas utilizadas para los calculos de los indices de IR. A) HOMA-IR, B) QUICKI, C)
GLC/INS.

Marcadores tradicionales de RCV como el indice CT/HDL (Millan et al., 2009) y TG/HDL
(McLaughlin et al., 2005; da Luz et al., 2008) fueron utilizados como marcadores de RCV para
comparar con LAP y VAI. Se tomaron como valores de corte para los marcadores de RCV
tradicionales los ya utilizados por otros autores(Siniawski et al., 2011; Salazar et al., 2012).
Estableciéndose RCV en aquellas pacientes que presenten valores de CT/HDL> 3,2 o TG/HDL>

2,5, segln el marcador considerado.
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A pesar que el clamp euglucémico-hiperinsulinémico fue establecido como el estudio
gold-standard para la determinacidn de IR, existen dificultades para su aplicacion por lo que el
indice HOMA-IR se utilizd como herramienta para evaluar IR ya que correlaciona con el clamp
(Bonora et al., 2000). El indice HOMA-IR se utilizé para calcular el mejor valor de corte para VAI
y LAP. También se estudié la asociacién entre LAP y VAl y los diferentes parametros
involucrados en el RCV como se describe en el lll Panel de tratamiento adulto (ATP Ill) para la
evaluacion de la presencia de Sindrome metabdlico (Tabla 3.3) (Expert Panel on Detection,

Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, 2001).

Componentes del sindrome metabdlico seguin ATP IlI
CcC >88 cm
Glucemia > 110 mg/dl

HDL < 50 mg/dl

TG > 150 mg/dI
Presion arterial sistolica (PAS) > 130 mmHg
Presidn arterial diastdlica (PAD) > 85 mmHg

Tabla 3.3: Componentes del sindrome metabdlico (SM) segun la definicién del Il Panel de tratamiento
adulto (ATP IIl), segun el cual la presencia de SM queda definida por la presencia de al menos 3 de las 5
caracteristicas: Circunferencia de cintura alta, glucemia alta, bajos niveles de HDL, altos niveles de

triglicéridos, presion arteerial alta.

Determinacion de quemerina sérica

Se realizé un cdlculo del n necesario para la cuantificacion de quemerina sérica. La
determinacidn se realizé mediante ensayo de ELISA Sandwich por kit comercial (ab155430,
Abcam, E.E.U.U.). Se diluyeron los sueros 1:4 v/v segun las indicaciones del fabricante, las
muestras se midieron junto con una curva de calibracién usando reactivos dados por el
fabricante. Los productos coloreados se midieron en espectofotémetro a 450nm. Los
resultados se expresan en ng/mL. Los coeficientes de variacidn intra e interensayo son 10% y

12%, respectivamente.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desvio estandar (D.E.) o mediana y rango

intercuartilico segun sea distribucidn normal o asimétrica respectivamente.
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Se realizaron andlisis de correlacién mediante la utilizacién de los coeficientes de
Pearson o Spearman, segun el caracter de la variable a analizar. El test de chi-cuadrado se
utilizdé para ver la asociacién entre variables categdricas. En los casos en que las variables no
cumplian con los criterios de normalidad y homocedasticidad se aplicé la transformacidn
logaritmica con el fin de aplicar el test ANOVA (de uno o dos factores, segln correspondiere)
con test post-hoc para establecer las comparaciones. Luego de testear la homocedasticidad,
usando test de Levene, se aplicd el test post-hoc de Tukey para los casos en que la misma se
cumplia, en caso contrario se aplicd el test Dunnett’s-T3. En los casos en que esta
transformacion no logré el cumplimiento de los supuestos para la aplicacién de la estadistica
paramétrica, se aplicé un tratamiento no paramétrico de los datos mediante test de Kruskal-
Wallis. Las variables son presentadas como valores medidos, sin transformacion. El andlisis de
regresion multiple se utilizd para ajustar las variables por edad e IMC debido a que ambos son
pardmetros conocidos como factores contribuyentes a RCV. Todos los andlisis descriptos se

realizaron por el paquete estadistico SPSS (SPSS versién 14.0, Chicago, IL, E.E.U.U.).

En el caso de variables heterocedasticas se aplico un modelo linear generalizado (MLG)
con distribuciéon gama y funcion log link. Para modelar la heterocedasticidad se utilizd la

funcién “Varldent” mediante el paquete de datos R (R Core team 2014).

Para evaluar la habilidad de VAl y LAP para estimar la presencia de IR en nuestra
poblacién, curvas de construyeron curvas ROC, y se determind el area bajo la curva (AUC). Para
la construccién de las curvas se utilizé una poblacidn control normal de entre 18 y 35 afos que
no presentaran ningun criterio diagndstico de SOP y no cumplieran ninguno de los criterios de
exclusién previamente descriptos. Se usé de referencia un valor de HOMA>2,3 como corte
para definir IR que fue establecido en trabajos previos realizados con poblacidn argentina sana
(Graffigna et al., 2005). Se eligié6 como valor de corte para LAP y VAl los que presentaban
valores 6ptimos de sensibilidad y especificidad identificados como los que mantienen (1-
sensibilidad)® + (1-especificidad)? al minimo Los andlisis fueron realizados usando el programa
SPSS versién 14.0 Chicago, IL, E.E.U.U.. Las curvas ROC/AUC fueron construidas con el
programa Instat (GraphPad software, San Diego, CA, E.E.U.U.) y se calcularon los valores
predictivos positivos (VPP) y los valores predictivos negativos (VPN).como VPP= resultados
positivos en pacientes con la patologia/ total de resultados positivos, y VPN= resultados
negativos en pacientes sanos/total de resultados negativos (Wiltgen et al., 2009). Se tomaron

como diferencias significativas p<0,05.
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IV. Capitulo 1: Efectos de la
hiperandrogenizaciéon
prenatal: caracterizacion
de las camadas y efectos
sobre el balance
metabdlico.
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Capitulo 1

Efectos de la hiperandrogenizacion prenatal: caracterizacion de
las camadas y efectos sobre el balance metabdlico

Nuestro primer objetivo fue caracterizar el modelo de hiperandrogenizacién prenatal
desde el punto de vista metabdlico, ya que dichas alteraciones se encuentran presentes en las
pacientes con SOP. Asimismo, con el objetivo de evaluar si las posibles alteraciones
metabdlicas se modificaban a lo largo de la vida, estudiamos dos momentos: la transicidn de la

pubertad a la adultez (60 dias de vida) y la adultez (90 dias de vida).

Resultados

Parametros por camada

Al momento del nacimiento se evaluaron diferentes pardmetros de las camadas como
son: la duracion de la gestacioén, la proporcidon de hembras y machos y el numero total de crias.
No se observaron diferencias estadisticas significativas entre grupos experimentales en cuanto
a la duracién de la gestacion, al tamafio de la camada, ni en cuanto a la proporcién de sexo en

las crias nacidas, al comparar entre grupos Control y HP (Tabla 4.1).

Parametro Evaluado Tratamiento
Control Hiperandrogenizacién
Duracion de la
22,17 + 0,41 22,00+ 0,28
Gestacion (dias)
N° crias
12,25+ 0,50 12,37 +1,98
Totales
N° crias
Camada 7,25 + 1,89 6,05 + 1,75
Hembras
N° crias
5,20+1,31 6,32 +1,76
Machos

Tabla 4.1: Caracteristicas de la camada. Por cada tratamiento se evaluaron un total de 19 camadas. No

se detectaron diferencias significativas ; p>0,05 para todos los casos estudiados por test de t-student.

Como puede observarse en la Tabla 4.2 se clasificaron las crias hembras segln su ciclo

estral tanto, en el comienzo de la adultez como ya en la etapa adulta. Los resultados revelan
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gue desde el comienzo de la adultez la hiperandrogenizacién prenatal genera irregularidades
en el ciclo estral. Dichas irregularidades no se mantienen a los 90 dias de edad. El analisis por
Chi cuadrado de Pearson demostrd que existe una relacidon entre la edad y la proporcién de

fenotipos presentados en el grupo HP (p=0,0425).

El grupo HP ovulatorio regular no fue considerado para los andlisis posteriores ya que
dicho grupo no presenta alteraciones en la disfuncionalidad del ciclo estral, siendo esta una de
las caracteristicas esperadas en los modelos SOP de animales de laboratorio. De aqui en
adelante el fenotipo HP ovulatorio irregular se nombrard como HPiov y el fenotipo HP

anovulatorio como HPanov.

Fenotipo del grupo Fenotipo del grupo HP
Edad control
Ovulatorio HP ovulatorio HP ovulatorio HP
Regular regular irregular anovulatorio
60 dias 100% 20 (10-30)% 47 (43-51)% 33(27-39)%
(comienzo de
adultez)
90 dias 100% 9,5 (8-11)% 49,5 (49-50)% | 40,5 (38-43)%
(adultez)

Tabla 4.2: Proporcion de fenotipos de acuerdo al ciclo estral. Los experimentos para la evaluacion de la
frecuencia de fenotipos se repitieron en tres ocasiones distintas, cada uno con camadas de n=25

madres. Los resultados son presentados como la media y el rango (min.-max.).

Con el fin de analizar la variabilidad de fenotipos intra-camadas, realizamos un andlisis
para evaluar si la proporcién de animales con fenotipo anovulatorio por camada presenta
asociacion con el niumero total de crias, el nUmero total de machos o el nimero total hembras.
Se analizaron n=19 camadas distintas, de las totales efectuadas, para las cuales se contaba con
todos los datos. El andlisis revelé que la proporcién de ratas anovulatorias por camada no
presentd asociacidon con el nimero de crias totales (p=0,875, Flg. 4.1, A), con el nimero de

crias machos (p=0,4202, Fig. 4.1, B) ni con el nimero de crias hembras (p=0,0581, Fig. 4.1, C).
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Figura 4.1: Analisis de asociacion para n=19 camadas totales, entre la proporcidn de ratas anovulatorias
por camada con A) el nimero de crias totales, B) el nimero de machos totales por camada, C) el nUmero

de hembras totales por camada.

Curva de ganancia de peso o crecimiento

Se construyd la curva de crecimiento para todas las crias hembras clasificadas segun el
fenotipo que presentan en estadio adulto. Los resultados obtenidos muestran que no se ve
alterado el patron de ganancia de peso desde el momento del destete hasta los 90 dias de

edad (Fig. 4.2).
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Figura 4.2: Curva de crecimiento de los distintos grupos desde la fecha del destete hasta la edad adulta
(90 dias). ANOVA de medidas repetidas, p>0,05 entre tratamientos para cada tiempo analizado n=30

ratas por grupo.

Perfil metabdlico

Se evalud el perfil metabdlico en los grupos control, HPiov y HPanov. Debido a que el
inicio de la adultez (60 dias) es un periodo de susceptibilidad, cambio e inestabilidad, donde
pueden aparecer fendmenos que podrian dar indicios de afecciones en la vida adulta, se
decidié medir distintos parametros desde dicha etapa como asi también en la vida adulta (90
dias). Los objetivos de evaluar dichas etapas son estudiar si la hiperandrogenizacion prenatal
tiene un efecto desde el fin de la pubertad; y por otro lado, estudiar si dichos efectos pueden

persistir o modificarse en la adultez.

Comienzo de la adultez (60 dias)

Perfil lipidico

La medicién del perfil de lipidos mostré que, en el comienzo de la adultez, en los
fenotipos HPiov como HPanov se observa una dislipidemia caracterizada por un aumento en

los niveles circulantes de colesterol LDL asi como también de triglicéridos (Fig. 4.3).
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Figura 4.3: Perfil lipidico en suero en edad puberal (60 dias). A) Colesterol total, B) Colesterol HDL, C)
Colesterol LDL, D) Triglicéridos. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 muestras por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.

Por otro lado, se midieron estimadores del metabolismo de glucosa e insulina. Los
niveles de insulina basal se encontraron alterados en ambos fenotipos del grupo HP (Fig. 4.4,

A), mientras que los niveles de glucemia sdlo se vieron alterados en el fenotipo HPanov (Fig.

4.4, B).

La curva de tolerancia a la glucosa se vio afectada en ambos fenotipos HP (Fig. 4.4, C). El
indice HOMA-IR, como estimador de insulino resistencia, se vio aumentado en el fenotipo
HPanov (Fig. 4.4, D). Se observa entonces una hiperinsulinemia precediendo tanto a la

hiperglucemia como al indicio de insulino resistencia detectado por el indice HOMA-IR en el

fenotipo HPiov.
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Figura 4.4: Parametros de insulina y glucosa en el comienzo de la adultez (60 dias). A) Insulina basal,
B)Glucosa basal, C) Curva de tolerancia a la glucosa, D) indice HOMA-IR. Cada columna representa la
media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 animales por grupo; a

vs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Marcadores de daino hepatico

Debido a que la insulino resistencia y la dislipidemia, asi como también el
hiperandrogenismo, son considerdos como factores de riesgo para el desarrollo de esteatosis

hepatica y EHGNA, se midieron entonces marcadores de dafio hepatico.

Evaluamos los niveles séricos de tres enzimas hepdaticas que se utilizan cotidianamente
en la clinica como marcadores de dafio hepatico. Los niveles de ALT se vieron elevados en el
fenotipo HPiov, sin embargo en el fenotipo HPanov no se encontraron alterados respecto del
grupo control. Los niveles de las enzimas AST y GGT no se vieron afectados en ninguno de los

fenotipos HP respecto del grupo control (Fig. 4.5).
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Figura 4.5: Niveles séricos de enzimas hepaticas en animales de 60 dias de edad. A) niveles de ALT, B)
niveles de AST, C) niveles de GGT. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e
Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 animales por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.

Debido a que el hiperandrogenismo ha sido correlacionado como posible factor
contribuyente al desarrollo de higado graso evaluamos los niveles de concentracién de lipidos
intrahepaticos. La tincién especifica de lipidos en el higado resultd negativa en todos los
grupos (Fig. 4.6). Asimismo la cuantificacidn especifica de triglicéridos hepaticos no mostré

diferencias entre los tres fenotipos analizados (Fig. 4.7).
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Figura 4.6: Contenido citoplasmatico de gotas lipidicas por técnica de SUDAN IV para n= 6 ratas por
grupo. A) Control positivo de la técnica, donde las gotas lipidicas se sefalan con flechas. Cada fotografia
muestra los detalles (100x) de una tincién representativa de B) Control, C) HPiov, D) HPanov.No se

encontraron evidencias de acumulacion de gotas lipidicas hepaticas.
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Figura 4.7: Contenido de triglicéridos en higado. Cada columna representa la media + D.E de grupos
Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 8 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA

con test post-hoc de Tukey. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos analizados.

Dado que el estrés oxidativo es otro factor involucrado en el desarrollo de esteatosis,
evaluamos los niveles del metabolito antioxidante, glutatién, y el indice de peroxidacion
lipidica. El fenotipo ovulatorio presentd valores incrementados de glutatidn total respecto del
grupo control, mientras que el fenotipo HPanov presenté bajos niveles del mismo respecto del
grupo control (Fig. 4.8, A). En cuanto a los niveles de peroxidacion lipidica, observamos que

solo el fenotipo HPanov presentd un incremento de los mismos respecto del grupo control

(Fig. 4.8, B).
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Figura 4.8: Estrés oxidativo en higado a 60 dias. A) Niveles del metabolito antioxidante, GSH total en
higado, B) Niveles de peroxidacion lipidica hepdtica. Cada columna representa la media + D.E de grupos
Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA

con test post-hoc de Tukey. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos analizados.
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Mediadores de la via lipogénica hepatica a 60 dias

Si bien nuestros resultados no revelaron senales de estatosis hepdtica ni dafio hepatico
severo, nos planteamos como objetivo evaluar el efecto del hiperandrogenismo sobre la
posible desregulacion de la lipogénesis hepatica, la cual podria llevar a una posterior
acumulacién de lipidos en el higado y, al consecuente desarrollo de EHGNA en edades mas

avanzadas.

Los factores de transcripcion reguladores de las enzimas involucradas en la via
lipogénica PPARg y Srebp mostraron mayores niveles de expresién de ARNm en los grupos HP
(Fig. 4.9, A y B). Mientras que el factor de transcripcién Chrebp solo presentd mayores niveles

de ARNm en el fenotipo HPanov (Fig. 4.9, C).
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Figura 4.9: Abundancia relativa de ARNm de factores de transcripcion reguladores de las enzimas
lipogénicas relativos a 60 dias de edad. Expresion de a) PPARg, B)Srebp, C) Chrebp. Cada columna
representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 muestras

por grupo; avs b P <0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Las enzimas involucradas en la lipogénesis mostraron niveles alterados de sus ARNm.
Los niveles de ARNm de ambas isoformas de las enzimas acetil-CoA carboxilasas (Acaca y

Acacb) estaban disminuidos en ambos fenotipos HP (Fig. 4.10, A y B). Mientras que los niveles
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de ARNm de la enzima Fas estaban aumentados en ambos fenotipos HP (Fig. 4.10, C) y de Scd1

sélo mostraron un aumento significativo en el fenotipo HPanov (Fig. 4.10, D).
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Figura 4.10: Abundancia relativa de ARNm de enzimas lipogénicas a 60 dias de edad (comienzo de la
adultez). Expresion de A) Acaca, B) Acach, C) Fas, D) Scd1. Cada columna representa la media + D.E. de
grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 muestras por grupo; a vs b P < 0,05,

por ANOVA con test post-hoc de Tukey.
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Etapa adulta (90 dias)
Perfil metabdlico

La medicidn del perfil de lipidos mostré que en etapa adulta los fenotipos HPiov y
HPanov presentan dislipidemia, con aumento en los niveles circulantes de colesterol LDL y de

triglicéridos (Fig. 4.11), manteniéndose las mismas alteraciones que en el comienzo de la

adultez.
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Figura 4.11: Perfil lipidico en suero en edad adulta (90 dias). A) Colesterol total, B) Colesterol HDL, C)
Colesterol LDL, D) Triglicéridos. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.

Los niveles de insulina se encontraron alterados en ambos fenotipos de los grupos HP
(Fig. 4.12, A). La glucemia basal se encontré aumentada en el fenotipo HPiov y aun mas
elevada en el fenotipo HPanov (Fig. 4.12, B). Asimismo el indice HOMA-IR se encontré elevado
en ambos fenotipos HP (Fig. 4.12, C). Estos resultados revelan que, el cuadro metabdlico
empeora en edad adulta en el fenotipo HPiov, siendo que, a 60 dias de edad no se encontraba

hiperglucemia ni alteraciones en el indice HOMA-IR.
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Figura 4.12: Parametros de insulina y glulcosa en la adultez (90 dias). A) Insulina basal, B) Glucosa basal,
C) indice HOMA-IR. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado

prenatalmente (HP) en 10 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Marcadores de dafio hepatico

Debido a que en el comienzo de la adultez no se hallaron sefiales de esteatosis hepatica
pero si alteraciones en la lipogénesis, se decidié evaluar si dichas alteraciones a 90 dias de

edad podrian llevar al desarrollo de alteraciones asociadas a EHGNA.

Evaluamos los niveles séricos de tres enzimas hepaticas. Los niveles de ALT,AST y GGT no

se vieron afectados en ninguno de los fenotipos HP respecto del grupo control (Fig. 4.13).
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Figura 4.13: Niveles séricos de enzimas hepaticas en animales de 90 dias de edad. A) niveles de ALT, B)

niveles de AST, C) niveles de GGT. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 10 animales por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.

Asimismo la cuantificacion especifica de triglicéridos hepdticos no mostré diferencias

entre los tres fenotipos analizados (Fig. 4.14).
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Figura 4.14: Contenido de triglicéridos en higado. Cada columna representa la media + D.E. de grupos

Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 8 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA

con test post-hoc de Tukey.
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Al evaluar los niveles de estrés oxidativo a 90 dias de edad, solo el fenotipo HPanov
presentd un incremento en los valores de glutatién respecto del grupo control (Fig. 4.15, A).

Asimismo hallamos altos valores del indice de peroxidacidn lipidica en el fenotipo HPanov

respecto del grupo control (Fig. 4.8, B).
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Figura 4.15: Estrés oxidativo en higado a 90 dias. A) Niveles del metabolito antioxidante, GSH total en
higado, B) Niveles de peroxidacidn lipidica hepatica. Cada columna representa la media + D.E. de grupos
Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 animales por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA

con test post-hoc de Tukey. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos analizados.

Mediadores de la via lipogénica hepatica a 90 dias

Los factores de transcripcion reguladores de las enzimas involucradas en la via
lipogénica mostraron un patrén contrario al hallado a 60 dias de edad. Los niveles de ARNm de
PPARg, Srebp y Chrebp fueron menores en ambos fenotipos HP respecto del grupo control (Flg.
4.16, A,B y C, respectivamente). Incluso, en el caso de Chrebp el fenotipo HPanov presentd los

niveles mas bajos de expresion (Fig. 4.16, C).
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Figura 4.16: Abundancia relativa de ARNm de factores de transcripcidon reguladores de las enzimas
lipogénicas a 90 dias de edad. Expresidon de a) PPARg, B) Srebp, C) Chrebp. Cada columna representa la
media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a

vs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

En su conjunto, todos estos resultados sugieren que el hiperandrogenismo prenatal
conlleva a alteraciones en el metabolismo y la reproduccién de las crias hembras adn sin la
presencia de sobrepeso u obesidad. Dichas perturbaciones pueden detectarse desde el
comienzo de la adultez. El cuadro metabdlico de alteraciones en el sistema de insulina y

glucosa empeora en etapa adulta mientras que la via lipidica intra-hepatica se ve modificada.
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Discusion

La programacion fetal es un fendmeno que puede perturbar a distintos tejidos en
desarrollo. Se sabe que las alteraciones hormonales, como es el exceso de andrégenos durante
las primeras etapas de la vida, pueden alterar tanto al sistema enddcrino como al metabdlico
en la vida post-natal. Se ha demostrado que las consecuencias enddcrino-metabdlicas son
dependientes de la dosis de testosterona administrada durante la vida prenatal, incluso
llevando a una defeminizacion si las dosis aplicadas son altas (Wolf, 2002; Amalfi et al., 2012).
En este trabajo de tesis nos propusimos evaluar los efectos de la hiperandrogenizacién con una
dosis de testosterona de 1mg. La dosis elegida ya ha sido reportada anteriormente (Wolf,
2002). Concordando con Wolf y colaboradores (2002), nuestros resultados revelaron que la
hiperandrogenizacidon prenatal, en esta dosis, conlleva a alteraciones apreciables pero sin
afectar la viabilidad de las crias, la proporcién de sexos, ni la gestacién (Tabla 4.1). Mas aun, al
analizar las crias hembras encontramos que la hiperandrogenizacién prenatal con una dosis de
1mg diario de testosterona conlleva el desarrollo de dos fenotipos respecto del ciclo estral. En
particular, nuestros resultados revelaron que desde el fin de la pubertad se detecta un alto
porcentaje de las crias con alteraciones en la ciclidad y que dichas alteraciones se incrementan

y empeoran en etapa adulta (Tabla 4.2).

La presencia de dos fenotipos distintos en una misma camada no dependié del nimero
total de crias por camada, ni del nimero de hembras ni de machos. Por lo que, la compleja red
de mecanismos que puede llevar al desarrollo de dos fenotpos distintos como respuesta a una
misma dosis de testosterona, podria deberse tanto al fendmeno de plasticidad fenotipica en la
respuesta al insulto hormonal (Bateson et al., 2014), como asi también a un efecto de posicion
intrauterino o a alteraciones y modulaciones particulares de la placenta. La posicidn relativa
que un feto en desarrollo tiene, respecto de los otros fetos adyacentes, influencia el medio
hormonal al que el mismo queda expuesto, y asi también a su desarrollo (Zielinski et al., 1991).
Por ejemplo, se ha estudiado que un feto hembra que esta rodeado por dos fetos macho, tiene
un ambiente hormonal diferente al de un feto hembra que tiene otras dos hembras
adyacentes (Zielinski et al., 1991). En cuanto a la disfuncién placentaria, se ha demostrado que
los andrégenos administrados prenatalmente pueden influenciar los niveles de enzimas
esteroidogénicas expresadas por la placenta, condicionando de esta forma, el medio hormonal
al que quedan expuestos los fetos en desarrollo (Sun et al., 2012). Es importante resaltar que
se ha desscripto un fenotipo plastico en pacientes con SOP y sus parientes. Particularmente,
Jahanfar y colaboradores (1995) estudiaron gemelos mono y dicigdticos en los cuales hallaron

que si bien uno de los gemelos presentaba ovarios poliquisticos, hiperandrogenismo y

86



disfunciones menstruales, el otro, presentaba sélo algunos de dichos sintomas (Jahanfar et al.,
1995). Es de destacar que, si bien se conoce que todos estos fendmenos estan involucrados en
el desarrollo del fenotipo que se puede presentar en la vida postnatal, aun hoy, estos
mecanismos y fendmenos no se concocen con certeza ni se han estudiado con profundidad en

el contexto de SOP e hiperandrogenismo.

SOP y EHGNA comparten ciertas caracteristicas como IR y SM. EHGNA, al igual que SOP,
es una patologia multifactorial y se ha descripto que el ambiente intrauterino juega un rol en
su posible desarrollo (Baranova et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado que en pacientes
con SOP el hiperandrogenismo estd asociado a la predisposicion a EHGNA. Debido a esto, nos

propusimos evaluar el efecto de la programacién fetal mediada por andrdégenos en el higado.

Nuestros resultados revelaron la presencia de dislipidemia desde el comienzo de la
adultez, la cual se mantiene en la vida adulta. También hemos encontrado alteraciones en el
metabolismo de la glucosa e insulina. A los 60 dias de edad, se observd que el fenotipo con
anovulacién (HPanov) presentd insulino resistencia, hiperinsulinemia e hiperglucemia,
sintomas que se mantienen durante la etapa adulta, a los 90 dias de edad. Por otro lado, el
fenotipo ovulatorio irregular presentdé en el comienzo de la adultez hiperinsulinemia vy
alteraciones en la respuesta a la glucosa. Sin embargo, en etapa adulta, dicho fenotipo
mantuvo su hiperinsulinemia pero presentd también, insulino resistencia e hiperglucemia.
Estos resultados sugieren, como se ha descripto en pacientes con SOP, que la hiperinsulinemia
puede presentarse aun en ausencia de hiperglucemia (Diamanti-Kandarakis et al., 2005).
Asimismo, estos resultados revelan que alteraciones por exceso andrégenico durante la vida
prenatal pueden detectarse ya a los 60 dias de vida, pudiendo empeorar al llegar a la adultez.
Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de evaluar pardmetros metabdlicos desde
edades tempranas en mujeres con SOP, ya que un diagndstico temprano de dichas

comorbilidades podria prevenir el desarrollo de IR y cuadros metabdlicos mas complejos.

La IR es un factor de riesgo para el desarrollo de esteatosis hepatica. Asimismo, el
higado es un érgano muy importante, no sélo en la regulacidn metabdlica, sino también en el
control endocrino, por lo que, la evaluacion del estado del mismo es de gran importancia en

individuos con riesgo de sindrome metabdlico y sintomas de IR.

Las transaminasas hepaticas han sido descriptas como marcadores de la funcién y daio
hepatico (Vassilatou, 2014). Aunque ALT es una de las enzimas mas utilizadas como marcador
para detectar dafio hepatico, varios estudios han demostrado que su incremento puede

deberse a otras cuestiones como alteraciones del crecimiento y diabetes (Burgert et al., 2006;

87



Vassilatou, 2014) . Incluso se ha cuestionado el valor diagnéstico de ALT como marcador de
EHGNA ya que se ha encontrado que individuos con EHGNA pueden presentar valores
normales de ALT y asimismo que, individuos con ALT alto pueden no presentar EHGNA (Kim
et al., 2008). Dado estos resultados controversiales, se ha recomendado que los niveles de las
transaminasas sean utilizados solo para detectar niveles de inflamaciéon, como sefiales
indirectas de dano hepatico. Nuestros resultados revelaron altos niveles de ALT sdélo en el
fenotipo HPiov, pero no en el fenotipo HPanov, lo que podria estar reflejando cierto nivel de

inflamacidn en el fenotipo ovulatorio irregular.

El estrés oxidativo también ha sido postulado como uno de los factores involucrados en
la patogénesis del dafio hepatico. Entre otros procesos, el estrés oxidativo participa en la
regulacién de la produccidon y exportacion hepatica de VLDL (Pan etal.,, 2004). Pan y
colaboradores (2004) han demostrado que la adicién de GSH a células hepaticas disminuye la
esteatosis y la peroxidacion lipidica. Asimismo los niveles de GSH hepaticos correlacionan con
altos niveles circulantes de colesterol LDL, lo cual resalta la asociacién entre el estrés oxidativo
y el metabolismo lipidico (Lin et al., 2014). De acuerdo con estos hallazgos, nuestros resultados
a 60 dias de edad, revelaron que en el fenotipo HPiov los niveles de GSH porian compensar el
dafio causado por la peroxidacion lipidica. En cambio, en el fenotipo anovulatorio encontramos
altos niveles de dafio por peroxidacidn lipidica y una disminucidn de GSH. En el fenotipo HPiov,
GSH podria estar involucrado en la modulacidn de VLDL desde el higado a la circulacidn, lo cual
se condice con los altos niveles de LDL séricos. Esta modulacidn podria estar previniendo la

acumulacidn de lipidos intrahepatica.

Nuestros resultados no revelaron acumulacidn de lipidos en el higado, contrariamente a
lo previamente demostrado por otros autores para modelos de hiperandrogenizacién prenatal
(Demissie et al., 2008; Hogg et al., 2011). Esta diferencia puede deberse a que dichos autores
han utilizado mayores dosis de exposicion androgénica. Esto es coherente con lo que
previamente hemos encontrado en nuestro laboratorio, donde demostramos que dosis
mayores de exposiciéon a andrégenos inducen fenotipos SOP mas severos y peores cuadros
metabdlicos asociados (Amalfi et al.,, 2012). Es por ello que si bien no hemos encontrado
evidencia de acumulacidn lipidica, decidimos evaluar el estado del metabolismo lipidico en el
tejido y las factores involucrados en la sintesis de novo de lipidos. Para ello evaluamos dos
factores de transcripcidn: Srebp y Chrebp, los cuales estan regulados por insulina y glucosa.
Ambos, en conjunto, regulan la expresion de enzimas lipogéncias (Browning y Horton, 2004;
Strable y Ntambi, 2010). Nuestros resultados mostraron que ambos fenotipos HP presentan

altos niveles de estos factores de transcripcion, lo cual se condice con los niveles altos de
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glucosa e insulina hallados. Los niveles de expresién de ARNm de Srebp se vieron alterados en
ambos fenotipos HP. En cambio, los niveles de Chrebp solo se vieron alterados en el fenotipo
HPanov, lo que correlaciona con los niveles de insulina y glucosa séricos encontrados, dado
que a los 60 dias los niveles de insulina se encontraban aumentados en ambos fenotipos HP,

mientras que los de glucosa sdélo estaban alterados en el fenotipo HPanov.

El tercer factor de transcripcidn estudiado asociado a la lipogénesis de novo, fue PPARg,
el cual se encuentra involucrado en la regulacidn de la lipogénesis. Se ha demostrado que
PPARg estd incrementado en modelos animales de IR promoviendo la acumulacién lipidica.
Nuestros resultados, en concordancia con lo anterior, mostraron que los niveles de este factor
de transcripcidon estan aumentados en ambos fenotipos HP, evidenciando de esta forma la
intima relacion entre el metabolismo lipidico y de insulina y glucosa (Ables, 2012; Kawano y
Cohen, 2013). No solo encontramos alteraciones en los factores de transcripcion reguladores
de la lipogénesis sino también en los niveles de expresion de ARNm de los genes de Fas y Scd1.
Ambos grupos HP mostraron niveles alterados de expresién de Fas pero sélo el fenotipo
HPanov presentd niveles alterados de Scd1, la enzima que conlleva al a formacién de acidos
grasos monoinsaturados. De esta forma, aunque la via lipogéncia estd alterada en ambos
grupos, estos resultados muestras que el fenotipo anovulatorio presenta una mayor

desregulacion.

El primer factor limitante en la lipogénesis es la sintesis de Malonyl-CoA, el cual es
sintetizado por ACC, una enzima que presenta dos isoformas, ACC1 y ACC2, codificadas por dos
genes distintos: Acaca y Acacb. Nuestros resultados revelaron que dichas isoformas se
encontraban disminuidas en ambos grupos, independientemente del aumento en los factores
de transcripcion reguladores de la lipogénesis. Se sabe que el Malonyl-CoA es un inhibidor
indirecto de la oxidacién de acidos grasos (Browning y Horton, 2004), y ha sido descripto que,
cuando una de las isoformas ACC se encuentran disminuidas entonces la oxidacién de acidos
grasos se incrementa. Estos resultados muestran que la reduccion de las isoformas de ACC
podria deberse a mecanismos regulatorios independientes de la accion de PPARg, SREBP y
ChREBP. Esto podria estar evitando la acumulacion de lipidos en el higado mediante la
inhibicidn de la sintesis de Malonyl-CoA y el favorecimiento de la oxidacién de acidos grasos

(Savage et al., 2006; Strable y Ntambi, 2010).

Nuestros resultados concuerdan con estudios previos (Mao etal., 2006; Strable y
Ntambi, 2010) en los que se demostrd que los niveles de Acaca son independientes de la
expresion de genes involucrados en la sintesis de acidos grasos. De hecho, se ha demostrado

que el ratdn knock-out para Acaca presenta altos niveles de expresion de varias proteinas
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involucradas en la lipogénesis y ausencia de acumulacién hepatica de lipidos. Estos resultados
sugieren que Acaca podria estar jugando un rol de proteccién hepatica, previniendo el
desarrollo de esteatosis, la cual tampoco es detectada en edad adulta. A pesar de la
desregulacién y estimulacidon de la via lipogénica a 60 dias de edad, a 90 dias de edad,
sorprendentemente, encontramos una inhibicion de los factores reguladores de la via
lipogénica y el cuadro de estrés oxidativo, es menor en ambos fenotipos HP respecto de lo
hallado a 60 dias de edad. Estos resultados podrian deberse a que una disminucién de la
lipogénesis concuerda con una disminucién de radicales libres. De esta forma, el sistema
antioxidante intracelular podria compensar el dafio oxidativo. Sin embargo, no se podria

descartar la accidn del dafio oxidativo por otras vias.

Asimismo, tampoco encontramos sefiales de acumulacién lipidica hepatica. Es
importante resaltar que la incidencia de EHGNA vy la acumulacidon hepatica de lipidos esta
asociada al peso corporal, siendo el sobrepeso, la obesidad y las alteraciones en tejido adiposo
asociadas desencadenantes de esteatosis hepatica (Fabbrini et al.,, 2010; Michaliszyn et al.,
2013; Park et al., 2014). Debido a que en nuestro modelo no encontramos alteraciones en el
peso, esto podria estar asociado al hecho de que no se presente un cuadro de esteatosis.
Nuestros resultados revelan que el fenotipo mds afectado fue el anovulatorio, por lo que
podria ser el mas susceptible a presentar dafio hepatico y signos de esteatosis a largo plazo en
presencia de sobrepeso u obesidad (Browning y Horton, 2004; Estall et al.,, 2009). Estos
resultados estan de acuerdo con lo encontrado en mujeres con SOP, donde fenotipos mas

severos presentan mayor prevalencia de EHGNA (Jones et al., 2012).

Una vez determinado el cuadro metabdlico a 60 y 90 dias de edad en nuestro modelo, el
paso siguiente fue analizar posibles alteraciones en el sistema reproductivo, el cual se

encuentra relacionado y depende del estado metabdlico
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Figura 4.14: Alteraciones metabdlicas en animales de 60 y 90 dias de edad. Flechas y signos igual
indican la desregulacién (en el caso de flechas) o no (signos iguales) respecto del grupo control de edad
correspondiente en los fenotipos HPiov (violeta) y HPanov (rojo). Flechas con bordes discontinuos

indican tendencia. Flechas con bordes continuos indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 4.15: Esquema resumen de las alteraciones metabdlicas y hepdticas en animales de 60 y 90 dias
de edad. A los 60 dias se observa un cuadro metabdlico alterado en los animales HP con dislipidemia,
alteraciones en el metabolismo de glucosa e insulina pero sin sobrepeso. En el higado se observé una
estimulacidn de la via lipogénica y dafio por estrés oxidativo. Todo ello podria conducir al desarrollo de
esteatosis y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA) en edades avanzadas. A 90 dias se
observa también un cuadro meabdlico alterado, sin sobrepeso, en animales HP asi como estrés
oxidativo hepatico, pero los resultados revelaron una disminucion de la lipogénesis sin presencia de

acumulacion de triglicéridos hepaticos y el desarrollo de EHGNA.
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Capitulo 2

Efectos de la hiperandrogenizacion prenatal sobre la
funcionalidad ovarica en la transicion a la edad adulta (60 dias).

Una vez caracterizado metabdlicamente nuestro modelo de hiperandrogenizacién
prenatal (Capitulo 1), nos propusimos evaluar, en primera instancia, los posibles efectos sobre

la funcionalidad ovarica a 60 dias de vida (transicion a la adultez).

Resultados

Evaluacion histologica y morfologica del ovario

Se evalud la morfologia ovarica en etapa puberal (Fig. 5.1.). El grupo control presenté
ovarios con foliculos en distintos estadios de desarrollo y la presencia de cuerpos Iuteos (Fig.
5.1, A). Se observaron alteraciones en la morfologia en los grupos HP (Fig. 5.1, By C). El grupo
HPiov presentd quistes (Fig. 5.1 B) los cuales estan caracterizados por una fina capa de células
de la granulosa y un engrosamiento de la capa de células de la teca (Fig. 5.1, D). En el grupo
HPanov se observd, ademas de la presencia de quistes, un exceso de foliculos preantrales

invadiendo la estructura ovarica (Fig. 5.1, C).
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Figura 5.1: Cortes histoldgicos representativos de cada fenotipos con coloracién de Hematoxilina eosina

en animales de 60 dias de edad. A) Grupo control (40X), B) Grupo HPiov (40X), C) Grupo HPanov (40X),
D) Detalle de quiste(100X). Cuerpo Luteo (CL), Foliculo antral (FA), quiste (Q), células de la granulosa

(CG), células de la teca (CT) y foliculos preantrales (F Pa).

Si bien se observé la presencia de cuerpos liteos en ambos fenotipos HP, los cuales
pueden ser interpretados como sefal de ovulacidon, los mismos presentaban un alto grado de
degeneracion. Asimismo, el conteo folicular reveld alteraciones en el desarrollo folicular de los
fenotipos HP. Si bien no hubo alteraciones en el porcentaje de foliculos primordiales de los
grupos HP respecto de los animales controles (Fig. 5.2, A), si encontramos un aumento del
porcentaje de los foliculos primarios en el fenotipo PHanov (Fig. 5.2, B) y una disminucion del
porcentaje de foliculos preantrales en el fenotipo PHiov (Fig. 5.2, C). No encontramos
diferencias en el porcentaje de los foliculos antrales entre los grupos Control y HP (5.2, D). Por
otro lado, si bien se encontraron cuerpos luteos en los grupos HP (Fig. 5.2, E), el porcentaje de

los mismos estaba disminuido. Asimismo los fenotipos HP presentaron quistes (Fig. 5.2, F).
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Figura 5.2: Efecto del hiperandrogenismo prenatal en la cuantificaciéon del porcentaje de los distintos
estadios foliculares ovaricos. A) Porcentajes de foliculos primordiales, B) Porcentajes de foliculos
primarios, C) Porcentajes de foliculos preantrales, D) Porcentajes de foliculos antrales, E) Porcentaje de
cuerpos luteos, F) Porcentaje de quistes. Cada columna representa la media + D.E. de 5 animales por
grupo. avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Evaluamos el peso del ovario y el indice de peso ovarico respecto del peso corporal

(indice gonado somatico), como marcador del desarrollo gonadal. Los resultados volcados a la
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tabla 5.1 muestran que si bien el peso del ovario no se vio alterado entre los fenotipos, si

puede apreciarse una alteracién en el indice gonado somatico en el grupo HPanov.

Control HPiov PHanov

Peso corporal a

209,33+12,05% | 208,00+16,02° | 222,00+6,48°
60 dias (g)

Peso medio
ovarico a 60 47,33+1,53° 43,40+3,97° 41,25+3,20°
dias (g)

indice gonado

o 0,22+0,02° 0,21+0,03%° | 0,19+0,02°
somatico

Tabla 5.1: Peso corporal, ovarico y relacién gonado somdtica en etapa puberal en 8 animales por grupo.

a vs.b p<0,05 por ANOVA con test port-hoc Tukey.

Evaluacion de los niveles de hormonas circulantes

Con el objetivo de estudiar si el hiperandrogenismo prenatal tiene un efecto sobre la
regulacién hormonal involucrada en los procesos reproductivos se midieron los niveles de las
gonadotrofinas LH y FSH, sus receptores y las principales hormonas esteroides sexuales

secretadas por el ovario.

Gonadotrofinas

Los niveles de las gonadotrofinas FSH y LH (Fig. 5.3, Ay B, respectivamente) no se vieron
alterados entre los tratamientos. El indice LH/FSH, antiguo marcador de disfuncionalidad en la
secrecion de gonadotrofinas, tampoco se vio afectado entre los fenotipos (Fig. 5.3, C). Sin
embargo, la expresién de los receptores ovaricos de las gonadotrofinas se vieron alterados en
los grupos HP. Los niveles de ARNm del receptor de FSH se encontraron disminuidos en el
fenotipo HPiov respecto del grupo control, mientras que el fenotipo HPanov no presenté
alteraciones en la expresion de FSH-R con respecto al grupo control (Fig. 5.3, D). La expresion
de ARNm LH-R se vio aumentada en el fenotipo HPanov y se encontré una tendencia al

aumento en el fenotipo HPiov (Fig. 5.3, E).
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Figura 5.3: Niveles séricos de gonadotrofinas séricas y sus receptores medidas en diestro en animales de
60 dias de edad. A) niveles de FSH, B) niveles de LH, C) indice LH/FSH y abundancia relativa de ARNm de
D) FSH-R y E) LH-R. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado
prenatalmente (HP) para 7 animales por grupo para el caso de las gonadotrofinas y para 6 animales por

grupo para el caso de los niveles de ARNm; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Hormonas esteroides

Los niveles séricos de testosterona, principal andrégeno secretado por el ovario, se
encontraron incrementados en ambos fenotipos del grupo HP (Fig. 5.4, A). Los niveles de
estradiol sdlo se encontraron disminuidos en el fenotipo HPanov (Fig. 5.4, B). Los niveles de
progesterona se vieron disminuidos en ambos fenotipos del grupo HP (Fig. 5.4, C). El indice

estradiol/testosterona, marcador de funcionalidad ovérica, se encontrd disminuido en ambos
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fenotipos del grupo HP (Fig. 5.4, D). Estos resultados indican la presencia de

hiperandrogenismo bioquimico en ambos fenotipos del grupo HP a 60 dias de edad.
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Figura 5.4: Niveles séricos de las principales hormonas esteroides gonadales medidas en diestro en
animales de 60 dias de edad. A) niveles de Testosterona (n=10 animales por grupo), B) niveles de
Estradiol (n=10 animales por grupo) C) Nivel de Progesterona (n= 7 animales por grupo), D) indice
Estradiol2/Testosterona. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP); a vs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Esteroidogénesis ovarica

Debido a las alteraciones encontradas en los niveles circulantes de hormonas esteroides
se decidié evaluar la expresion a nivel ARNm de diversos factores ovaricos involucrados en la
sintesis de dichos esteroides.

Los niveles de ARNm del transportador de colesterol, StAR, se encontraron aumentados
sélo en el fenotipo HPanov (Fig. 5.5, A), revelando asi una alteracion de la esteroidogénesis
desde sus primeros pasos. Los niveles del ARNm de 3BHSD no se encontraron alterados (Fig.
5.5, B). Los niveles de ARNm de CYP17A1, enzima limitante en la sintesis de andrdégenos

ovaricos, se encontraron disminuidos en el fenotipo HPiov (Fig. 5.5, C), mientras que los niveles
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de CYP19A1 (aromatasa, enzima limitante en la sintesis de estradiol) se encontraron
disminuidos en el fenotipo HPanov (Fig. 5.5, D).

Estos resultados revelan alteraciones en la esteroidogénesis ovarica de forma fenotipo-

especifica.
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Figura 5.5: Abundancia relativa de ARNm de factores y enzimas involucrados en la esteroidogénesis
relativos a L32. Expresion de A) STaR B) 3BHSD, C) CYP17A1, D) CYP19A1. Cada columna representa la
media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a vs

b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Sensores metabolico-energéticos regladores de la esteroidogénesis

Debido a que los procesos reproductivos se encuentran regulados por el estado
metabdlico, se evaluaron los niveles de distintos factores que actlan como sensores
energéticos, de los cuales se conoce, que estan involucrados en las vias de regulacion de la

esteroidogénesis ovarica.
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Sistema PPARg

El primer factor evaluado fue PPARg teniendo en cuenta ambas dos isoformas en que
puede presentarse (PPARgl y PPARg2).

Se evaluaron los niveles de ARNm mediante cebadores que permiten amplificar ambas
isoformas de PPARg y se observd que, a nivel transcripcional, existen alteraciones en ambos
fenotipos (Flg. 5.6, A). Mediante cebadores especificos para el exdn diferencial presente en la
isoforma PPARg2, se cuantificaron los niveles de expresion transcripcional de la misma, no
encontrandose alteraciones en los diferentes grupos evaluados (Fig. 5.6, B). Estos resultados
sugieren que la isoforma alterada en los grupos HP seria la isoforma PPARg1. Para confirmar
dichos resultados se evaluaron los niveles proteicos de PPARg en sus dos isoformas. Se
observé que los niveles de PPARgl se encuentran incrementados en ambos fenotipos del
grupo HP (Fig. 5.6, C), mientras que los niveles de PPARg2 no se vieron afectados por la

hiperandrogenizacidon prenatal (Fig. 5.6, D).
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Fig. 5.6: Abundancia relativa de ARNm de las isoformas de PPARg A) isoformas PPARg1+2, B) isoforma
PPARg2, y expresion proteica de las isoformas de PPARg relativas a B-tubulina C)PPARgl, d)PPARg2.
Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP)

en 6 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.
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Adipoquinas ovdricas

Ademas de PPARg, las adipoquinas son moléculas que tienen sefiales autocrinas en el
ovario y regulan la esteroidogénesis. En particular, se evaluaron los niveles de tres
adipoquinas: leptina, adiponectina y quemerina, las cuales presentan interacciones con PPARg.

Los niveles de ARNm de Leptina se encontraron disminuidos en el fenotipo HPanov (Fig
5.7, A), mientras que no encontramos diferencias significativas para los niveles proteicos entre
los grupos analizados (Fig. 5.7, B). Los niveles de ARNm de Adiponectina se encontraron
incrementados sdlo en el fenotipo HPiov (Fig. 5.7, B) mientras que los niveles proteicos de esta
adipoquina se vieron disminuidos en ambos fenotipos HP (Fig. 5.7, C). En cuanto a la expresion
de Quemerina, tanto los niveles de ARNm como los niveles proteicos de la misma se vieron
incrementados en el fenotipo HPiov (Fig. 5.7, C y D). Estos resultados muestran que cada

fenotipo del grupo HP presenta un patrén particular de adipoquinas.

102



>

»
o
3
=S
o
]

R
o
1
-
°
I

(4
o
i

(unidades arbitrarias)

[d
b
o
LEPTINA/ B-TUBULINA w

ARNm de Leptina
(Expresion relativa)
°

e
o
I

Control HPiov HPanov

o
o
1

HPiov HPanov

Control HPiov HPanov

.‘.’T‘ "
LEPTINA | <= 15KDa

(]
o

4 < 2.0
g~ b F4
5T 5 ] a
i) g51s
2 o= b
&= 58
E § 2 a a E ©1.04 b
) § [T
T o uwg
EQ Zs
= lﬁ 14 O T 0.5
ac
[T =3
< 2 =
0- 0.0-
Control HPiov HPanov Control HPiov HPanov
Control HPiov HPanov
ADIPONECTINA - - . <= 300
B-ACTINA “‘ﬁ - €= 42(Da
E F
4 b £ 20, b
© ~ a7
£3 3%
S 34 s 1.54
s Fa
< a a2 2 a
33 7 . Ha
° g Z3
g g 11 &3 0.54
4] SE
<~ w3
C:, 0.0
Control HPiov HPanov ’ Control HPiov HPanov

Control HPiov HPanov

<= 18KDa

B-TUBULINA [ s . €= 49k0a

Figura 5.7: Abundancia relativa de A) ARNm de Leptina, B) Expresion proteica de Leptina, C) ARNm de
Adiponectina, D) Expresidn proteica de Adiponectina, E) ARNm de Quemerina, F) Expresion proteica de
Quemerina. Los niveles de ARN se normalizaron y relativizaron a los niveles de L32. Los niveles proteicos
se relativizaron a B-Tubulina o B- Actina. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e
Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.
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En su conjunto, todos estos resultados sugieren que el hiperandrogenismo prenatal
conlleva a alteraciones en el desarrollo, morfologia y funcionalidad ovarica, afectando la
esteroidogénesis y el desarrollo folicular asi como también los mediadores energéticos intra

ovaricos.

Discusion

El balance metabdlico y las funcionalidades reproductivas se encuentran asociados y
conjuntamente regulados. Las funciones reproductivas dependen del balance energético;
alteraciones metabdlicas como la obesidad, desnutricion e insulino resistencia pueden
impactar negativamente en la reproduccion femenina (Torre etal., 2014). En el caso de
pacientes con SOP, se ha descripto que no sélo presentan alteraciones reproductivas sino
también metabdlicas, varias de las cuales pudieron replicarse en nuestro modelo, como
describimos en el capitulo anterior. La presencia de alteraciones del metabolismo en SOP ha
llevado a que el sindromese considere como una patologia endécrino metabdlica y asimismo a
tratar a las pacientes con SOP con farmacos reguladores del metabolismo, como son las
glitazonas y la metformina que actuan como insulino sensibilizantes, lo que conlleva no sélo a
la mejora de los pardmetros metabdlicos sino también de los reproductivos (Kim et al., 2010;
Mohsen, 2012; Penzias etal, 2017). Nuestros resultados demuestran que Ia
hiperandrogenizacidn prenatal conlleva a alteraciones tanto metabdlicas como reproductivas
desde edades tempranas.

En el capitulo anterior demostramos que el hiperandrogenismo prenatal lleva al
desarrollo de dos fenotipos respecto del ciclo estral (HPiov y HPanov). Los resultados de este
capitulo mostraron que el hiperandrogenismo prenatal conlleva asimismo a alteraciones en la
morfologia y funcionalidad ovarica en ambos fenotipos.

En el grupo HP encontramos un exceso de foliculos primarios, una disminucidon de
foliculos pre-antrales y la presencia de quistes. Estos resultados sugieren que el desarrollo
folicular en los grupos HP estd alterado, principalmente en los estadios que son
independientes de la sefalizacion de gonadotrofinas. Contrariamente a nuestros resultados,
las mujeres con SOP presentan un aumento en el porcentaje de foliculos preantrales (Changy
Cook-Andersen, 2013). Sin embargo, la disminucién de foliculos preantrales también ha sido
reportada en otros modelos animales de SOP y contextos androgénicos (Revisado en
Noroozzadeh et al. (2017) (Noroozzadeh et al., 2017)). Posiblemente los foliculos preantrales
de las ratas empiezan a crecer pero su desarrollo es anormal y tiende a la formacién de

quistes. Inesperadamente, encontramos la presencia de cuerpos lUteos en animales que
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presentaron ciclos anovulatorios. Esto, sin embargo, ha sido demostrado por otros autores que
describen la presencia de cuerpos liteos en animales con ciclos estrales alterados aciclicos y
que incluso no presentan apertura vaginal (Wu et al., 2010; Amalfi et al., 2012). Por otro lado,
es importante resaltar que los cuerpos lUteos encontrados presentaron alteraciones en su
funcionalidad dado que encontramos bajos niveles de progesterona en los animales HP.
Asimismo, en trabajos anteriores de nuestro laboratorio hemos demostrado en ratas con ciclos
estrales aciclicos la presencia de cuerpos luteos con luteneizacidn anormal (Amalfi et al,,
2012).

Otra de las alteraciones encontradas corresponde al indice gonado-somatico (peso
ovarico promedio / peso corporal). Este es usualmente utilizado como marcador de
crecimiento prenatal y dado que alteraciones durante la vida intrauterina pueden perturbar a
las gdnadas en desarrollo, su evaluacidn resulta de gran interés en nuestro modelo. Este indice
ha sido descripto como un mejor marcador frente al peso gonadal para la estimacion de dichas
alteraciones (Fujikura y Froehlich, 1972; Mitropoulos G. et al.,, 2008). Nuestros resultados
mostraron que el fenotipo anovulatorio presenta un indice alterado. Esto podria estar
reflejando que los animales que presentan el fenotipo HPanov han experimentado efectos
perjudiciales durante el desarrollo debido al hiperandrogenismo, lo que condicionaria su
crecimiento y fisiologia en la vida post natal. El hecho de que el fenotipo HPiov no se viera
afectado en cuanto a su indice gonado-somatico podria estar reflejando que el ambiente
intrauterino no es homogéneo para las crias en desarrollo, tal cual comentamos en el capitulo
anterior, de esta forma las menos afectadas podrian haber desarrollado alteraciones que se
traducen en su vida adulta como menos severas. Esto explicaria, al menos en parte, la
presencia de los dos fenotipos hallados.

Se sabe que la esteroidogénesis ovérica depende tanto de la regulacidon energética como
asi también del control neuroendocrino y hormonal. Nuestros resultados mostraron que los
niveles de las hormonas hipofisarias FSH y LH no se encontraron alteradas en los grupos HP.
Sin embargo, si encontramos una expresion alterada de sus receptores: FSH-R y LH-R, lo que
sugiere una posible alteracidn de la sefializacién dada por estas gonadotrofinas en el ovario.
Estos resultados concuerdan con estudios previos, en donde en contextos androgénicos los
niveles de gonadotrofinas se mantienen inalterados pero si se encontraron alteraciones en la
pulsatilidad, lo que podria estar contribuyendo a la disfuncién neuroendocrina (Foecking et al.,
2005; Yan et al., 2014). Es necesario tener en cuenta que, debido a que los niveles hormonales
varian segun el estadio del ciclo estral y que los animales que presentan fenotipos
anovulatorios sélo permanecen en diestro (variando a veces sélo a metaestro), no pudimos

evaluar la variacion de dichas hormonas ni su pulsatilidad dado que solo hemos analizado su
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secrecién en diestro para poder comparar con las ratas anovulatorias, que permanecian
mayoritariamente en dicho estadio.

Asimismo, nuestros resultados revelaron que si bien la secrecién de LH y FSH no estaria
alterada, si se encuentra afectada la respuesta ovarica a dichas gonadotrofinas. Esto se podria
ver reflejado en las alteraciones halladas en la esteroidogénesis ovdrica asi como también en
las desregulaciones respecto del ciclo estral. En relaciéon a la accion de las gonadotrofinas
respecto de la foliculogénesis ovarica, es de destacar que FSH actta induciendo la maduracion
folicular y que junto con el estrégeno, pueden actuar induciendo la ovulacién (Hunzicker-Dunn
y Maizels, 2006). En este trabajo, encontramos que el fenotipo HPiov presenta una
disminucién de los niveles de FSH-R, lo que podria afectar la respuesta ovarica a esta hormona.
Asimismo, los animales HPiov presentan bajos niveles de estradiol y un bajo indice de
estradiol/testosterona, por lo que este desbalance hormonal y alteracion en la sefializacidn de
FSH estaria contribuyendo a la irregularidad de los ciclos estrales presentes en este fenotipo.

Por otro lado, en el fenotipo HPanov, encontramos altos niveles de LH-R, lo que
contribuiria a un aumento en la respuesta a LH y asi también, a un incremento en la
producciéon de andrégenos (Hunzicker-Dunn y Maizels, 2006; Raju et al., 2013). Esto puede
verse reflejado en los altos niveles de testosterona que presenta este fenotipo y en la
alteracion del indice estradiol/testosterona.

Nuestros resultados muestran que la hiperandrogenizacidn prenatal conlleva, desde el
comienzo de la adultez, a caracteristicas que se evidencian en pacientes con SOP
(hiperandrogenismo bioquimico, disfuncionalidad ovulatoria, morfologia de ovario
poliquistico) (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004)
dado que encontramos que los animales presentan altos niveles séricos de testosterona, un
desbalance hormonal caracterizado también por bajos niveles de estradiol, presencia de
quistes ovaricos y alteraciones en el ciclo estral. De esta forma, nuestro modelo de
programacion intrauterina del desarrollo por exceso androgénico puede ser considerado como
un modelo animal no sélo para el estudio de los efectos de las alteraciones androgénicas
durante el desarrollo sino, particularmente, para el estudio de SOP.

La esteroidogénesis ovarica es un proceso que depende del control neuroendocrino,
paracrino autocrino y del balance energético. En este capitulo, encontramos que se ven
afectados sensores energéticos ovaricos. Cada fenotipo presenté una desregulacidon diferencial
tanto en los sensores energéticos cuantificados asi como también, en los mediadores de la
esteroidogénesis. La sefializacién energética en el ovario involucra a sensores metabdlicos
maestros como son PPARg y las adipoquinas. Es importante tener en cuenta que PPARg es

capaz de regular la expresién génica de distintas adipoquinas y asimismo, estas ultimas pueden

106



regular a PPARg involucrando redes complejas de modulacién (Cabrero etal.,, 2005;
Muruganandan et al., 2011; Mirzaei et al., 2013; Bharati et al., 2016). Se conoce también que
las enzimas involucradas en la esteroidogénesis ovarica estan controladas por dichos sensores
energético-metabdlicos (Kitawaki et al., 1999; Fan et al., 2005; Reverchon et al., 2014b) por lo
gue dicho sistema resulta interesante de estudiar.

Nuestros resultados demostraron que la hiperandrogenizacién prenatal conlleva a una
alterada expresion de PPARg en ambos fenotipos HP a 60 dias de edad. Particularmente,
encontramos que ambas isoformas de PPARgl y PPARg2 se expresan en los ovarios de
animales HP, sin embargo, la isoforma PPARgl se encontré incrementada en su expresion
tanto génica como proteica en ambos fenotipos HP. Estos resultados concuerdan con lo
hallado por otros autores poniendo de manifiesto que la isoforma PPARgl seria la mas
importante en el ovario (Komar, 2005; Froment et al., 2006).

Se ha demostrado que PPARg podria influenciar el desarrollo de células de la granulosa y
gue alteraciones en su expresién afectan a los oocitos, comprometiendo las funciones ovaricas
(Komar, 2005; Froment et al., 2006). De esta forma, alteraciones en los niveles de PPARg en el
ovario podrian estar contribuyendo a la desregulacion del ciclo estral, tal como se observa en
los grupos HP. Por otro lado, los PPARs también regulan los niveles de estradiol, debido a que
pueden unirse a elementos de respuesta a estrogeno e inhibir el estradiol mediante la
regulacion de la expresidon de aromatasa, enzima limitante de su sintesis (Keller et al., 1995;
Nufiez et al., 1997; Yanase et al.,, 2001; Lovekamp-Swan et al., 2003). En concordancia con
estos resultados, encontramos que los niveles de estradiol estan disminuidos en el fenotipo
HPanov, y que los niveles de ARNm de la enzima aromatasa estan alterados. Dado que PPARg
puede modular a la aromatasa, su accién contribuiria al desbalance hormonal caracterizado
por una alteracién de la relacion testosterona/estradiol en los grupos HP. Estos resultados
estan de acuerdo con otros estudios que han revelado que en contextos hiperandrogénicos,
PPARg se encuentra aumentado, contribuyendo a la alteracién en la produccidon de
andrégenos (Ortega et al., 2010; Amalfi et al., 2012). Nuestros resultados apoyan la idea que
PPARg podria ser uno de los mediadores involucrados en la programacion fetal de la
disfuncionalidad ovérica en contextos de exceso androgénico (Ortega et al., 2010).

Por otro lado, se sabe que las adipoquinas pueden actuar como mediadores metabdlicos
de la regulacion ovarica, actuando sobre la esteroidogénesis ovarica, la maduracién de los
oocitos y el desarrollo embrionario (Reverchon etal., 2014b). Nosotros nos concentramos
particularmente en tres adipoquinas: leptina, adiponectina y quemerina debido a que estan

involucradas en la regulacion de la esteroidogénesis ovarica y asimismo estan asociadas a
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PPARg (Barkan et al., 1999; Kendall et al., 2004; Karamouti et al., 2009; Muruganandan et al.,
2011; Wang et al., 2012b, 2013; Reverchon et al., 2014b).

En cuanto a leptina, el fenotipo HPanov mostrd una disminucion de los niveles de su
ARNm. Se ha demostrado que bajos niveles de leptina se encuentran asociados a estados de
infertilidad (Cornejo et al., 2016). Asimismo, otros autores han mostrado que los niveles de
leptina se encuentran inversamente correlacionados a los niveles de PPARg en distintos tejidos
(Cabrero et al., 2005; Wang et al., 2012a; Abbasi et al., 2017). Sin embargo, no encontramos
diferencias significativas en los niveles proteicos de esta adipoquina. Esto podria deberse a una
desregulacidn en su secrecién. Particularmente, se ha demostrado que los andrdgenos tienen
un impacto negativo en la exocitosis de leptina (Jenks et al., 2017). Por lo que, el exceso
androgénico podria estar alterando la via secretora de leptina en el ovario.

Por otro lado, en el fenotipo HPanov, no encontramos alteraciones respecto de los
niveles de quemerina pero si hallamos una disminucién en la expresidon proteica de
adiponectina, sin alteraciones en el ARNm de esta adipoquina. Se ha demostrado que
adiponectina regula la maduracidn folicular, particularmente los cambios pre ovulatorios en el
ovario pero también la esteroidogénesis (Ledoux et al., 2006; Dobrzyn et al.,, 2018). Esta
evidencia concuerda con nuestros resultados, ya que los bajos niveles de leptina y
adiponectina en el fenotipo HPanov podrian estar asociados al aumento en el porcentaje de
foliculos primarios hallados en estos animales y asimismo, podrian estar contribuyendo a las
alteraciones reproductivas y disfuncionalidad ovulatorias encontradas. Es importante resaltar
también que adiponectina actla como un agente sensibilizante a la accién de insulina en
distintos tejidos (Dupont et al., 2008; Michalakis y Segars, 2010) y en mujeres con SOP se ha
descripto que pacientes con cuadros severos de insulino resistencia presentan bajos niveles de
adiponectina (Michalakis y Segars, 2010). En relacién a lo descripto, en el capitulo anterior
mostramos que el fenotipo HPanov presenta insulino resistencia, por lo que, estos resultados
sugieren que la desregulacidn en la expresidn ovarica de adiponectina podria estar asociada a

las alteraciones metabdlicas encontradas.

En el fenotipo HPiov, los niveles proteicos y de ARNm de leptina no se vieron afectados
respecto de los niveles del grupo control, sin embargo, los niveles proteicos de adiponectina si
se encuentraron disminuidos en este fenotipo, mientras que la expresiéon de su ARNm se
encontré aumentada. Estos resultados sugieren, que en el fenotipo HPiov (que presenta
menores alteraciones metabdlicas respecto del HPanov (ver capitulo 1)) el aumento en la
expresion génica a nivel transcripcional se daria en respuesta a los bajos niveles proteicos de

esta adipoquina. Es importante resaltar que existen diferentes mecanismos post-
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transcripcionales que regulan la traduccidon de los ARNm de diversas molecular, por ejemplo el
caso de los micro ARN y que los mismos son susceptibles de programacion fetal. En particular,
en el caso de adiponectina, se ha descripto que miR-378 modula su expresidon en tejido
adiposo (Ishida et al., 2014) y asimismo se ha demostrado que este micro ARN se expresa en
ovario y también puede modular negativamente la expresion de aromatasa (Xu et al., 2011).
Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, no hay estudios que hayan asociado miR-378 con
SOP asi como tampoco con la regulacién ovarica de adiponectina.Por lo que, la regulacién de
esta adipoquina en ovario y el rol de los micro ARN, es un campo de estudio interesante a
abordar en la investigacion de alteraciones ovdricas en contextos androgénicos y, en

particular, en modelos de hiperandrogenizacion prenatal.

En el fenotipo HPiov también encontramos un aumento tanto en la expresion génica
como proteica de quemerina. Se ha sugerido que esta adipoquina puede inhibir la
esteroidogénesis (Wang et al., 2012b), y que la expresidn génica de quemerina puede ser
regulada por PPARg (Muruganandan etal., 2011; Wang et al., 2012b, 2013). Por lo que,
adiponectina y quemerina en este fenotipo, podrian contribuir mutuamente a las alteraciones

ovaricas halladas en este fenotipo.

Como mencionamos anteriormente, la regulacion de las enzimas esteroidogénicas esta
dada, entre otros factores, por PPARg y las adipoquinas estudiadas. Nuestros resultados
mostraron que la expresion de la proteina StAR, que participa en los primeros pasos de la
regulacidon esteroidogénica, se vio aumentada en el fenotipo HPanov. Asimismo encontramos
un patrén fenotipo-especifico en las alteraciones halladas respecto de CYP17A1 y aromatasa,

enzimas limitantes de la sintesis de andrégenos y estradiol, respectivamente.

Por un lado, el fenotipo HPiov, mostrd bajos niveles de expresion de la enzima CYP17A1
y una tendencia a la disminucién de los niveles de aromatasa. Se sabe que adiponectina puede
regular negativamente a CYP17Al1 y asimismo, se ha postulado que el sistema PPARg
modularia la expresion de esta enzima (Veldhuis et al., 2002; Velez et al., 2015). Por lo que, en
este fenotipo estos sensores metabdlicos podrian estar contribuyendo a una regulacion de la
sintesis de andrdgenos. Por otro lado, se ha demostrado que quemerina actla regulando
negativamente a CYP19A1 e inhibiendo los niveles de estradiol (Reverchon et al., 2012). De
acuerdo con esto, nuestros resultados revelaron altos niveles de quemerina en el fenotipo

HPiov y una tendencia a la disminucién en los niveles de estradiol y CYP19A1.

En el caso del fenotipo HPanov, no encontramos alteraciones en la expresidon de

CYP17A1 pero si una disminucion de la expresién de aromatasa. De acuerdo con esto, se sabe
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que leptina regula la actividad de aromatasa, modulando la sintesis de estradiol. Asimismo, y
tal cual fue comentado, encontramos altos niveles de PPARg el cual modula positivamente a
StAR y negativamente a aromatasa (Kitawaki et al., 1999; Fan et al., 2005). Por lo que, en el
fenotipo HPanov, tanto PPARg como leptina estarian implicados en la desregulacién de la

esteroidogénesis.

Estos resultados revelan que, auin en ausencia de obesidad o sobrepeso (ver capitulo 1),
la hiperandrogenizacion prenatal conlleva a alteraciones en el balance energético del ovario,
en el cual estan involucrados el sensor metabdlico maestro, PPARg y las adipoquinas leptina,
adiponectina y quemerina. Este desbalance energético intra ovdrico, estd asociado a
alteraciones en la esteroidogénesis y desarrollo folicular, asi como también a una
desregulacion hormonal y de sefalizacidn de las gonadotrofinas.

Teniendo en cuenta las alteraciones halladas a 60 dias de edad, el paso siguiente fue

analizar los efectos de la hiperandrogenizacion prenatal a largo plazo.

110



Resumen visual del capitulo 2
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Figura 5.8: Alteraciones en la funcionalidad ovérica de animales de 60 dias de edad. A) Alteraciones en la
via y regulacion de la esteroidogénesis, B) Alteraciones en la foliculogénesis. Flechas y signos igual
indican la desregulacion (en el caso de flechas) o no (signos iguales) respecto del grupo control en los
fenotipos HPiov (violeta) y HPanov (rojo). Flechas con contorno discontinuo indican tendencia. Flechas

con contorno continuo indican diferencias significativas en el analisis estadistico realizado.
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VI. Capitulo 3: Efectos de la
hiperandrogenizacion
prenatal sobre la
regulacion de la
esteroidogénesis ovarica
en edad adulta.
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Capitulo 3

Efectos de la hiperandrogenizacion prenatal sobre la regulacion
de la esteroidogénesis ovarica en edad adulta

Debido a que en la transicidn a la adultez (60 dias) encontramos alteraciones ovdaricas
inducidas por hiperandrogenizacion prenatal (Capitulo 2), y con el objetivo de evaluar y
profundizar en el estudio de sus efectos sobre las funciones reproductivas a largo plazo, en

este capitulo nos propusimos analizar la funcionalidad ovarica en edad adulta (90 dias de

edad).

Resultados
Evaluacion de los niveles de hormonas circulantes

Gonadotrofinas
En la adultez los niveles de las gonadotrofinas FSH y LH (Fig. 6.1, Ay B, respectivamente)
no se vieron alterados entre los tratamientos. El indice LH/FSH tampoco se vio afectado entre

los fenotipos (Fig. 6.1, C).
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Figura 6.1: Niveles séricos de gonadotrofinas séricas medidas en diestro en animales de 90 dias de edad.
A) niveles de FSH, B) niveles de LH, C) indice LH/FSH. Cada columna representa la media + D.E. de grupos
Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 7 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA

con test post-hoc de Tukey.
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Hormonas esteroides

Los niveles séricos de testosterona se encontraron incrementados, en la vida adulta,
soélo en el fenotipo HPanov (Fig. 6.2, A). Los niveles de estradiol fueron menores en ambos
fenotipos HP (Fig. 6.2, B). El indice estradiol/testosterona, se hallé6 disminuido en ambos
fenotipos del grupo HP (Fig. 6.2, C). Los niveles de progesterona no se vieron afectados entre
los grupos estudiados a 90 dias de edad (Fig. 6.2, D). Estos resultados indican que la presencia
de hiperandrogenismo bioquimico, medida por los niveles de testosterona, se mantendria con
respecto a los 60 dias de edad, sélo en el fenotipo HPanov. Sin embargo, en el fenotipo HPiov,
se observa una disfuncionalidad en la sintesis de esteroides y un desbalance en la relacién

andrdgeno/estrogeno.
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Figura 6.2: Niveles séricos de las principales hormonas esteroides gonadales medidas en diestro en
animales de 90 dias de edad. A) niveles de Testosterona, B) niveles de Estradiol C) indice
Estradiol2/Testosterona D) niveles de Progesterona. Cada columna representa la media + D.E. de
grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 7 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por

ANOVA con test post-hoc de Tukey.
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Morfologia ovarica

El estudio de la morfologia ovarica a 90 dias de edad (Fig. 6.3) revel6 que los grupos HP
presentan alteraciones tal cual se observé a 60 dias de edad. El grupo control presento ovarios
con foliculos en distintos estadios de desarrollo. Se pueden observar foliculos antrales y
foliculos preantrales de tamafio avanzado, asi como también la presencia de cuerpos luteos
(Fig. 6.3, A). Ambos grupos HP presentaron gran cantidad de foliculos preantrales de tamafio
pequefio (Fig. 6.3, By C) y quistes, como se observa en la Figura 6.3, C. En ambos grupos HP

también se observd la presencia de cuerpos IUteos , pero con un alto grado de degeneracion.

Figura 6.3: Cortes histoldgicos representativos de cada fenotipos con coloracién de Hematoxilina eosina

en animales de 90 dias de edad. A) Grupo control (40X), B) Grupo HPiov (40X), C) Grupo HPanov (40X).

Cuerpo Luteo (CL), Foliculo antral (FA), quiste (Q) y foliculos preantrales (F Pa).
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Mediadores del trafico de colesterol en el ovario

Debido a que nuestros resultados revelaron alteraciones en la sintesis de esteroides
decidimos evaluar la regulacién de la misma. La esteroidogénesis es un proceso dependiente
de colesterol, por lo que nos propusimos analizar, primero, la dindmica del trafico de colesterol

ovarico.

Receptores de colesterol

El colesterol entra al ovario por medio de los receptores de LDL (LDL-R) y de HDL (SR-
B1). Nuestros resultados revelan que los niveles de Ldl-r se encontraron incrementados en el
fenotipo HPanov (Fig. 6.4, A); mientras que los niveles del receptor Sr-b1 estaban disminuidos

en el fenotipo HPiov (Fig. 6.4, B).
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Figura 6.4: Abundancia relativa de ARNm de receptores de colesterol en el ovario. Expresion de A) Ldl/-r,
B) Sr-bl. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado

prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Reguladores de la biodisponibilidad de colesterol

Una vez que el colesterol ingresa al ovario mediante sus receptores, la biodisponibilidad
del mismo se encuentra regulada por ACAT1, la cual lleva a la formacion de gotas lipidicas para
el almacenamiento de colesterol. Por otro lado, HMGCR es otra enzima que regula la

biodisponibilidad de colesterol, actuando como enzima limitante de su sintesis.

Nuestros resultados revelan que los niveles de Acatl, se encontraron incrementados en
los grupos HP (Fig. 6.5, A). En cuanto a la sintesis de novo encontramos que los niveles de

ARNmM de Hmgcr estaban disminuidos en ambos fenotipos HP (Fig. 6.5, B).
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Figura 6.5: Abundancia relativa de ARNm de mediadores de la disponibildad de colesterol en el ovario .
Expresion de A) Acatl, B) Hmgcr. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.

Lipidos intraovdricos

Al evaluar los niveles de colesterol y de los ésteres de colesterol intraovaricos
encontramos que los niveles de colesterol (libre) no fueron afectados por el
hiperandrogenismo prenatal (Fig. 6.6, A). Sin embargo, en cuanto a los ésteres de colesterol,
encontramos que el fenotipo HPanov presentd altos niveles de éstos en relacion al grupo

control (Fig. 6.6, B), sugiriendo una acumulacion lipidica intraovarica en este fenotipo.
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Figura 6.6: Concentraciones de A) colesterol y B) ésteres de colesterol en ovario de ratas de 90 dias.
Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP)

en 6 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Estos resultados en conjunto revelan un desbalance en la biodisponibilidad de colesterol

en el grupo HP.
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Esteroidogénesis ovarica

Debido a las alteraciones encontradas en los niveles circulantes de hormonas esteroides
asi como de los reguladores de la biodisponibilidad de colesterol en el ovario, se decidié

evaluar la expresién a nivel ARNm de las enzimaas esteroidogénicas.

Los niveles del ARN mensajero del transportador de colesterol, StAR, estaban
incrementados sélo en el fenotipo HPiov (Fig. 6.7, A). Los niveles de ARNm de la enzima 3BHSD
no se encontraron alterados (Fig. 6.7,B). Los niveles de ARNm de CYP17A1, enzima limitante en
la sintesis de andrégenos ovdricos, se encontraron aumentados en el fenotipo HPanov (Fig.
6.7, C), mientras que los niveles de 17BHSD se hallaron disminuidos en el fenotipo HPiov (Fig.
6.7, D). Los niveles de CYP19A1 (aromatasa) fueron menores, sélo, en el fenotipo HPanov

respecto del grupo control, permaneciendo inalteradosen el fenotipo HPiov (Fig. 6.7, E).
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Figura 6.7: Abundancia relativa de ARNm de factores y enzimas involucrados en la esteroidogénesis
relativos a L32. Expresion de A) StAR, B) 3BHSD, C) CYP17A1, D) 17BHSD, E) CYP19A1. Cada columna
representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras

por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Estos resultados revelan alteraciones en la esteroidogénesis ovarica de forma fenotipo-

especifica.
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Discusion

Los efectos de la programaciéon fetal pueden perdurar a lo largo de la vida
(Padmanabhan et al., 2016). Las alteraciones producidas en edades pre y perinatales conllevan
a cambios en la expresion de diferentes genes y alteraciones fisioldgicas (Gluckman et al.,
2005, 2008). Si bien existen mecanismos fisioldgicos adaptativos que permiten afrontar y, en
algunos casos, compensar, ciertos desbalances en la homeostasis metabdlica y reproductiva, a
largo plazo dichos mecanismos pueden fallar o saturarse llevando a fenotipos alterados y a
diversas patologias. En el capitulo anterior observamos que el exceso de andrégenos prenatal
conlleva a alteraciones en la morfologia, en la esteroidogénesis, en la funcionalidad y en el
balance energético ovarico durante el periodo de ingreso a la adultez (60 dias). En este

capitulo, nos propusimos evaluar si dichos efectos persisten hasta la vida adulta.

En etapa adulta encontramos que los niveles de las gonadotrofinas permanecieron

inalterados, tal cual habiamos mostrado a los 60 dias de edad.

En cuanto al balance de hormonas esteroides, encontramos un perfil alterado, pero de
diferente forma respecto del encontrado a 60 dias de edad. Con respecto a los niveles de
testosterona circulante encontramos que sélo el fenotipo HPanov presentd altos niveles de la
misma, mientras que a 60 dias ambos fenotipos HP presentaban un incremento en los niveles
de testosterona sérica. En cuanto a los niveles de estradiol encontramos que ambos fenotipos
HP presentaron bajos niveles séricos. Asimismo, ambos fenotipos HP presentaron un
desbalance en el indice estradiol/testosterona. Esto indica que si bien cambia el perfil

hormonal entre 60 y 90 dias, el desbalance hormonal permanece.

En el contexto de este desbalance hormonal encontramos que la morfologia ovarica
también permanece alterada en ambos grupos HP, presentando ambos, un exceso de foliculos
preantrales e inmaduros y la presencia de quistes. En los grupos HP encontramos cuerpos
luteos, tal cual habiamos hallado a 60 dias, pero a 90 dias, sin embargo, no se vieron
alteraciones en los niveles de progesterona. Tal cual se comentd en el capitulo anterior, la
presencia de cuerpos lUteos suele ser indicador de ovulacién, sin embargo, las ratas
clasificadas como anovulatorias permanecieron en diestro o metaestro, sin poder encontrar en
los extendidos vaginales, que se tomaron a diario, sefiales del estadio estro. Estos resultados
sugieren que se podrian formar cuerpos luteos sin ovulacidn detectable al ciclar las ratas
diariamente, por lo que que estos animales podrian tener ovulaciones de ciclos muy cortos,
indetectables mediante la citologia vaginal diaria. Lo que indicaria que seria necesario ciclar a

los animales mas de una vez al dia o, que existiria formacién de cuerpos lGteos sin un
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acompainamiento de la citologia vaginal. Asimismo, es de resaltar que en el periodo de 60 a 90
dias, en las ratas clasificadas como anovulatorias, hemos detectado extendidos vaginales que
presentaban tres tipos celulares diferentes en simultadneo (ver Fig. 3.3 en la seccién lll-
Metodologia) en los que se encontraron leucocitos, células nucleadas y algunas células
cornificadas. Estos extendidos que fueron considerados como una transicion de metaestro a
diestro podrian, en realidad, estar indicando sefiales de pasajes por estros espontaneos vy

cortos, lo que se corresponderia con la presencia de cuerpos liteos en los cortes histoldgicos.

En concordancia con estos resultados, se ha demostrado que mujeres con SOP tienen
tendencia a responder a los tratamientos de estimulacién hormonal en forma andémala,
presentando una luteinizacién prematura, dada por una alta y precoz respuesta a
gonadotrofinas. Lo que conlleva a que pequefios foliculos presenten la misma diferenciacion y
respuesta que foliculos de mayor tamafio en pacientes con SOP (Willis et al., 1998). Hemos
encontrado en ovario de ratas de 60 dias de edad un aumento en los receptores de LH, lo que
podria estar causando una alta respuesta a LH con una consecuente “luteinizacidon prematura”
como se ve en mujeres con SOP que, a pesar de eso, presentan anovulacidon. Este fenédmeno de
luteinizacion prematura ha sido relacionado con alteraciones en la esteroidogénesis (Willis
et al.,, 1998). De acuerdo con esto, en el caso de los fenotipos HP, el fenotipo ovulatorio
irregular presenta una esteroidogénesis incrementada que se puede ver reflejada en los
niveles de StAR aumentados, mientras que en el fenotipo anovulatorio encontramos un

aumento de la esteroidogénesis en cuanto a la sintesis de andrdgenos.

La esteroidogénesis es un proceso dependiente de colesterol (Miller y Bose, 2011;
Strauss, 2019). El tejido ovarico puede sintetizar colesterol de novo, en un proceso en el que
interviene HMGCR, pero la demanda para la sintesis de esteroides es tan alta que la sola
sintesis no alcanza, y este proceso depende también, y en gran parte, del colesterol que es
capturado desde el plasma via dos receptores: LDL-R y SR-B1 (Wang y Menon, 2005; Miller y
Bose, 2011; Lai et al., 2013). Se ha demostrado que tanto HMGCR como los receptores lipidicos
(LDL-R y SR-B1) pueden responder a los niveles de LH y de la gonadotrofina coridnica humana
(hCG) (Wang y Menon, 2005; Chang et al., 2017). En roedores, se demostré que ambos
receptores son importantes para el trafico de colesterol en ovario (Chang et al., 2017). Ratones
hembras knock out de Sr-b1 presentan infertilidad y defectos en los oocitos (Miettinen et al.,
2001) mientras que animales knock out para Ldl-r muestran una disminucion en la sintesis de
estradiol y progesterona asi como alteraciones en la foliculogénesis y ciclo estral (Guo et al.,

2015). En humanos también se ha demostrado que ambos receptores son importantes para la
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obtenciéon de colesterol para la esteroidogénesis, principalmente para la esteroidogénesis

luteal (Azhar et al., 1998).

Nuestros resultados muestran una alteracion en la expresién dichos receptores. El
fenotipo HPiov presentd una disminuciéon en los niveles de ARNm de Sr-b1 sin alteraciones en
el receptor Ldl-r, mientras que el fenotipo HPanov mostré un aumento en los niveles de Ldl-r,
sin alteraciones en el receptor Sr-b1. Estos resultados sugieren que en ambos fenotipos HP, la
via de ingreso de colesterol al ovario se encuentra alterada respecto del grupo control de
forma fenotipo-especifica. En el fenotipo HPanov estaria facilitada por aumento de los
receptores LDL-R, mientras que, en el fenotipo HPiov se encontraria disminuida por la baja

expresion de los receptores de HDL.

En los grupos HP, encontramos un aumento de Acatl, lo que llevaria a alteraciones en el
almacenamiento de colesterol, que en el fenotipo HPanov se vio reflejado en un incremento
de ésteres de colesterol. Por otro lado, observamos una disminucion de los niveles de ARNm

de Hmgcr, lo que limitaria la sintesis de novo de colesterol en los animales HPanov.

A pesar de todas las alteraciones descriptas, no vimos afectados los niveles de colesterol
libre en ninguno de los dos fenotipos HP. Estos resultados reflejan que, en el caso del fenotipo
HPanov habria un exceso de colesterol que pasaria, via ACAT1, a formar gotas lipidicas y que el
colesterol biodisponible seria el suficiente para la esteroidogénesis, dado que no se observan
alteraciones en los niveles de ARNm de StAR (proteina limitante en el proceso) en dicho

fenotipo.

Por otro lado, en el caso del fenotipo HPiov, a pesar de la limitacién en el ingreso y
sintesis de colesterol, como ya mencionamos, tampoco se vieron alterados los niveles de
colesterol libre ovaricos. Mas aun, encontramos un aumento en los niveles de ARNm de StAR,
lo que sugiere una estimulacién de la esteroidogénesis ovarica a partir del colesterol
disponible. Es importante resaltar que se han encontrado mutaciones en el gen Sr-bl de
células de la granulosa que afectan su expresién (disminuyéndola), las cuales se asocian a
bajos niveles de estradiol (Strauss, 2019). De acuerdo con esto, nuestros resultados mostraron
bajos niveles de Sr-b1 y de estradiol circulante en el fenotipo HPiov. Esto reflejaria que
alteraciones en este receptor lipidico tendrian una relacién con las perturbaciones observadas

en la esteroidogénesis ovarica.

Tomando en cuenta todos estos resultados, vemos que la hiperandrogenizacién prenatal
altera la esteroidogénesis ovarica desde los primeros pasos, afectando la via del colesterol

intra ovarico. Estas alteraciones son fenotipo-especificas.
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En cuanto al proceso esteroidogénico, en si mismo, también encontramos alteraciones
en el mismo afectando la sintesis de hormonas. Particularmente, en el fenotipo HPanov se vio
un aumento de los niveles de CYP17A1 y una disminucién de los niveles de ARNm de
aromatasa lo que se condice con un aumento de testosterona circulante, y una disminucién de
los niveles de estradiol. En el caso del fenotipo HPiov encontramos una alteracion en la
relaciéon testosterona/estradiol, observandose un desbalance hormonal. Sin embargo, en este
fenotipo dicho desbalance fue menor que en el grupo HPanov, siendo que sélo encontramos
disminuidos los niveles de estradiol circulantes. En cuanto a la expresién de enzimas
esteroidogénicas sélo observamos una alteracidon en los niveles de 17BHSD, enzima que
participa de la sintesis de andrégenos, particularmente de testosterona. Esta disminucién en
17BHSD podria estar previniendo la formaciéon de testosterona en exceso, siendo que en
circulacion no detectamos un incremento de la misma respecto del grupo control. Sin
embargo, debido a que los primeros pasos de la esteroidogénesis si se encuentran
aumentados, este fenotipo podria estar presentando altos niveles de otros andrdégenos no

medidos en este trabajo.

Es de destacar que si bien el desbalance hormonal encontrado a 60 dias permanece, asi
como también la via esteroidogénica sigue estando alterada, en la etapa adulta (90 dias) se

produjeron cambios en cuanto a dicha desregulacidn.

Teniendo en cuenta que a 90 dias de edad también encontramos alteraciones en la
esteroidogénesis, desde sus primeros pasos y en la morfologia ovarica y perfil hormonal,el
siguiente paso fue profundizar en el estudio del sistema de sensores energéticos PPARg y

guemerina en el ovario.
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Resumen visual del capitulo 3

e e e e e e oo e

LERULERRERMNRRELERE LRI INIY

--------- > Py = S

e =
S St

et alay ey

L er e ate

f f Gotas

lipidicas
(ésteres

De
colesterol)

Esteroidogénesis

= = 3BHSD M = f
EE
= '/ ‘ = CYP17A1/17BHSD M
=R )
CYP19A1 M

il
&

Estradiol

=
L

Figura 6.8: Alteraciones en la via del colesterol y esteroidogénesis ovarica en animales de 90 dias de
edad. Flechas y signos igual indican la desregulacion (en el caso de flechas) o no (signos iguales) respecto

del grupo control en los fenotipos HPiov (violeta) y HPanov (rojo).
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VIl. Capitulo 4: Efectos de la
hiperandrogenizacion
prenatal sobre el sistema
de sensores energéticos
PPARg y quemerina en
edad adulta.
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Capitulo 4

Efectos de la hiperandrogenizacion prenatal sobre el sistema de
sensores energéticos PPARg y quemerina en edad adulta

Debido a que la regulacién de la funcionalidad ovdrica, y en particular de la
esteroidogénesis, depende de la biodisponibilidad de colesterol y del sistema energético local,
en este capitulo nos propusimos evaluar el sistema energético-metabdlico PPARg/quemerina

en animales a 90 dias de edad.

Resultados

Expresion de PPARg y su co-activador, PGCla

Los niveles de ARNm y proteicos de PPARg se encuentran disminuidos en ambos
fenotipos HP (Flg. 7.1, A y B, respectivamente). Asimismo los niveles de ARNm y proteina de
PGCla, co-activador de PPARg, se encontraron también disminuidos en el fenotipo HPiov, y

con una tendencia a su disminucion en el fenotipo HPanov (Fig. 7.1, Cy D).

126



>
o

1.5- a z 1.5- .
) S8
- o
o8 25
< o107 RE 101
[N - 8
a s b @ % b
$% b 5 3
£ Lo.s =T 05 b
z 9 2T
zd £5
n_ —
0.0 . . o o0 r .
Control HPiov HPanov Control HPiov HPanov

PPARg 1+2 - o € 53+57KDa

B-TUBULINA M. e s € 19 KDa

Control HPiov HPanov
2.5- a 1.5
w @ a
8 220- 8
2 zZ0
(TR 34
09,5 2 g 1.04
88 ab P b
£ 91.0- @2
E s b Eg 0.5
< g 0.5 03
~ M c
o2
uae T l. oﬂ
Control HPiov HPanov Control HPiov HPanov
PGCla & > s == 90 KDa

BTUBULINA W s W o /5 Do

Control HPiov HPanov

Figura 7.1: Expresion de PPARg y su co-activador PGCla en el ovario. A) Expresion de ARNm de
PPARg1+2, B) Expresion proteica de PPARg1+2, C) Expresién de ARNm de PGCla, D) Expresidn proteica
de PGCla. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado

prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; avs b P < 0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

127



Formacion del complejo PPARg/PGCla

Al evaluar la formacidon de PPARg con su co-activador, los resultados de la co-inmuno
precipitacién demuestran que la asociacion entre PPARg y PGCla se encuentra disminuida en
los fenotipos HP (Fig. 7.2), lo que refleja una reduccion en la activacion de PPARg por accién de

la androgenizacion prenatal.

1.5

1.0+

0.5 b

PGC1a/ PPARg 1+2
(unidades arbitrarias)
o

0.0

Cor:trol HP'iov HPanov

PGCla
<4 90 KDa

PPARg 1+2 |

S — 3457 k0o

Control HPiov HPanov Control HPiov HPanov

Figura 7.2: co-inmuno precipitacion de PPARg1+2 con su co-activador, PGCla en ovario. Cada columna
representa la media + D.E. de grupos Control e Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 5 muestras

por grupo; avs b P <0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey.

Expresion de Quemerina y su receptor, CMKLR1

Nuestros resultados a 60 dias mostraron que la hiperandrogenizacién prenatal conlleva
a alteraciones en las adipoquinas ovaricas. En particular, en este capitulo nos interesé evaluar
lo niveles de quemerina, una nueva adipoquina cuyo rol en SOP es desconocido, de la cual se
sabe que participa en la regulaciéon de la foliculogénesis y esteroidogénesis ovarica y que
presenta elementos de respuesta a PPARg en su promotor, pudiendo estar regulada por el

mismo.

Nuestros resultados muestran que los niveles de ARNm de quemerina se encontraron

disminuidos en ambos fenotipos HP (Fig 7.3, A). Mientras que no encontramos alteraciones en
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los niveles proteicos de la misma. Asimismo encontramos que el principal receptor de

guemerina, CMKLR1, también se presenta disminuido en los niveles de ARNm (Fig. 7.4).
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Figura 7.3: Expresiéon de ARNm y proteica de Quemerina. A) Expresién de ARNm de Quemerina, B)

Expresion proteica de Quemerina. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.
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Figura 7.4: Expresion de ARNm de Cmklrl. Cada columna representa la media + D.E. de grupos Control e

Hiperandrogenizado prenatalmente (HP) en 6 muestras por grupo; a vs b P < 0,05, por ANOVA con test

post-hoc de Tukey.
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Discusion

En este capitulo nos propusimos profundizar en la regulacién del sistema
PPARg/quemerina en la adultez. El sistema PPARg es de gran interés en el estudio de SOP.
Tradicionalmente se han utilizado ligandos sintéticos de este factor de transcripcion como son
las tiazoldinenionas (TZDs), por ejemplo: pioglitazona y rosiglitazona, en el tratamiento de

pacientes con SOP obteniendo buenos resultados tanto en la regulacion metabdlica como en

las funciones reproductivas (Koo et al., 2007; Minge et al., 2008b).

En este trabajo, encontramos que, en ratas de edad adulta el perfil de expresién de
PPARg en el ovario es contrario al encontrado en la etapa de transicion pubertad-adultez. Si
bien a 60 dias de edad se encontraba incrementada la expresidon PPArg, en la edad adulta se
encuentran reducidos no solo los niveles del factor de transcripcidon, sino también de su co-
activador PGCla, asi como también se encuentra una menor interaccién entre ambos, lo que
implica una menor activacién en el sistema PPARg, pudiendo llevar entonces a una incorrecta

modulacién de los genes dianas de este factor.

Previamente, en nuestro laboratorio hemos demostrado que en dosis mayores de
hiperandrogenismo prenatal (2mg de testosterona, vs. 1mg usado en este trabajo) ya a 60 dias
de edad observabamos una inhibicién en la transcripciéon de Pparg (Heber et al., 2013). Estos
resultados concuerdan parcialmente con los de Ortega et al. (2010), donde estos autores
muestran que los niveles de PPARg aumentan durante estadios tempranos pero luego, en la
adultez (10 meses y 21 meses ovejas), no se ven alteraciones. Resaltando asi que PPARg es uno
de los mediadores tempranos de las alteraciones de programacion del desarrollo asociadas a
alteraciones foliculares y esteroidogénicas, y que su desregulacidon en sistemas androgénicos
puede ser variable en el tiempo ; posiblemente estando influenciado por los cambios

hormonales que ocurren a lo largo de la vida.

El efecto de los andrdogenos sobre PPARg en el ovario también ha sido estudiado en
nuestro laboratorio en otros modelos de hiperandrogenizaciéon. En un modelo de
hiperandrogenizacion aguda de ratas pre puberes observamos que el tratamiento con
andrégenos a corto plazo induce una inhibicion de PPARg y su co-activador, PGCla, afectando
la esteroidogénesis, y que el tratamiento con pioglitazonas previene dichos efectos (Velez
et al., 2015, 2018). Por otro lado, otros autores han encontrado que el tratamiento con DHT
postnatal prolongado (por 90 dias consecutivos desde el dia 21 de vida hasta la adultez) lleva a
un aumento de PPARg en ovario (Kim etal., 2013; Chen etal.,, 2015). Sin embargo, el

tratamiento con DHEA prolongado (desde dia 21 por 90 dias consecutivos) no altera los
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niveles de PPARg (Chen et al., 2015). Tomados en conjunto, estos resultados revelan que el
sistema PPARg presenta una funciéon importante en la foliculogénesis y esteroidogénesis
ovarica y en SOP, y que son susceptibles de una modulacién por andrégenos tanto a corto,

como a largo plazo.

Debido al efecto del hiperandrogenismo prenatal sobre PPARg, los genes diana del
mismo también pueden verse alterados. En concordancia con esto, en capitulos anteriores
mostramos que las enzimas esteroidogénicas, blancos de PPARg en ovario, también se
encuentran alteradas asi como también algunas adipoquinas ovaricas. Entre las adipoquinas
estudiadas, quemerina ha sido propuesta como reguladora de la esteroidogénesis, la
inflamacidn, la proliferacion celular y de la angiogénesis (Reverchon et al., 2014b), procesos
qgue se encuentran alterados en SOP (Sander et al., 2011; Scotti et al., 2014; Mikaeili et al.,
2016; Cai et al., 2017; Artimani et al., 2018). Teniendo en cuenta la implicancia de quemerina
en dichos procesos, y debido a que se conoce muy poco sobre su regulacién en ovario y en

contextos androgénicos, es que decidimos profundizar en su estudio en este trabajo.

Nuestros resultados revelan que si bien los niveles de ARNm de quemerina se
encuentran disminuidos, los niveles proteicos de la misma permanecen inalterados en los
grupos HP respecto del grupo control. Esta diferencia entre los niveles ovaricos de ARNm vy
proteina pueden deberse a alteraciones en los mecanismos de secrecidén y exocitosis de
qguemerina en los grupos HP. Se sabe que las adipoquinas, como quemerina, se secretan
mediante vesiculas reguladas de diversas formas (Xie et al., 2006, 2008; Ye et al., 2010), sin
embargo, el mecanismo de secreciéon de quemerina se desconoce. En el capitulo 2 de este
trabajo de tesis hemos demostrado este efecto sobre leptina, otra de las adipoquinas
estudiada, sobre la cual observamos que la hiperanrogenizacién prenatal generaba el mismo
patron de expresidn, encontrandose alterados los niveles de expresion del ARNm pero no los
proteicos. Por lo que, la posible desregulacién de la secrecion de quemerina (y también de
leptina) podrian deberse a alteraciones mediadas por el hiperandrogenismo prenatal, que

afectaria a diversas adipoquinas ovaricas y su sefializacion.

Por otro lado, quemerina ejerce su accidn en el ovario principalmente mediante su
receptor CMKLR1 (Kim et al., 2013; Reverchon et al., 2014a; Tang et al., 2016). En este trabajo
también encontramos que el mismo se halla disminuido a nivel ARNm, lo que refleja una
posible alteracion en la via de sefializacidn ovdrica de quemerina mediada por el mismo. La
estimulacién de quemerina via CMKLR1 es capaz de estimular la via de fosforilacién de AKT y
ERK e inhibir la esteroidogénesis (Reverchon et al., 2012, 2014b). En un modelo de knock out

de Cmkirl se observd que los efectos que induce el tratamiento con DHT se hayan atenuados.
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Esto revela que una inhibicidn en la sefializacidn de la via de quemerina ovarica podria afectar
mas levemente la esteroidogénesis en contextos androgénicos. Sin embargo, otros estudios
han demostrado que un déficit de CMKLR1 en otros tejidos, como en tejido adiposo y en
musculo esquelético, también conllevan a alteraciones en la via de la glucosa e insulina (Ernst
etal.,, 2012). En relacion a estos hallazgos, resultados recientes de nuestro laboratorio
demuestran que a 90 dias de edad la fosforilacion sobre AKT no se encuentra alterada por
efectos del hiperandrogenismo prenatal. Sin embargo, si lo estd la via de insulina y glucosa
intraovarica (Heber etal., 2019). Por lo que, teniendo en cuenta todos estos resultados, las
alteraciones sobre quemerina y su sefializacién, en el ovario de ratas hiperandrogenizadas
prenatalmente podrian deberse no solo a un efecto androgénico, sino también al efecto de los
cambios sobre la via de insulina y glucosa ovarica dadas por el hiperandrogenismo, ya que se
ha demostrado que quemerina regula el metabolismo de glucosa (Helfer y Wu, 2018) y que, en
células de la granulosa de bovinos, los niveles de quemerina son susceptibles al estimulo por

insulina (Reverchon et al., 2014a).

Los resultados en cuanto a quemerina y su receptor son contrarios a los encontrados
por otros autores en un modelo de androgenizacion crdnica post natal con DHT (Wang et al.,
2012b; Kim et al., 2013) y en otro modelo de tratamiento post natal con valerato de estradiol
(que también induce caracteristicas de tipo SOP (Kabiri etal.,, 2014)). En cuanto a estos
resultados, es importante resaltar que todos estos animales, tratados postnatalmente,
presentaron sobrepeso, lo cual no ocurre en nuestro modelo. Por lo que, tal cual sugieren
Kabiri y colaboradores (2014), la relacidn positiva entre los niveles incrementados de expresion
de quemerina y el aumento del peso corporal puede deberse al aumento de mediadores
inflamatorios secretados por el tejido adiposo circundante que promueven la transcripcion
ovdrica de quemerina. Lo cual no se daria en nuestro modelo. Asimismo, Kim y colaboradores
(2013) ha demostrado que DHT, en un mecanismo mediado por altos niveles de quemerina
ovadrica, inhibiria la proliferacion de células de la granulosa, y promoveria la de las células de la
teca en un mecanismo mediado por alteraciones en la fosforilacion de AKT (aumentando la
fosforilacidn en las células de la teca y disminuyendo en granulosa). Sin embargo, y en relacion
a estos resultados, como ya hemos mencionado, los niveles ovaricos de fosforilacion de AKT no
se ven alterados en edad adulta por el hiperalandrogenismo prenatal en nuestro modelo

(Heber et al., 2019).

Es importante resaltar que estos modelos, de androgenizacidn post natal, estudian
animales en la vida adulta por lo que, los consideramos adecuados para comparar con

nuestros resultados de ratas adultas. Al comparar nuestros resultados con dichos modelos,
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ademas de las alteraciones respecto de quemerina, hemos encontrado otras diferencias en
cuanto a la esteroidogénesis ovarica. Por ejemplo, en el modelo de DHT tanto StAR como
Aromatasa se encuentran disminuidas (Wang et al., 2012b; Tang et al., 2016); mientras que, en
nuestro modelo de hiperandrogenizacién prenatal encontramos que los niveles de aromatasa
se encuentran disminuidos en el fenotipo HPanov mientras que los niveles de StAR se
encuentran incrementados en el fenotipo HPiov en edad adulta. En congruencia con nuestros
resultados, modelos de hiperandrogenismo prenatal en ovejas (tanto con testosterona como
con DHT) revelaron que los niveles ovaricos de StAR se encuentran incrementados en dichos
animales y los niveles de CYP19 disminuidos en etapas adultas postnatales (Padmanabhan
et al.,, 2014). Estos resultados también coinciden con los encontrados en ovarios y células
foliculares de pacientes con SOP, en los que se presenta un incremento en la expresion de
StAR y una disminucién de CYP19A1 (Kahsar-Miller et al., 2001; Sander etal., 2011). Las
diferencias encontradas entre los modelos pre y postnatales pueden deberse a que los
tratamientos estan apuntando a diferentes estadios de la vida. Los modelos prenatales actuan
en los momentos cuando la diferenciacidon ovarica esta ocurriendo e inducen efectos en la
organizacién del tejido, mientras que los modelos de intervencién en la vida prepuberal o
puberal afectan al tejido regulando su actividad y la activacidn de los factores que modulan al
mismo, y muchas veces los efectos desaparecen cuando cesa el tratamiento (Padmanabhan

et al., 2014).

Teniendo en cuenta la evidencia hasta el momento, podemos concluir que los
andrégenos afectan al sistema PPARg/quemerina y modulan la esteroidogénesis ovarica. Los
andrégenos postnatales promueven un aumento de PPARg (Chen et al., 2015) y de los niveles
ovdricos de quemerina (Wang et al., 2012b; Kim et al., 2013) junto con una disminucién en la
esteroidogénesis ovdrica. Mientras que, el hiperandrogenismo prenatal conlleva, como
mostramos en este trabajo, en edad adulta, a una inhibicion del sistema PPARg y una
disminucién de la via de sefalizacion de quemerina ovdrica con alteraciones en la
esteroidogénesis. Estos resultados tomados en conjunto revelan que existiria una regulacion

de PPARg sobre quemerina en el ovario, y que conjuntamente afectan a la esteroidogénesis.
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Resumen visual del capitulo 4
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Figura 7.5: Alteraciones en el sistema PPARg/quemerina y su influencia sobre la esteroidogénesis

ovdrica Flechas, signos de desigualdad y signos igual indican la desregulacién (en el caso de flechas y

signos de desigualdad) o no (signos iguales) respecto del grupo control en los fenotipos HPiov (violeta) y

HPanov (rojo). Los rayos indican alteracion en la via indicada. Los signos de interrogacién indican que

dicha via no fue estudiada.
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VIIl. Capitulo 5: Alteraciones
metabodlicas y quemerina
como biomarcador en
una poblacidén local de
mujeres con SOP.
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Capitulo 5

Alteraciones metabdlicas y quemerina como biomarcador en
una poblacion local de mujeres con SOP

Teniendo en cuenta la multifactorialidad de SOP y que poco se sabe sobre el sindrome
en poblaciones latinoamericanas nos propusimos caracterizar una poblacion local de pacientes
con SOP. Asimismo, tomando en consideracion el rol de quemerina sobre el metabolismo y la
reproduccion y su posible rol en la patogenia de SOP, evaluamos a quemerina como potencial

biomarcador asociado al sindrome en nuestra poblacidn.

Resultados

Caracterizacion metabdlica de una poblacion local de SOP y determinacion de
LAP y VAI como posibles marcadores de RCV

La clasificacidon de las pacientes con SOP se basé en el criterio Rotterdam (2003). Existe
una controversia en torno al cuarto fenotipo establecido sélo por el criterio diagndstico de
Rotterdam y no contemplado por los criterios diagndsticos de NIH (1990) y ASRM (2006). En
particular, se conoce muy poco sobre SOP en poblaciones latinoamericanas. Decidimos
entonces, agrupar a las pacientes con SOP segun presenten cualquiera de los tres fenotipos
hiperandrogénicos contemplados por los tres criterios (fenotipos hiperandrogénicos, HA), o en
el fenotipo normoandrogénico (NHA), sélo contemplado por el criterio de Rotterdam (2003).
En primer lugar realizamos una caracterizacién de la poblacién SOP en cuanto a los parametros

metabdlicos, cuyos valores se volcaron en la tabla 8.1.
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Control NHA-SOP HA-SOP **pctl | **pctl | .
(n=88) (n=17) (n=93) P vs NHA | vs HA p NHA vs HA

Edad 27,8145,1 26,11+ 5,38 26,23 + 5,38 0,1205 - - -

IMC 21,5+1,89° 28,77+ 6,41° 29,09+ 7,56°  <0,001 - - -
C"cgi’:tir;“c'a 71,35+6,46°  92,31+14,82° = 91,47+18,74"  <0,001 0,05 = 0,125 0,326
Presion sistolica* = 110(110-120) 110(100-120) 110(100-120) 0,98 0,008 0,009 0,760

Presis
e 70(70-80) 70(70-80) 70(70-80) 098 0016 0,017 0,760
diastdlica
Perfil lipidico
cT 160,71+29,14° 180,78+33,73°  193,49+40,57° <0,001 0,018  <0,01 0,316
HDL 55,32+412,75°  53,04+14,15%° 48,82 + 13,02° 0,01 0,231 0,547 0,425
LDL 91,12 +22,5° 111,81+28,11° 117,3+32,78° <0,001 0,024 0,001 0,898
TG 67,34+28,52° 98,38+39,73°  124,33+87,64° 0,04 0,115 0,003 0,595
Metabolismo de glucosa e insulina
Glucosa 80,04+ 6,72° | 86,72+7,62" 88,43+9,38° | <0,000 | 0,93 | 0,150 0,167
Insulina 7,49 +3,61° | 12,58+7,97° 16,02+ 10,14° | <0,001 = 0,372 = 0,941 0,967
Glucosa/Insulina | 14,14 +8,84° = 8,04 +2,54° 10,85 + 8,36" 0,002 0451 0,180 0,180
Quicki 0,37 +0,03* = 0,33+0,02° 0,34 +0,04° <0,001 0,183 | 0,312 0,312
HOMA-IR 1,48+0,73° | 2,83+1,83° 2,84 +1,88" <0,001 0,383 | 0,315 0,967
Riesgo Cardiovascular
CT/HDL 2,98+0,56° | 3,64+0,96° 4,19 +1,43° <0,001 0,671 | 0,029 0,239
TG/HDL 1,26 +0,55° | 2,11+1,02° 3,04 +3,02° 0,005 0,557 0,121 0,588
8,96 36,34 41,85
LAP ’ ’ ’ 0,002 0,014 0,001 0,915
(6,57-11,86)°  (19,32-53,40)°  (15,82-71,70)°

VAI¥ 1,49+0,69° @ 4,06+2,14° 5,96 + 6,00 <0,001 0,001 @ <0,001 0,731

Tabla 8.1: Caracteristicas de mujeres controles y SOP divididas segun fenotipos. Valores expresados
como media + D,E, (ANOVA y test post-hoc con correccién de Tukey-Kramer o Dunnett-T3
dependiendo si se presenta homogeneidad de la varianza o no, respectivamente), *Mediana y rango
intercuartil 25-75 (Kruskal-Wallis test). Letras diferentes implican diferencias significativas
estadisticamente entre los grupos analizados en analisis univariado, ** p-valor ajustado por edad e
IMC ( regresion linear multiple o GLM) para controles vs, fenotipos de SOP o entre fenotipos SOP. El
marcador VAI solo se ajustd por edad para evitar la colinealidad con el IMC, ya que el mismo forma
parte de los términos del calculo del marcador. p<0,05 se consideré como estadisticamente

significativo.
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La tabla 8.1 muestra que ambos fenotipos SOP (NHA y HA) presentan altos valores de
IMC, CC, CT, LDLy TG respecto del grupo de pacientes control. Los niveles de colesterol HDL se
encontraron disminuidos sélo en el grupo de pacientes con SOP con fenotipo HA, respecto del

grupo control.

En cuanto a los pardmetros asociados con el metabolismo de glucosa e insulina, el grupo
SOP presentd diferencias significativas respecto de las pacientes control. Encontramos que los
valores de glucosa e insulina se hallaron incrementados en las mismas, mostrando una
alteracion en estas vias metabdlicas. Alin mas, los indices de insulino sensibilidad (GLC/INS y
QUICKI) y el indice de insulino resistencia, HOMA-IR, se encontraron alterados en las pacientes
con SOP, respecto del grupo control, mostrando un desbalance en estas pacientes de la

homeostasis de la insulina.

Al realizar un analisis multivariado, ajustando por edad e IMC, encontramos que
respecto del grupo control las pacientes con SOP presentaron alta presidon arterial, y
alteraciones en los niveles de CT y colesterol LDL. En cuanto a los niveles de colesterol HDL, no
se encontraron diferencias significativas entre las pacientes con SOP y las controles. Asimismo,
el analisis multivariado revelé que los niveles de TG solo se encontraron alterados entre el
fenotipo HA-SOP y el grupo control. Respecto de los pardmetros asociados al metabolismo de
glucosa e insulina, no encontramos diferencias significativas entre los grupos analizados

mediante el analisis multivariado.

En cuanto al riesgo cardiovascular, evaluamos 4 parametros. Dos de ellos: CT/HDL y
TG/HDL,los cuales son marcadores de RCV tradicionales, ampliamente utilizados en la clinica.
Otros dos: LAP y VAI, son marcadores de RCV nuevos. Los 4 parametros evaluados se
encontraron incrementados en las pacientes con SOP respecto de las pacientes control.
Particularmente, los indices TG/HDL, LAP y VAI se encontraron incrementados
independientemente del fenotipo SOP. Al realizar un andlisis multivariado, ajustando por edad
e IMC, estas diferencias persistieron, salvo en cuanto al marcador TG/HDL, para el cual no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos estudiados. Respecto del marcador
CT/HDL, sélo se encontraron diferencias significativas entre el fenotipo SOP-HA y el grupo

control, tanto en el analisis univariado como en el multivariado.

Para evaluar las potenciales diferencias en riesgo metabdlico entre ambos fenotipos
SOP, analizamos la presencia de los distintos componentes del sindrome metabdlico segun el
criterio ATP IIl. Nuestro analisis reveld que no existen diferencias significativas entre los

fenotipos HA y NHA en las pacientes con SOP argentinas para la presencia de bajo colesterol
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HDL, altos niveles de TG, altos valores de glucemia, alta circunferencia de cintura y alta

presion arterial (Tabla 8.2).

NHA-SOP HA-SOP p

IMC>25 70,00% 60,95% 0,44
SM (%) 23,78% 28,68% 0,72
HDL<50 mg/dI 52,94% 61,64% 0,51
TG>150 mg/d| 16,67% 23,68% 0,52
GLC>110 mg/dI 15,00% 6,00% 0,16
CC>88 cm 66,67% 58,23% 0,50
PAS>85 mm Hg 11,76% 19,35% 0,47
PAD>130 mm Hg 5,88% 11,29% 0,51

Tabla 8.2: Sindrome metabdlico: parametros de acuerdo a ATP IIl. Comparaciones entre fenotipos SOP.
Comparaciones entre fenotipos SOP de la prevalencia de caracteristicas del sindrome metabdlico, Test

chi-cuadrado, p<0,05 fue considerado como significativo estadisticamente.

Con el objetivo de evaluar a LAP y VAl como marcadores de alteraciones metabdlicas en
nuestra poblacién local, estudiamos su correlacion con marcadores conocidos de sindrome

metabdlico, de riesgo cardiovascular y de homeostasis de glucosa e insulina (Tabla 8.3).
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LAP VAI
Coeficiente no Coeficiente ajustado Coeficiente no Coeficiente ajustado
ajustado por edad e IMC ajustado por edad
r P r P r p R P
Circunferencia de
0,917 <0,001 | 0,320 <0,001 0,736 <0,001 0,560 <0,001

Cintura
Parametros

Presién Sistdlica - 0,387 - 0,082 - 0,880 - 0,080
ATP ]|

Presion Diastdlica | --- 0,643 - 0,99 0,845 -- 0,91
asociados con

HDL -0,478 <0,001 | -0,210 0,008 -0,617 <0,001 -0,520 <0,001
SM

TG 0,799 <0,001 | 0,860 <0,001 0,905 <0,001 0,940 <0,001

Glucosa 0,354 <0,001 | -- 0,34 0,389 <0,001 0,260 <0,001
Marcadores de | CT/HDL 0,663 <0,001 | 0,380 <0,001 0,778 <0,001 0,710 <0,001
RCV y dis- TG/HDL 0,828 <0,001 | 0,820 <0,001 0,958 <0,001 0,940 <0,001
funcionalidad

LAP - - - - 0,892 <0,001 0,890 <0,001
adiposa
Marcadores Glucosa/Insulina -0,525 <0,001 -0,260 0,001 -0,458 <0,001 -0,290 <0,001
del Quicki -0,626 <0,001 | -0,200 0,010 -0,580 <0,001 -0,460 <0,001
metabolismo
de insulina y | HOMA-IR 0,626 <0,001 | 0,220 0,006 0,579 <0,001 0,420 <0,001
glucosa

Tabla 8.3: Correlacidon entre LAP y VAI vy caracteristicas del Sindrome metabdlico , y marcadores de IRy

RCV . LAP y VAl como marcadores asociados a riesgo cardiovascular e indices de homeostasis de glucosa

e insulina, Coeficiente de correlacidn de Spearman (r) y p valor para modelos ajustados y no ajustados,

p<0,05 fue considerado como significativo estadisticamente.
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LAP y VAI, mostraron en ambos grupos SOP y control, una correlacién positiva con los
pardmetros de ATPIIl para sindrome metabdlico: CC, TG y niveles de glucosa. Asimismo
presentaron una correlacién negativa con el colesterol HDL. En cuanto a los marcadores
tradicionales de RCV (CT/HDL y TG/HDL) presentaron una correlacion positiva. Asimismo, al
evaluar la correlacién de LAP y VAI con diversos marcadores de homeostasis de insulina,
encontramos que ambos presentaron una correlacidn negativa con los indices de insulino
sensibilidad GLC/INS y QUICKI y una correlacidn positiva con el indice de insulino resistencia,

HOMA-IR.

En el andlisis multivariado, dichas correlaciones se mantuvieron para el caso de VAl
Mientras que para el caso de LAP se encontré que el mismo correlacionaba con los mismos
pardmetros con los que se habia presentado asociacion significativa en el andlisis univariado,

exceptuando a los niveles de glucosa.

Asimismo, LAP y VAI presentaron correlacion entre ellos, tanto en el andlisis univariado

como en el multivariado.

Estos resultados en conjunto, muestran que tanto LAP como VAl podrian ser buenos
marcadores de riesgo metabdlico en poblacién Argentina. Por ello, decidimos establecer un
valor de corte para LAP y VAI en nuestra poblaciéon local tomando como referencia el valor de

corte de HOMA-IR establecido por Graffigna y colaboradores (2005) para Argentina.

El analisis mediante curva ROC (Fig. 8.1) reveld que el mejor valor de corte para LAP y
VAl para la presencia de IR fue de 18,24 (sensibilidad: 81,43% especificidad: 73,49 %) y de 2,19
(sensibilidad: 81,16% especificidad: 72,15%), respectivamente. La comparacién entre las
curvas (LAPauc: 0,84 + 0,03; VAlauc: 0,82 + 0,04; p>0,05) no mostraron diferencias significativas.
Por lo que, ambos marcadores con sus respectivos valores de corte, son buenos indicadores de

IR.
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Figura 8. 1: Analisis de curva ROC para LAP y VAl tomando como referencia de IR el HOMA-IR con un

valor de corte > 2,3.

Los valores predictivos de IR y RCV de acuerdo al indice HOMA-IR en pacientes con SOP
mostré que los valores predictivos positivos y negativos fueron: VPP: 75% y VPN: 77,27% para

el caso de LAP> 18,24, (p<0,01) y VPP: 74,65% y VPN: 72,22% para el caso de VAl > 2,19,
(p<0,01).

Comparamos estos valores con los encontrados para los marcadores de RCV
tradicionales. Para el caso del indice TC/HDL > 3,25 los VP fueron: VPP: 73,24% VPN: 65,22%,
(p<0,01) y para el caso de TG/HDL > 2,5, VPP: 77,50% y VPN: 47,7%, (p<0,05).

Estos resultados revelan que LAP y VAI con sus respectivos valores de corte establecidos
serian marcadores mas precisos de RCV asociado a IR en poblacién SOP que los pardmetros de

RCV tradicionales.
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Quemerina como marcador de riesgo metabdlico

Debido a que quemerina ha sido sugerida como un nuevo marcador de riesgo
metabdlico, evaluamos los niveles séricos de dicha adipoquina en la poblacién local de
pacientes con SOP teniendo en cuenta la presencia de hiperandrogenismo y comparando con

poblacién control.

150+

100-

Quemerina (ng/mL)

Control NHA HA

Figura 8.2: valores de quemerina en suero. Cada barra corresponde a la media + D.E. a vs. b, p<0,05 por

ANOVA con test post-hoc Tukey.

El andlisis univariado reveld que los niveles de quemerina se hallan alterados en ambos
fenotipos SOP, independientemente de la presencia de hiperandrogenismo (Fig. 8.2). Al hacer
un andlisis multivariado ajustando por IMC y edad, se observé el mismo resultado. Se
encontraron diferencias significativas para los valores de quemerina entre el grupo Control y
NHA (p=0,023) y el grupo Control y HA (p<0,001) pero no se encontraron diferencias entre los
fenotipos SOP NHA y HA (p=0,643).

A continuacion, realizamos un analisis de correlacion entre quemerina y distintos
marcadores conocidos de riesgo metabdlico. El analisis de correlacién univariado reveld que
guemerina correlaciona positivamente con la circunferencia de cintura, los niveles de
triglicéridos, la glucemia, el indice TG/HDL, el indice LAP y el indice HOMA-IR y asimismo
correlaciona negativamente con el indice Quicki. El analisis ajustado por edad e IMC reveld que
guemerina correlaciona positivamente con la circunferencia de cintura, la glucemia y el indice
LAP. Estos resultados revelan entonces, que quemerina presenta una correlacién con

marcadores de alteraciones metabdlicas (Tabla 8.4).
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Quemerina
Coeficiente no Coeficiente ajustado por
ajustado edad e IMC
r p r p
Circunferencia
0.241 0.033 | 0.343 0.006
de cintura
Presion sistdlica | -- 0.671 -- 0.95
Parametros
ATPINI Presién diastélica | -- 0.188 | -- 0.258
asociados a
SM HDL - 0.904 | --

TG 0.24 0.043 | 0.25 0.065
Glucosa 0.25 0.0272 | 0.55 0.001
TC/HDL - 0.5324 | -- 0.461

Marcadores de

RCV y dis- TG/HDL 0.26 0.034 | -- 0.65
funcionalidad LAP 0.34 0.008 | 0.517 0.001
adiposa
VAI - 0.119 - 0.545
Marcadores Glucosa/Insulina | -- 0.334 | -- 0.313
del

metabolismo Quicki -0.28 0.0140 | -0.29 0.083

de insulinay
glucosa HOMA-IR 0.28 0.0136 | 0.29 0.076

Tabla 8.4: Correlacién entre quemerina y caracteristicas del sindrome metabdlico , y marcadores de RCV
e IR. Coeficiente de correlacidn de Spearman (r) y p valor para modelos ajustados y no ajustados. p<0,05

fue considerado como significativo estadisticamente.

Dada la correlacién de quemerina con marcadores de alteraciones metabdlicas, se
decidid hacer un analisis teniendo en cuenta los valores de cortes de los mismos conocidos

para nuestra poblacién (Fig. 8.3).
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Figura 8.3: Analisis de los valores séricos de quemerina en poblacién control (verde) y SOP (violeta)
teniendo en cuenta los distintos valores de corte de los pardmetros analizados en la tabla 8.4 con los
gue quemerina presentd correlacion. A) IMC, B) CC, C) glucosa, D) TG, E) HOMA-IR, F) TG/HDL y G) LAP.
Cada barra corresponde a la media + D.E.. Se realizaron analisis por ANOVA de dos factores con post-hoc
test Tukey, para los casos de IMC, CC, TG, HOMA-Ir, TG/HDL y LAP, * indica diferencias significativas,

p<0,05, entre los grupos sefializados. En el caso de la glucemia sérica se realiz6 un ANOVA de un factor

con post-hoc test Tukey (a vs. b, p<0,05).

145



Los resultados revelan que en la poblacién con IMC<25 kg/m?, CC<88cm, TG<150 mg/dL
o LAP<18,24 los niveles de quemerina se encuentran mas altos en el caso de pacientes con
SOP respecto de la poblacidn control. Mientras que, en el caso de que dichos marcadores se
presenten por encima del valor de corte, no se encontraron diferencias entre la poblacién SOP
y la poblacién control. Sin embargo, en el caso del marcador de insulino resistencia HOMA-IR y
del marcador de RCV (asociado de IR) TG/HDL, encontramos que los niveles de quemerina

sérica siempre son mas altos en pacientes con SOP respecto de la poblacién control.

En el caso de los niveles de glucosa no pudimos evaluar los niveles de quemerina en
pacientes control que presenten una glucemia mayor a 110 mg/dL, debido a que ninguna de
las pacientes control presentd dichos pardmetros. Y se hallaron altos niveles de quemerina en

las pacientes SOP independientemente de sus valores de glucemia.

Discusion

Como hemos mencionado a lo largo de este trabajo, la etiologia de SOP se considera
multifactorial, y la diversidad étnica y genética contribuyen tanto a SOP como al riesgo
cardiovascular, afectando a las distintas poblaciones en diferente medida (Dasgupta y Reddy,
2008; Miranda et al., 2013; Zhao y Qiao, 2013). Existen pocos trabajos asociados al estudio de

desordenes metabdlicos en pacientes con SOP latinoamericanas, estando la mayor parte de los

estudios enfocados en pacientes caucdsicas europeas o estadounidenses.

La poblacidon Argentina, es muy heterogénea a lo largo del pais (Catelli etal.,
2011).Particularmente, la ciudad de Buenos Aires y el Gran Buenos Aires si bien tienen un alto
aporte europeo, siendo éste de entre 78-80% de contribucién principalmente de Italia y
Espaia, presentan asimismo un relevante componente indigena (15-19%) y africano (2-4%)
(Seldin et al., 2007; Avena et al., 2012). Por lo que, esta poblacién no puede considerarse
enteramente caucasica. Incluso, dentro de Latinoamérica cada poblacién es particular. Un
estudio reciente que compara una poblacién SOP de Argentina con una de Chile, muestra que
las alteraciones metabdlicas son diferentes. Esto pone en relevancia la influencia e importancia
de tener en cuenta en el abordaje de patologias multifactoriales a la constitucién étnica, asi
como también al estilo de vida, que incluye la situacidon econdmica y el estatus nutricional de
las poblaciones de estudio (Ladrén de Guevara et al., 2014). Por todo lo dicho, es importante

estudiar cada situacidn particular de las diferentes poblaciones latinoamericanas.
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En los ultimos anos, estudios regionales han puesto en evidencia que los niveles de HDL,
la presidn arterial elevada y la obesidad son los principales contribuyentes a las enfermedades
cardiovasculares (ECV) en Latinoamérica (Miranda etal.,, 2013) y principalmente en
Sudamérica (Rubinstein et al., 2015). Estos factores estan presentes frecuentemente en
mujeres con SOP (Motta, 2012; Wild, 2012). Existe evidencia de que las pacientes con SOP
jévenes presentan ECV como aterosclerosis (Carmina, 2009) y esta establecido que las ECV
aumentan con la edad, de forma independiente a la presencia de otras patologias (Jousilahti
etal.,, 1999). Por lo dicho, en nuestro estudio nos concentramos en mujeres en periodo
reproductivo temprano (18 y 35 afos) debido a la relevancia e importancia de poder identificar

a mujeres jévenes con SOP que presentan alto riesgo metabdlico.

En nuestra poblacién mostramos que el fenotipo NHA presentd, en el andlisis ajustado
por edad e IMC, un riesgo metabdlico equivalente al del fenotipo HA. Estos datos revelan la
importancia de utilizar los criterios de Rotterdam para el diagndstico de SOP porque el mismo
incluye al fenotipo NHA. Como las mujeres NHA de nuestra poblacidn presentan el mismo RCV
y alteraciones metabdlicas comparables a los fenotipos HA, la aplicacién de otros criterios
diagnésticos como NIH (1990) y AES (2006) (Guastella et al., 2010; Dunaif y Fauser, 2013)
hubieran dejado de lado a estas pacientes para la prevencidn de RCV, tal como también
muestran Amato y colaboradores (2011) en una poblacién de mujeres de Italia (Amato et al.,
2011). Estos datos estan en concordancia con lo que fue descripto para otra poblacion
argentina de la provincia de Cérdoba, donde el fenotipo NHA mostré una prevalencia de SM
similar a los fenotipos HA. Estos resultados resaltan la importancia del hecho de que SOP debe
ser considerado mas alld de una condicidon hiperandrogénica, ya que involucra varios
desérdenes metabdlicos, como fue expresado por la Sociedad de Exceso de andrégenos y SOP
(AE-PCOS Society) en los afios pasados (Wild et al., 2010) destacando la importancia del rol de

la via de la insulina en la patogénesis de SOP y sus riesgos metabdlicos asociados.

En este trabajo demostramos que tanto LAP como VAl serian buenos marcadores en una
poblacién de etnia mixta, mostrando que pueden ser utilizados como parametros de RCV e IR.
Los indices LAP y VAI han demostrado ser buenos marcadores de RCV en diferentes
poblaciones de mujeres caucasicas y también en mujeres con SOP (Kahn, 2005; Wiltgen et al.,
2009; Amato et al., 2010, 2011; Ramezani Tehrani et al., 2014), y pueden ser usados como

predictores del desarrollo de ECV.

Nuestros resultados muestran que LAP y VAI presentan correlacién no solo con los
factores definidos por el ATP Ill como contribuyentes al SM e IR, sino también con otros

marcadores tradicionales de RCV como son CT/HDL y TG/HDL. Es interesante mencionar que
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las diferencias entre los valores de cortes comparado con otros estudios (Wiltgen et al., 2009;
Amato et al., 2011; Oh et al.,, 2013; Nascimento et al., 2015) pueden deberse no solo a la
diversidad étnica presente en nuestra poblacidon de estudio sino también, a la edad de las
mujeres consideradas, ya que otros estudios contemplan una rango mas amplio, tomando en
cuenta mujeres de hasta 45 afios, lo que incluye mujeres en etapa peri menopausica (Wiltgen
etal, 2009; Amato etal.,, 2011; Oh etal., 2013; Nascimento etal., 2015). Como fue
mencionado, el perfil metabdlico cambia a lo largo de la vida en todas las mujeres y empeora a
medida que la mujer avanza en edad, (Echiburu et al., 2016) pudiendo influenciar entonces los
valores de corte. Esto resalta la necesidad de buscar valores de corte que contemplen la etapa
reproductiva temprana de las pacientes para asi poder detectar, de forma temprana, mujeres
jévenes con riego de padecer trastornos metabdlicos. A pesar de que LAP y VAI han sido
discutidos como herramientas diagndsticas para evaluar eventos cardio y cerebro vasculares,
porque incluyen pardmetros antropométricos y metabdlicos, si reflejan desérdenes que fueron
asociados con incremento del RCV. Entre ellos: los perfiles dislipidémicos y las alteraciones del

metabolismo glucémico (Wiltgen et al., 2009; Amato et al., 2010; Hosseinpanah et al., 2014).

En conclusion, nuestros datos sugieren que tanto VAI como LAP son buenos marcadores
para evaluar RCV e IR en pacientes con SOP de una poblacion local con etnicidad mixta. El
analisis de los parametros metabdlicos entre los fenotipos SOP (HA y NHA) muestra que el RCV

se presenta de forma independiente a la condicién androgénica.

Por otro lado, una vez caraterizada nuestra poblacion y determinado el riesgo
metabolico asociado a los fenotipos NHA y HA, evaluamos a la adipoquina quemerina como

posible marcador de alteraciones metabdlicas en SOP.

Se conoce que la adiposidad esta asociada a la insulino resistencia y que las pacientes
con SOP presentan obesidad en un alto porcentaje asi como también, alteraciones en el tejido
adiposo (Motta, 2012; Martinez-Garcia et al., 2013). Si bien se conoce que existe una relacion
entre SOP y adiposidad, poco se sabe del rol de las adipoquinas en SOP. En particular,
guemerina ha sido descripta como una adipoquina que no sélo es secretada por tejido adiposo
sino también por otros tejidos, entre ellos el higado y el ovario (Bozaoglu et al., 2007; Ernst y
Sinal, 2010; Reverchon etal., 2014b; Helfer y Wu, 2018). Como hemos mencionado en
capitulos anteriores, quemerina ha sido involucrada en la regulacidn de la funcién ovdrica y
por ello el interés por la misma en el contexto de SOP (Reverchon et al., 2014b). Muy pocos
estudios han caracterizado hasta el momento, a quemerina en SOP, y ninguno ha abordado su
estudio en poblaciones latinoamericanas. Hasta el dia de hoy, solo constan estudios en Turquia

(Ademoglu et al., 2014; Guzel et al., 2014; Guvenc et al., 2016), Egipto (EI-Omda et al., 2018),
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China (Wang et al., 2014; Huang et al., 2015; Yang et al., 2016), Reino Unido (Tan et al., 2009) y
Estados Unidos (Kort et al., 2015) y los resultados entre esos estudios no son consistentes. Esto
nos lleva a pensar, nuevamente, que dadas las caracteristicas multifactoriales de SOP, la
secrecidn, los niveles y el rol de quemerina en el sindrome, podrian estar dependiendo de
diversos factores como son: el estilo de vida y el trasfondo genético (genetic background), tal
cual mencionamos previamente. En particular, encontramos que los niveles de quemerina son
elevados en nuestras pacientes con SOP, independientemente de la presencia de
hiperandrogenismo. Asimismo, encontramos que quemerina correlaciona, en nuestra
poblacién, con marcadores de riesgo metabdlico. Estos resultados concuerdan con lo
anteriormente dicho, mostrando que quemerina, como posible marcador de riesgo
metabdlico, se encuentra aumentada en ambos fenotipos y resaltando asi que, tanto los
fenotipos HA como NHA presentan un alto riesgo metabdlico. Sin embargo, estos resultados se
contradicen con lo demostrado por Wang y colaboradores (2014),quienes reportaron que los
niveles de quemerina, en una poblacién china, sélo se encuentran aumentados en el fenotipo
hiperandrogénico (Wang et al., 2014). No obstante, estos autores también encontraron que
dicho fenotipo es el que presenta el peor perfil metabdlico. Por lo que, estos resultados
tomados en conjunto reflejan que, en perfiles metabdlicos alterados de pacientes SOP, los
niveles de quemerina se encuentran incrementados, destacando asi su posible rol en los

mismos.

Otros estudios han demostrado que quemerina correlaciona con varios pardmetros de
SM y de IR. Sorprendentemente, si tomamos en cuenta sélo nuestra poblacién SOP
encontramos que quemerina correlaciona unicamente con el IMC. Pero en otras poblaciones
SOP también se vio correlacidon con otros pardmetros metabdlicos. Por ejemplo, en una
poblacién china, quemerina correlacioné con HOMA-IR, IMC y TG (Huang et al., 2015) mientras
que en otro estudio en China se mostréd que correlaciona no sélo con los parametros
anteriores sino también con CC, LDL y HDL (Yang et al., 2016). En el caso de la poblacidon
estadounidense, se encontré que quemerina correlaciona con el IMC, HOMA-IR y con los
niveles de adiposidad subcutdnea (Kort et al., 2015); mientras que, en la poblacion de Reino
unido solo correlaciona con HOMA-IR (Tan et al., 2009), y en la poblacién egipcia se encontré
que quemerina correlaciona con el IMC, el HOMA-IR, los niveles de insulina, de colesterol total
y de colesterol HDL (EI-Omda et al., 2018). Finalmente, para el caso de Turquia se ha visto en
un estudio que quemerina correlaciona con la edad, el IMC, el HOMA-IR, TG y el indice cintura
cadera (Guzel et al., 2014) y en otro, que también correlaciona con los niveles de insulina y

HDL (Guvenc etal., 2016). Por lo que, teniendo en cuenta todos los estudios hasta el

149



momento, quemerina se sugiere como un marcador de alteraciones metabdlicas, pero la
correlacién con cada uno de los pardmetros metabdlicos dependeria de la poblacién en
cuestidn y sus caracteristicas, destacandose su asociacion con un IMC elevado en todas las

poblaciones SOP en cuestién.

En nuestra poblacién, al considerar los valores de corte segin ATP Il para el sindrome
metabdlico, sobrepeso y obesidad segln IMC y marcadores de riesgo cardiovascular con los
qgue encontramos correlacidon con quemerina, hallamos que las pacientes con SOP presentan
mayores niveles de quemerina circulante que las pacientes control, aun cuando dichos
marcadores estan dentro de los limites normales, segun los valores de corte considerados.
Asimismo, encontramos que los niveles de quemerina son siempre mayores en las pacientes
con SOP que en la poblacién control independientemente de la presencia de riesgo
cardiovascular medida por LAP y TG/HDL. Estos resultados sugieren que los niveles circulantes
de quemerina en nuestra poblacion SOP se encuentran incrementados independientemente
del estado metabdlico alterado detectable por los marcadores estudiados. Esto podria indicar
gue la alteracion en la secrecién de quemerina estaria asociada a la patogénesis de SOP,
relacionada a alteraciones del tejido adiposo, tal como también sugiere su correlacidon con el
IMC, (Martinez-Garcia et al., 2013; Spritzer et al., 2015) o incluso a alteraciones reproductivas
propias del sindrome. En relacién a este ultimo punto, Yang y colaboradores (2018) mostraron
que valores incrementados de quemerina sérica se encuentra en co-ocurrencia de abortos
(Yang et al., 2018); y Huang y colaboradores (2015) mostraron que quemerina correlaciona con
el volumen ovarico, el contero folicular y los niveles de SHBG (Huang et al., 2015). Asimismo El-
Omda y colaboradores (2018) encontraron una correlacién entre quemerina y los niveles de
AMH (EI-Omda et al., 2018), la cual ha sido asociada a alteraciones en el desarrollo folicular en
SOP (Mohammad y Seghinsara, 2017). En este estudio no pudimos profundizar el analisis

hormonal dado que no contdbamos con el perfil hormonal completo de las pacientes control.

En conclusién, estos resultados suman evidencia al rol de quemerina en una poblacién
SOP, mostrando su relacién con alteraciones metabdlicas y la posibilidad de usarlo como
marcador para detectarlas tempranamente. Por otro lado, los hallazgos de este trabajo, ponen
en evidencia la presencia de trastornos metabdlicos en las pacientes con SOP, aun en edades
tempranas e independientemente de la presencia de hiperandrogenismo.Las inconsistencias
entre distintos resultados en torno al rol de quemerina en SOP, al evaluar diversas
poblaciones, pueden deberse, como han alertado Kort y colaboradores (2015), a la
heterogeneidad en la adiposidad y de los distintos niveles de hiperandrogenismo presente en

las diferentes poblaciones de pacientes con SOP estudiadas. Asimism,0 estos resultados
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resaltan la importancia de tener en cuenta el origen de la poblacién de interés en el estudio de

patologias complejas y heterogéneas.
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IX. Conclusiones
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IX. Conclusiones

Parte A: modelo animal de hiperandrogenizacion prenatal

SOP es una endocrinopatia comun, que afecta a mujeres en edad fértil. Los sintomas de
SOP incluyen no sdlo alteraciones reproductivas sino también metabdlicas. Su etiologia no se
conoce con certeza y se propone un origen multifactorial, donde los andrdégenos jugarian un
rol importante. Particularmente, en los ultimos afos se ha postulado que el efecto de
andrégenos durante estadios prenatales y perinatales podrian inducir caracteristicas tipo SOP
en hembras en la vida postnatal (Revisado en (Padmanabhan y Veiga-Lopez, 2013; Abruzzese
etal, 2018)). La hipdtesis de que una hiperandrogenizacion prenatal conllevaria a
caracteristicas tipo SOP se ha probado en diversos modelos animales, entre ellos primates no
humanos (Abbott et al., 2005), roedores (Demissie et al., 2008; Amalfi et al., 2012; Yan et al.,
2014) y ovejas (Ortega et al., 2010; Padmanabhan et al., 2014). En el caso particular de los
modelos en roedores, la mayoria de los trabajos utiliza dosis de andrégenos que llevan a una
defeminizacion de los animales, alterando la apertura vaginal (Wolf, 2002; Amalfi et al., 2012;
Sun etal.,, 2012). Por lo que, en el presente trabajo utilizamos una dosis mas baja de
testosterona que induce alteraciones reproductivas y metabdlicas sin provocar defeminizacion

en los drganos.

En este trabajo nos propusimos estudiar los efectos a largo plazo de la androgenizacion
prenatal sobre la funcionalidad metabdlica y ovérica en dos etapas de la vida: la transicion de
la pubertad a la adultez (60 dias de edad) y la adultez (90 dias de edad). En particular nos
interesd estudiar los efectos que el androgenismo prenatal podria causar sobre el sistema
PPARg, el cual actia modulando diversas funciones reproductivas y ovdricas (Vélez et al., 2013;
Bogacka etal.,, 2015). Principalmente, nos centramos en la modulacién sobre Ia
esteroidogénesis ovarica, la cual se sabe puede ser regulada a distintos niveles y por diversos

mecanismos.
Nuestros resultados mostraron que la hiperandrogenizacion prenatal:

1) En la dosis usada de testosterona prenatal, conduce al desarrollo de
dos fenotipos detectables por el seguimiento del ciclo estral de los animales. Algunos
de ellos permanecen aciclicos pudiéndose detectar solo los estadios diestro o
metaestro ( o una combinacién de ambos), mientras que, otro grupo de animales

presenta ciclos irregulares.
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2) Induce alteraciones metabdlicas como son: hiperinsulinemia,
hiperglucemia, insulino resistencia y dislipidemia, que pueden detectarse desde los 60
dias de edad y permanecen (y alin empeoran en ciertos aspectos) a los 90 dias de
edad.

3) Provoca afecciones en el tejido hepdtico, conduciendo a estrés
oxidativo y alteraciones en la lipogénesis que varian a lo largo de la vida siendo el mas
afectado, el fenotipo clasificado como anovulatorio.

4) Altera la foliculogénesis y esteroidogénesis ovarica de forma fenotipo
dependiente.

5) Afecta la funcionalidad ovarica. No sélo repercute negativamente en la
esteroidogénesis sino también sobre mediadores energéticos ovaricos que la regulan,
demostrando entonces un compromiso entre el balance energético y las funciones
reproductivas.

6) Modula el trafico de colesterol intraovarico, condicionando la
esteroidogénesis.

7) Conduce a alteraciones en la via de PPARg y de la adipoquina ovarica

qguemerina, modificando su expresion, modulacidn y sefializacidn intradvarica.

154



Resumen visual final parte A
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Figura 9.1: Esquema resumen de los efectos del hiperandrogneismo prenatal a 60 y 90 dias de edad. Los
rayos indican los sistemas afectados por el efecto prenatal de andrégenos. Flechas y signos de
desigualdad y signos igual indican la desregulacion (en el caso de flechas y signos de desigualdad) o no

(signos iguales) respecto del grupo control en los fenotipos HPiov (violeta) y HPanov (rojo).
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Parte B: estudio de alteraciones metabdlicas en una poblacion local de

pacientes con SOP

SOP es una patologia multifactorial donde el trasfondo genético (genetic background), la
etnicidad y el estilo de vida contribuyen a su desarrollo y manifestacidn (Franks, 1995; Filippou
y Homburg, 2017). Poco se conoce acerca de las mujeres con SOP en poblaciones
latinoamericanas. Teniendo en cuenta que nuestra poblacidn tiene una historia y contribuciéon
genética diferente a las poblaciones europeas, norteamericanas y asiaticas (que son las que
principalmente se han estudiado en SOP); y que las condiciones socioecondmicas, el estilo y la
calidad de vida en nuestro pais resultan diferentes de las poblaciones tomadas como
referencia, decidimos entonces abordar el estudio de SOP y su caracterizacién asociada al

riesgo metabdlico en la poblacién local. Los resultados de este trabajo revelan que:

1) Las mujeres con SOP de la ciudad de Buenos Aires y conurbano
bonaerense muestran alteraciones metabdlicas independientemente del fenotipo
presentado. Por lo que, resulta importante el diagndstico de SOP en nuestra poblacién
segun los criterios de Rotterdam, por ser éste el mas inclusivo.

2) LAP y VAI se establecen como marcadores de facil aplicacién y bajo
costo para la clinica con el objetivo de establecer riesgo metabdlico, y particularmente
riesgo cardiovascular, en las pacientes con SOP.

3) Quemerina es un buen marcador de SOP y estd asociado a alteraciones

metabdlicas.
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Figura 9.2 : Esquema resumen del estudio de pacientes con SOP locales. Nuestros resultados reflejaron

un riesgo cardiovascular y alteraciones metabdlicas equivalentes y similares en los grupos
hiperandrogénicos y normoandrogénicos. LAP, VAl y quemerina se pueden establecer como marcadores

e indicadores de dichas alteraciones metabdlicas encontradas.
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