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RESUMEN

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una condicion familiar, fuertemente apoyada
en factores genéticos y ambientales. Bioquimicamente se caracteriza por una secrecion
alterada de gonadotrofinas, altos niveles de androgenos libres, insulino resistencia (IR) y un
bajo grado cronico de inflamacion. Entre las estrategias farmacoldgicas empleadas en el SOP
destaca la metformina, un sensibilizante de la accién de la insulina, que es administrada
comUnmente a estas pacientes obteniendo resultados metabolicos favorables. En el afio 2005
fue aprobado el uso de metformina en pacientes con SOP embarazadas, ya que en la practica
clinica este farmaco permite mejorar las complicaciones gestacionales propias del SOP.
Aunque la fisiopatologia del SOP es compleja y pobremente comprendida, se ha sugerido
que las mujeres con SOP presentan una actividad simpatica aumentada. Modelos de
condicion quistica en ratas dan lugar a una hiperactivacion de neuronas simpaticas periféricas
que inervan el ovario y a un aumento en la incorporacion de Norepinefrina (NE) dentro del
mismo, lo que finalmente resulta en el desarrollo y mantencion de una condicién quistica que
parece ser reversible si se atenua la actividad simpatica. Un estudio realizado en mujeres con
SOP, a las cuales se les midi¢ la actividad simpatica del musculo del lecho vascular,
mostraron una elevada actividad relacionada positivamente a altos niveles de testosterona.
La NE, efector simpatico, es un potente mediador de eventos fisioldgicos y patofisioldgicos
en todo el organismo, por lo que su concentracion extracelular se encuentra altamente
regulada, principalmente por transportadores a nivel de membrana plasmatica y a nivel
intracelular en la membrana de vesiculas de almacenamiento. Estudios en animales y
humanos sugieren que el SOP se desarrolla en la vida fetal, por tanto, perturbaciones en el
compartimiento materno programan al feto, via adaptacion placentaria y fetal, para
desarrollar enfermedades en la vida adulta. Evidencias experimentales indican que la
expresion del transportador de NE (NET) a nivel placentario, se encuentra disminuida en
enfermedades gestacionales como preeclampsia, de ahi que se ha sugerido una funcién
protectora para NET en placenta. Aunque las mujeres con SOP presentan un alto riesgo de
padecer preeclampsia, no existe evidencia de las posibles alteraciones en la expresion de este
transportador en placenta de mujeres con SOP. Para resolver nuestra hipotesis de trabajo
empleamos muestras de plasma y placenta de término de mujeres con SOP con y sin

tratamiento con metformina y mujeres control. Al evaluar los niveles plasmaticos de NE
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observamos que a las 24 semanas de gestacion hubo un significativo incremento en la
concentracion plasmatica de NE en mujeres con SOP que disminuyo significativamente a la
semana 35, lo que podria estar dando cuenta de una desregulacion en la actividad del sistema
nervioso autébnomo en estas pacientes durante el embarazo y de posibles mecanismos
compensatorios frente a una hiperactividad adrenérgica. El tratamiento con metformina
permitié disminuir significativamente los niveles plasmaticos de NE tanto en la semana 24
como 35 de gestacion. En placenta de término de gestantes con SOP observamos una marcada
disminucion de la proteina NET en ambas caras placentarias, que esta inversamente
relacionada con los niveles de GLUTA4. Sin embargo, el tratamiento con metformina restaurd
los niveles de proteina NET alcanzando niveles ain mayores que las mujeres control slo en
la cara materna placentaria, lo que sugiere que la actividad nerviosa autonémica no solo
modifica la exposicion fetal a catecolaminas, sino que el hecho de que responda al
tratamiento con metformina también sugiere que estd relacionada con alteraciones
metabolicas asociadas con el sindrome. Por otro lado, componentes rio abajo de la
sefializacion del receptor de insulina, IRS1 y GLUT4, se encontraron alterados en placenta
de término de pacientes con SOP. Sin embargo, el tratamiento con metformina durante el
embarazo permitié corregir estas alteraciones principalmente en la cara materna de la
placenta, lo que sugiere que el mejoramiento del estado hiperinsulinémico en la madre
permite restablecer parcialmente la homeostasis metabdlica placentaria. EI conjunto de estos
resultados muestra que las mujeres con SOP presentan un componente simpatico alterado
durante el embarazo, responsable de producir respuestas adaptativas placentarias a nivel de
la proteina NET. Dicha respuesta adaptativa en conjunto con las alteraciones en la
sefializacion insulinica placentaria, podrian ser responsables de la perpetuacion del fenotipo
SOP en la descendencia de estas pacientes. Por otro lado, la metformina ha demostrado ser
una herramienta farmacologica Gtil que permite corregir las alteraciones simpaticas y
metabolicas a distintos niveles, presentes en pacientes con SOP embarazadas, apareciendo
como un agente integrador de patologias que involucran componentes metabdlicos,

circulatorios y neuroendocrinos.
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ABSTRACT
Evaluation of plasma norepinephrine levels in pregnant women with Polycystic Ovary
Syndrome treated and not treated with metformin: consequences at placental level

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a familial status, strongly supported by genetic and
environmental factors. Biochemically characterized by an altered secretion of gonadotropins,
high levels of free androgens, insulin resistance (IR) and chronic low -grade inflammation.
Among the pharmacological strategies employed in PCOS stands metformin, sensitizer of
insulin action, which is commonly administered to these patients obtaining favorable
metabolic results. In 2005 was approved the use of metformin in pregnant patients with PCOS
because in clinical practice this drug improves pregnancy complications of PCOS. Although
the pathophysiology of PCOS is complex and poorly understood, it has been suggested that
women with PCOS have increased sympathetic activity. Models of cystic condition in rats
leading hyper activation to peripheral sympathetic neurons innervating the ovary and an
increase in the uptake of norepinephrine (NE) therein, which ultimately results in the
development and maintenance of a cystic condition that seems reversible if sympathetic
activity is attenuated. A study in women with PCOS, to which muscle sympathetic activity
of the vascular bed were measured, showed high sympathetic activity positively related to
high levels of testosterone. The NE, sympathetic effector, is a potent mediator of
physiological and pathophysiological events throughout the organism, so its extracellular
concentration is highly regulated, primarily at the level of conveyor plasma membrane and
intracellular level in the membrane of storage vesicles. Studies in animals and humans
suggest that PCOS is developed in fetal life, therefore, disruptions in the maternal
compartment programming to the fetus, via the placenta and fetal adaptation, for developing
diseases in adulthood. Evidence indicates that expression of the NE transporter (NET) to
placental level is decreased in gestational diseases as preeclampsia, there has been suggested
a protective function for NET in placenta. Although women with PCOS are at high risk for
preeclampsia, there is no evidence of possible alterations in the expression of this transporter
in placenta of women with PCOS. To solve our working hypothesis, we use plasma samples
and term placenta of women with PCOS with or without treatment with metformin and

control women. In assessing plasma levels of NE we note that at 24 weeks of gestation was
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a significant increase in the plasma concentration of NE in PCOS women and then decreased
significantly at week 35, which could account for deregulation in activity of autonomic
nervous system in these patients during pregnancy and compensatory mechanisms against
adrenergic hyperactivity. Metformin allowed significantly decrease plasma levels of NE in
both 24 and 35 week of gestation. In term placenta of pregnant PCOS women we observed a
marked decrease in NET levels in both placental faces and is inversely related to levels of
GLUT4. However, metformin restored levels of NET protein reaching even higher levels
than control women only in placental maternal face, suggesting that the autonomic nervous
activity not only modifies fetal exposure to catecholamines, but the fact to respond to
treatment with metformin also suggests that it is related with metabolic disorders associated
with this syndrome. On the other hand, we found altered levels of downstream components
of the insulin receptor signaling, IRS1 and GLUT4. However, treatment with metformin
during pregnancy was able to correct these alterations mainly in the maternal side of the
placenta, suggesting that the improvement of hyperinsulinemic state in the mother can
partially restore the placental metabolic homeostasis. All of these results shows that women
with PCOS have a sympathetic component altered during pregnancy and it is responsible for
producing adaptive responses in placental protein NET. Such adaptive response in
conjunction with alterations in placental insulin signaling could be responsible for the
perpetuation of PCOS phenotype in the offspring of these patients. Furthermore, metformin
has proven be a useful pharmacological tool to correct the sympathetic and metabolic
alterations at different levels, present in PCOS pregnant woman, appearing as an integrator

agent for pathologies involving metabolic, circulatory and neuroendocrine components.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales.

El sindrome de ovario poliquistico (SOP), es un desorden reproductivo comun en mujeres en
edad fértil asociado a hiperandrogenemia, insulinoresistencia, obesidad e infertilidad, que
puede tener implicancias importantes sobre el embarazo y la salud a largo plazo de las
mujeres que lo padecen (1). Desde hace ya algunos afios Lara y colaboradores, han estudiado
la participacion del estrés en la patologia ovarica empleando modelos animales de condicion
quistica que demuestran la existencia de un importante control neuronal sobre la funcion
ovarica (2,3). El uso de estos modelos animales ha permitido trasladar este conocimiento
hacia pacientes con SOP, apoyando fuertemente la participacion de los nervios simpaticos en
la funcion ovérica en condiciones normales y patolégicas (4,5). En humanos, se ha propuesto
que existe una alteracion en la actividad del sistema nervioso simpatico que contribuye a la
etiologia del SOP, aunque se desconoce su papel en la aparicion de esta condicién (4,6). La
participacién del sistema nervioso simpatico en el SOP se ve reforzada por el hallazgo de una
mayor densidad de fibras nerviosas catecolaminérgicas en ovarios de mujeres con SOP (7) y
una alterada secrecion periférica de catecolaminas en adolescentes con SOP (8). Aunque en
la literatura encontramos un creciente numero de evidencias que hacen mencion de las
repercusiones negativas a largo plazo que las alteraciones metabdlicas y simpaéticas tienen
sobre la salud de las mujeres con SOP (4,6,9-11), no existe evidencia que indique como
dichas alteraciones las afectarian en condiciones de embarazo y mas especificamente a nivel

placentario.

1.2. Sindrome de ovario Poliquistico (SOP)

El SOP afecta aproximadamente entre un 4 a 8% de las mujeres en edad reproductiva y es la
causa mas comun de irregularidades menstruales e infertilidad (12,13). Su patofisiologia
exacta es compleja y pobremente comprendida (14) y su incidencia es mayor en personas de
origen africano/caucéasico y de ascendencia asiatica (15). Los registros médicos que datan
desde los tiempos de Hipdcrates, proporcionan evidencia de la existencia de diversas
caracteristicas fisicas en ciertas mujeres similares a las observadas en el SOP que incluyen

oligo/amenorrea, infertilidad, contextura fisica robusta, hirsutismo y virilizacion (16).
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Aunque las caracteristicas fisicas de este trastorno han sido reconocidas desde hace milenios,
actualmente no existe una definicion de SOP universalmente aceptada (17). En 1990 un panel
de expertos convocados por el Instituto Nacional de Salud (sigla en inglés NIH) de Estados
Unidos, propuso criterios diagnosticos para el SOP que requieren la presencia de
hiperandrogenismo, oligomenorrea y/o amenorrea (17). En 2003, el consenso de Rotterdam
amplio6 los criterios NIH al incluir evidencia de ovario poliquistico al ultrasonido pélvico
(18). En 2006, la Sociedad de Exceso de Androgenos (sigla en inglés AES) concluyé que la
hiperandrogenemia es esencial en el diagnostico del SOP y debe estar acompafiada de
disfuncion ovérica o quistes ovaricos evidenciados al ultrasonido pélvico (19). Todas las
guias diagndsticas requieren de la presencia de al menos 2 de 3 de las caracteristicas clasicas
del SOP: irregularidad menstrual, hiperandrogenismo y morfologia de ovario poliquistico
evidenciada por ultrasonido pélvico (18). Bioquimicamente el SOP se caracteriza por una
secrecion alterada de gonadotrofinas (LH y FSH), altos niveles de androgenos libres, insulino
resistencia (20,21) y un bajo grado crdnico de inflamacion (22). Se ha sugerido que la
insulino resistencia e inflamacion, presentes en las mujeres con SOP, son responsables del
aumento en el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y
enfermedades cardiovasculares, en el largo plazo (17,22,23). El creciente conocimiento
enfocado en la compresién de la fisiopatologia del SOP, ha creado la necesidad de modificar
el manejo terapéutico de las mujeres afectadas. Mucha de la investigacion en este campo se
ha enfocado en el descubrimiento de herramientas farmacéuticas eficaces para el manejo
terapéutico global de este sindrome multicomponente (24). Un enfoque terapéutico
racionalizado deberia tener en cuenta el hecho de que en estas pacientes coexisten
anormalidades reproductivas y cardiometabdlicas. Por tanto, sensibilizadores de la insulina,
especialmente metformina, han sido introducidos como una opcién farmacéutica dirigida no
solo a la insulino resistencia, sino a varios otros aspectos de este sindrome incluyendo
anormalidades reproductivas (24-26). La Federacion Internacional de Diabetes (sigla en
inglés ADA) recomienda el uso de metformina cuando los cambios en el estilo de vida no
dan resultado (25). La metformina es una droga de categoria B, segun la denominacién de la
FDA, es decir, no hay evidencia de riesgo en humanos y animales (27). Es por ello que
algunos especialistas emplean metformina para el tratamiento de la diabetes en mujeres

embarazadas (28). Desde el afio 2005, la ADA aprobo su uso durante el embarazo, por lo que
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actualmente es un tratamiento recomendado ya que disminuye el riesgo de diabetes
gestacional, preeclampsia, abortos espontaneos y disminuye la exposicion del feto a un
exceso de andrégenos (29-31).

1.3. Metformina: origen, farmacocinética y farmacodinamia

La metformina es el fa&rmaco por via oral de primera linea para el tratamiento de la diabetes
tipo 2, cuya estructura quimica presenta un grupo biguanida. Deriva originalmente de la
Galega officinalis, que fue empleada por primea vez para el alivio de la poliuria en el antiguo
Egipto y zonas europeas medievales (32). Algunos miembros de la familia de la biguanidas
incluyen la metformina, fenformina y buformina, que fueron identificados como los
componentes activos de la Galega officinalis en 1920, y posteriormente fueron desarrolladas
como farmacos para el tratamiento de la diabetes tipo 2 en los paises europeos durante la
década de los cincuenta (32). Sin embargo, debido al desarrollo de acidosis lactica grave tras
el uso de fenformina y buformina, s6lo la metformina fue aprobada como una farmaco seguro
y efectivo para el manejo de la diabetes tipo 2 en el Reino Unido en 1958 y en EEUU en
1990 (32). Ocasionalmente, la administracion de metformina a pacientes con diabetes tipo 2
se relaciona a una baja tasa de incidencia de acidosis lactica y dentro de los casos reportados
corresponden a pacientes con una pobre funcion renal o debido a impurezas presentes en la
formulacién del medicamento. Sin embargo, la metformina sigue siendo considerada un
farmaco seguro, efectivo, de bajo costo y bien tolerado (32). Entre sus efectos benéficos
destacan su accion hipoglucemiante, una reduccion en la incidencia de enfermedades
cardiovasculares y una posible reduccion en la incidencia de cancer, entre otros (33). Este
farmaco disminuye la hiperglicemia sin estimular la secrecién de insulina, ni producir
aumento de peso o hipoglicemia. Su capacidad de disminuir los niveles plasmaticos de
glucosa resulta de una disminucién de la produccion hepatica de glucosa y de un aumento en
la captacion y utilizacion de glucosa en los tejidos periféricos, principalmente en musculo
esquelético. Sus efectos benéficos sobre los lipidos circulantes se han relacionado a una
disminucion de la produccion hepaética de lipidos (34). En pacientes con SOP se observa que
a los efectos benéficos ya mencionados para la metformina, se suman efectos benéficos sobre
la fertilidad, entre los que destacan un mejoramiento de la funcion ovulatoria y un

mejoramiento de la receptividad endometrial reflejada en una disminucién de la impedancia
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de las arterias uterinas gracias a una disminucion en la expresion de endotelina-1 a nivel
endometrial, junto con una disminucién en los niveles séricos de andrégenos y la expresion
de su receptor a nivel endometrial, durante la fase litea, disminuyendo asi su efecto
vasoconstrictor; en un aumento en la expresion de marcadores de receptividad endometrial
tales como integrina a5p3, HOXA10, Glicodelina-1 e IGF-1, como consecuencia de la
disminucion en los niveles de androgenos circulantes; en un mejoramiento de los parametros
ecogénicos uterinos; y en un aumento en la expresion de GLUT4 a nivel endometrial, cuya
expresion se encuentra disminuida en pacientes con SOP (35). La mejoria de la receptividad
endometrial permitiria disminuir la incidencia de abortos espontaneos recurrentes en mujeres
con SOP vy, una vez alcanzado el embarazo, el tratamiento con metformina disminuye
significativamente la incidencia de enfermedades gestacionales a las cuales son propensas
estas pacientes (36). La metformina es excretada en forma inalterada por la orina y bilis. La
farmacocinética de la metformina es determinada por su transporte activo a través de
transportadores de cationes organicos claves, principalmente OCT1. Los efectos potentes y
diferenciales de la metformina en el higado pueden ser explicados por el hecho de que este
medicamento al ser ingerido por via oral se transporta directamente desde el intestino (a
través de la vena portal) hacia el higado, alcanzando una concentracion mucho mayor
respecto de otros tejidos periféricos, sumado a un alto nivel de expresién de OCT1 en este
organo, que transporta activamente a la metformina hacia su sitio de accion en los hepatocitos
(33). La metformina fue descubierta antes de la era del desarrollo de fArmacos basados en
dianas celulares y su mecanismo molecular de accion sigue siendo un area de intensa
investigacion (34). Se ha demostrado que la metformina activa la via de sefializacion de
AMPK, principal regulador celular del metabolismo de lipidos y glucosa, en hepatocitos de
rata y humanos (33,34), observandose una reduccion en la actividad de la acetil-CoA-
carboxilasa, enzima que cataliza la sintesis de novo de acidos grasos e inhibe a la CPT1,
enzima limitante para la oxidacion de acidos grasos; ademas, se observa una supresion de la
expresion de enzimas lipogénicas tales como FAS y S14; también se ha observado una
supresion en la expresion de factores de transcripcién lipogénicos tales como SREBP-1 (que
codifica para FAS y S14); y una induccion de la oxidacion de acidos grasos gracias a los
efectos antes mencionados (34). La activacion de AMPK en hepatocitos es también

responsable de la disminucion en la produccidn hepatica de glucosa. Por otro lado, en células
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musculares de rata, la metformina estimula la captacion de glucosa, efecto que coincide con
la activacion de AMPK y que es aditivo a la accion de insulina. La activacion de AMPK
proporciona una explicacién unificada para los efectos pleiotropicos de este farmaco (34).

Recientemente se ha cuestionado la accion antidiabética de la metformina via activacion de
AMPK, cuestionamiento basado en datos obtenidos de modelos knockout, colocando a los
efectos independientes de AMPK en el centro de atencion por primera vez en mas de una
década. Los mecanismos moleculares independientes de AMPK incluyen su accion sobre las
mitocondrias y que se cree es el sitio principal de accion (33,37). Los primeros estudios
fisioldgicos que emplearon biguanidas mostraron una reduccion del consumo de oxigeno
acompafada de hipoglicemia, sugiriendo que este organulo es un importante sitio de accién
de agentes en cuya estructura quimica esté presente la guanidina (33). En mitocondrias
aisladas de células hepaticas y cardiacas de rata, el tratamiento con metformina inhibe
directamente el complejo 1 de la cadena respiratoria mitocondrial; esta inhibicién es tiempo
y concentracion dependiente lo que sugiere que la metformina permea lentamente a través de
la membrana mitocondrial interna en donde posteriormente produce la inhibicion del
complejo 1, la que puede ocurrir a concentraciones terapéuticas en pacientes tratados con
este farmaco (37). Adicionalmente, muchos otros efectos conocidos del tratamiento con
metformina como el incremento del metabolismo periférico de glucosa y la estimulacion de
la produccién glicolitica de lactato por el intestino, se prevé que se produzcan como
consecuencias de la inhibicién de la cadena respiratoria (37). El aumento de la utilizacion de
glucosa dependiente de insulina por los tejidos periféricos observado después del tratamiento
con metformina, esta asociado con el aumento en la expresion de transportadores de glucosa
(sigla en inglés GLUT) 1y 4 en la membrana plasmatica de estas células. Es sabido que, en
muchas células, por ejemplo en corazén, una modesta inhibicion de la cadena respiratoria
aumenta la expresion de transportadores de glucosa y enzimas glicoliticas (37). Asi, una
inhibicidn modesta de la cadena respiratoria por accion de la metformina podria tener un
efecto similar. También podria pensarse que un aumento del lactato en sangre podria ocurrir
como un resultado del incremento en la actividad glicolitica, que por lo general se observa
en los pacientes tratados con metformina. El efecto usualmente es pequefio, reflejando la

capacidad de otros tejidos tales como corazon y musculo para oxidar el exceso de &cido
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lactico (37). Foretz y colaboradores, demostraron que el AMP per se, pero no AMPK, puede
tener un papel vital en la inhibicién de la produccion hepética de glucosa. Estos autores
también demostraron que la metformina produce una disminucion de los niveles de ATP y
un aumento concomitante en los niveles de AMP, existiendo una estrecha relacion entre la
magnitud de la reduccion de los niveles de ATP y la inhibicion de la produccion hepatica de
glucosa. Asi, los efectos mitocondriales de la metformina, que son rio arriba de los efectos
de AMPKy, por tanto, independientes de la cinasa, podrian contribuir directamente al control
del flujo gluconeogénico. Por otro lado, Miller y colaboradores encontraron que la
metformina antagoniza los efectos del glucagon sobre la adenilato ciclasa, atenuando el
aumento en los niveles de cCAMP dependientes de glucagdn y la activacion concomitante de
la proteina cinasa dependiente de cCAMP (PKA) y su via de sefializacion, cuya accion es
critica en el control de la gluconeogénesis durante el ayuno (33). Otros efectos
farmacologicos de la metformina se han obtenido de diversos estudios. Primeramente,
estudios in vitro han mostrado que la metformina ejerceria un efecto protector indirecto sobre
el endotelio vascular, gracias a la reduccién de la produccion hepética de glucosa y niveles
de insulina circulantes y un efecto protector directo via activacion de AMPK que resulta en
un aumento en la sintesis de NO, junto con una disminucion de las especies reactivas del
oxigeno por inhibicion del complejo | mitocondrial (33,38), disminuyendo el riesgo de
enfermedades cardiovasculares en un 40% (39). En el caso de pacientes con SOP, se ha
sugerido que el riesgo cardiovascular se asocia a elevados niveles de homocisteina, y que el
tratamiento con metformina disminuye sus niveles en mujeres con SOP delgadas (40).
Adicionalmente, el tratamiento con metformina mejora la funcién endotelial en pacientes con
SOP al disminuir los niveles séricos de PAI-1 y ADMA (41). Finalmente, la metformina es
capaz de disminuir la presion arterial en pacientes con diabetes tipo 2 (42). En segundo lugar,
un gran namero de reportes clinicos y epidemioldgicos han sefialado que la administracién
oral de metformina reduce el riesgo de desarrollo y progresion de varios tipos de tumores.
Experimentos in vitro e in vivo dan cuenta de la actividad anti-cancerigena de la metformina
mediada a través de la activacion de las vias de sefializacion supresoras de tumores tales
como LKB1-AMPK, e inhibicion de vias pro-oncogénicas tales como Akt/mTOR,
insulina/IGF-1, NFkB y VEGF (32). Por otro lado, cultivos de células cancerigenas que

presentan un fenotipo muy agresivo muestran que, al ser tratadas con metformina son mas
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sensibles a la quimioterapia (32). Creciente evidencia sugiere que el tratamiento con
metformina regula ademas la expresion génica via miRNA, los cuales han mostrado tener

una accion antitumoral (32).

1.4. Etiologia del SOP

Aunque su etiologia no es bien comprendida ain, numerosas evidencias indican que el SOP
es una condicion familiar, fuertemente apoyada en factores genéticos y ambientales (43-45).
Aunque no hay genes universalmente aceptados en la etiologia del SOP, algunas
publicaciones sefialan que existen modificaciones en la estructura molecular de
gonadotrofinas y sus receptores, de enzimas esteroidogénicas y en la accion y secrecion de
la insulina (43). Otros estudios sugieren que el SOP se origina en la vida fetal (46,47). Esta
hipdtesis se basa en datos obtenidos de modelos animales, principalmente monos u ovejas
expuestas a altas concentraciones de andrégenos en la vida prenatal, apoyados por estudios
clinicos (44,46,48). Se sugiere que mujeres expuestas a un exceso de andrdgenos, en
cualquier estado del desarrollo fetal del ovario hasta el inicio de la pubertad, conduce a
muchas de las caracteristicas del SOP, incluyendo anormalidades en la secrecidén de hormona

luteinizante (sigla en inglés LH) y la secrecién de insulina (44,48,49).

1.4.1. Actividad nerviosa simpética en la etiologia del SOP

EI SOP es una condicién patoldgica que presenta alteraciones tales como hiperandrogenemia,
hiperinsulinemia, insulino resistencia, obesidad abdominal y enfermedades cardiovasculares,
todos los cuales se piensa estan asociados a un aumento de la actividad del sistema nervioso
simpatico (4,50,51). Este sindrome también se asocia con alteraciones en el eje somatotropico
(Hormona del crecimiento/IGF-1), que desempefia un papel central en la regulacion del
trafico nervioso simpatico (4,51). Estudios han mostrado que las mujeres con SOP presentan
una correlacion positiva entre los niveles de testosterona y la actividad nerviosa simpatica,
lo que sugiere que el grado de simpato-excitacion esta relacionado al grado de severidad del
SOP (4). Otro estudio realizado en adolescentes con SOP, reveld que estas pacientes
presentan una alteracion catecolaminérgica periférica, sugiriendo una posible alteracién en
el metabolismo y/o captacion de norepinefrina (NE) (8). A nivel ovarico, las mujeres con

SOP presentan una mayor densidad de fibras catecolaminérgicas, relacionada con la
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hiperandrogenemia en estas pacientes (51). Por otro lado, estudios clinicos muestran que las
mujeres con SOP recuperan temporalmente la funcion ovérica después de una reseccion en
cufia del ovario (52). Otros estudios en ratas, a las que se les indujo una condicion quistica
por administracion de una Unica dosis de estradiol valerato, resulta en profundos cambios en
la homeostasis catecolaminérgica en el ovario, iniciados después del desarrollo de quistes y
que persisten después de la formacion de los mismos (3,53,54). Sin embargo, este proceso
parece ser reversible si se atenda la actividad simpética (3,53,54). Otro estudio de modelos
SOP en ratas mostro que el tratamiento con electro-acupuntura disminuye la concentracion
del factor de crecimiento nervioso (sigla en inglés NGF), el cual aumenta la actividad del
sistema nervioso simpatico, logrando una inhibicién de la hiperactividad simpatica presente

en este modelo (55).

1.4.2. Accion de la insulina en la etiologia del SOP

Estudios de la accion insulinica en adipocitos aislados de mujeres con SOP, han revelado
marcados descensos en la sensibilidad a la insulina, junto con una disminucion en el
transporte de glucosa estimulado por insulina, que es secundario a una disminucion
significativa en la abundancia de GLUT4 (56). Por otro lado, existe evidencia de una
disminucion en los niveles de adenosina en adipocitos de mujeres con SOP, pero si esto es
un defecto primario o secundario a la hiperinsulinemia no esta claro. Defectos similares se
han observado en pacientes con diabetes mellitus no insulino dependiente y obesidad, pero
mejoran al controlar la glicemia e hiperinsulinemia, como asi también el peso corporal, lo
que sugiere que son defectos adquiridos mas que intrinsecos (56,57). En contraste, tales
defectos en mujeres con SOP pueden ocurrir en ausencia de obesidad, intolerancia a la
glucosa o cambios en la circunferencia de cintura (56,58). Ademas, estas anormalidades no
se correlacionan significativamente con los niveles de hormonas sexuales, sugiriendo que
tales anormalidades en el SOP pueden ser intrinsecas (58). Estudios en cultivos de
fibroblastos aislados de la piel de mujeres con SOP, han evaluado la funcion del receptor de
insulina observandose una disminucion en la autofosforilacion del receptor, especificamente
se observa una disminucién en la fosforilacion de residuos de tirosina mientras que la
fosforilacion de residuos de serina se encuentra aumentada (59). Esta aumentada

fosforilacion en residuos de serina de los sustratos del receptor de insulina esta presente
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también en células de musculo esquelético provenientes de mujeres con SOP (59). Dicha
anomalia parece ser un defecto Unico del SOP, ya que en otras condiciones de insulino
resistencia como obesidad y diabetes mellitus no insulino dependiente, no estd presente
(57,59). Adicionalmente, estas pacientes presentan defectos rio abajo en la sefializacion del
receptor de insulina como una disminucién de la activacion de PI3K y una disfuncion en las
células B pancreaticas (60). La hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina presente en
mujeres con SOP, afecta negativamente a la foliculogénesis y la ovulacion (61,62). Estudios
de morfologia ovéarica han mostrado que s6lo aquellas mujeres que no ovulan y que presentan
una morfologia SOP, son insulino resistentes. En contraste, las mujeres que ovulan, que
menstrian regularmente y presentan hiperandrogenismo o con SOP detectado al ultrasonido
ovarico, no son insulino resistentes (62). Estudios in vitro muestran que la insulina es capaz
de estimular la secrecion ovarica de estrégenos, andrdgenos y progesterona (56). La
presencia de receptores de insulina en las membranas ovaricas, no necesariamente indica un
papel fisioldgico para la insulina en la regulacion de la esteroidogénesis, ya que tales
receptores se encuentran ampliamente distribuidos por todo el organismo (63). La insulina
se encuentra en pequefias concentraciones en fluido folicular, sugiriendo que la insulina no
posee una produccion local. En contraste el factor de crecimiento tipo insulina 1 (sigla en
inglés IGF1), es producido en ovario y sus receptores estan presentes en este tejido (56).
Algunos estudios sugieren que IGF1, puede jugar un papel importante en la regulacién de la
maduracion folicular ovérica (64,65) y esteroidogénesis (66,67). La accion de IGF1 es
modulada por la proteina que une IGF1 (sigla en inglés IGFBP1), un producto de sintesis
hepatica que es inhibido por insulina (68,69). La sintesis de IGFBP1 también tiene lugar en
las células de la granulosa ovarica (70) y endometrio (71), y en ambos sitios su sintesis es
inhibida por insulina (56,61). En mujeres con SOP, se han observado bajos niveles
plasmaticos de IGFBP1 (56,72,73), lo que conduce a un aumento en la biodisponibilidad
ovarica de IGF1 y en consecuencia aumentan las anormalidades esteroidogénicas ovaricas
por activacion de sus receptores (56). Altas concentraciones de insulina pueden imitar la
accion de IGF1, al ocupar los receptores de IGF1. Este mecanismo ha sido propuesto para el
hiperandrogenismo mediado por insulina (74,75). Sin embargo, se ha demostrado que la
insulina ejerce sus efectos en la esteroidogénesis ovarica por accion sobre su propio receptor

(76). Estudios en cultivos de fibroblastos provenientes de la piel de mujeres con SOP,
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muestran que la actividad sobre la esteroidogenesis ovarica es preservada, aun en condiciones
de insulino resistencia, sugiriendo un mecanismo que explica los defectos selectivos de la
accion insulinica, ya que s6lo se observa una alteracion de la via que regula el metabolismo
de carbohidratos. Esto podria explicar la paradoja de la persistente produccién de andrdgenos

estimulada por insulina en mujeres con SOP insulino resistentes (56).

1.5. Embarazo en mujeres con SOP

El embarazo es un periodo marcado por profundos cambios en el estado hormonal y
metabolico de la mujer. La capacidad para regular el balance de nutrientes durante este
periodo es critica para la salud de la madre y del feto (77). Sin embargo, el estado hormonal
y metabdlico en las mujeres con SOP se encuentra profundamente alterado antes del
embarazo (20,21) y se altera ain mas durante el mismo (30). EI SOP es la causa mas comun
de infertilidad anovulatoria y da cuenta del 90 a 95% de las consultas de mujeres con
anovulacion en clinicas de fertilidad (14,78). Sin embargo, el 60% de las mujeres con SOP
son fértiles y el 90% de las mujeres con SOP infértiles tiene sobrepeso u obesidad, la que se
correlaciona con una exacerbacion de la infertilidad, reduccion de la eficacia de los
tratamientos de fertilidad y aumento en la tasa de abortos espontaneos independiente de la
edad de la madre (14,78). Ademas, las mujeres con SOP embarazadas tienen un riesgo
aumentado de desarrollar diabetes gestacional (79) y preeclampsia, principalmente en la
poblacién de pacientes obesas (1). Un meta andlisis y caso-control concluyeron que las
mujeres con SOP embarazadas, presentan un mayor riesgo de complicaciones durante el
embarazo y neonatales, junto con restricciéon del crecimiento intrauterino (sigla en inglés
IUGR) (1,30,80), y que estas complicaciones pueden mejorarse si se trata a las embarazadas
con metformina (80,81). Otro estudio realizado en mujeres embarazadas con SOP mostro
que estas mujeres presentan una mayor prevalencia de nifios pequefios para la edad

gestacional (PEG) y/o nifios grandes para la edad gestacional (GEG) (1,82).

1.5.1. Componentes del SOP durante el embarazo y su efecto programador
Modelos animales y observaciones clinicas muestran que la exposicion fetal a un exceso de
androgenos puede inducir cambios en la diferenciacion de tejidos dando lugar a un fenotipo

SOP en la vida adulta (48). En ratones hembra, la exposicion a testosterona durante el
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desarrollo programa caracteristicas de disfuncion cardiometabolica similares a las
observadas en mujeres con SOP, incluyendo un aumento del tono simpético, adiposidad
visceral, insulino resistencia, prediabetes e hipertension (50). Sir-Petermann y colaboradores
han demostrado que, durante el embarazo, las mujeres con SOP presentan mayores niveles
de insulina y androgenos respecto de las gestantes normales (81), aunque el origen del exceso
de andrdégenos durante el embarazo es incierto (48,83). Normalmente los andrégenos
maternos o aquellos provenientes de la adrenal fetal son rapidamente convertidos a
estrdgenos por accion de la aromatasa placentaria. Sin embargo, si la actividad de esta enzima
se ve comprometida, la biodisponibilidad de los andrégenos aumenta. En cultivos de
citotrofoblastos humanos, la insulina ha mostrado inhibir la actividad aromatasa y estimular
la actividad 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Sigla en inglés 33-HSD). Asi, en mujeres
con SOP embarazadas, la hiperinsulinemia podria potencialmente contribuir a la exposicién
de la vida gestante a un exceso de androgenos (48). Por su parte, Sir-Petermann y
colaboradores demostraron que en placenta de término de mujeres con SOP la actividad de
la enzima 3B-HSD-1 se encuentra aumentada y la actividad de la P450 aromatasa se
encuentra disminuida en placenta de mujeres con SOP, conduciendo a un aumento de los
andrdégenos maternos. Junto con ello, la disminucidn de la concentracion de androstenediona
en la sangre de cordon umbilical observada en este estudio, podria reflejar un mecanismo de
adaptacion fetal frente a una hiperandrogenemia en etapas tempranas de la gestacion (84).
Otros estudios sugieren que la exposicion a androgenos in utero predispone a los individuos
a desarrollar una hiperandrogenemia, una hiperinsulinemia y una disfuncion de las células (-
pancredticas (85). Modelos animales de androgenizacion in utero dan cuenta de la
importancia del periodo gestacional en el cual los efectos programadores ejerzan su accion,
ya que una androgenizacion en estadios tempranos de la gestacion conduce a un fenotipo
SOP insulino resistente e hipersecretor de LH, en cambio, una androgenizacion tardia
conduce a un fenotipo SOP sin anormalidades en la secrecion de insulina'y LH (86). Por otro
lado, la androgenizacién fetal conduce a un aumento en la secrecion de insulina en estadios
fetales como asi también infantiles, y se ha sugerido que la adrenal fetal o infantil puede ser
susceptible a la accion insulinica sobre la actividad del citocromo P450c17 conduciendo a un
hiperandrogenismo adrenal, que puede ser corregido gracias al tratamiento con un

sensibilizador de la insulina como pioglitazona (86). Maliqueo y colaboradores (87),
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muestran que las alteraciones observadas en los modelos animales de androgenizacion
también se observan en las hijas de pacientes con SOP, en cuanto a una hipersecrecion de
andrdgenos adrenales e insulino resistencia, junto con un aumento en la maduracion dsea
para su edad y una aumentada adrenarquia. Estos hallazgos dan cuenta de los primeros
eventos que tienen lugar en el desarrollo de SOP, e indican que los andrdgenos adrenales
pueden modular la aparicion o progresion de la pubertad. Por otro lado, una aumentada
actividad del citocromo P450c17 en la adrenal podria ser uno de los eventos moleculares que
promuevan la aparicion de adrenarquia, la cual se ha asociado también a hiperinsulinismo y
bajo peso al nacer (87). Todas estas alteraciones podrian ser el paso inicial en el desarrollo

de SOP en estas nifias en situacion de riesgo, quienes fueron programadas in utero.

El embarazo trae consigo cambios importantes en los ejes hipotalamo-pituitario-adrenal,
esenciales para el adecuado curso del mismo. Los glucocorticoides desempefian un rol
primordial en la maduracion de los Organos fetales, la sincronizacion del parto y
posiblemente en procesos de programacion fetal del eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal en los
cuales se vea involucrado el estrés (88-90). A comienzos del segundo trimestre, la secrecion
materna de cortisol aumenta y hacia el final del embarazo la placenta, via hormona liberadora
de corticotrofina, juega un rol crucial en la regulacion del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal
fetal para asegurar la sincronizacion de diversos procesos involucrados en el parto (88,91).
Por otro lado, el aumento en los niveles de corticosteroides hacia el final del embarazo regula
negativamente la actividad de los nervios simpaticos (92-94). Sin embargo, en condiciones
patoldgicas como el SOP, se desconoce si dicha regulacién negativa es efectiva o si pudiera
existir una accién conjunta entre actividad simpatica y el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal,
ya que las catecolaminas estimulan su actividad (90). De hecho, la mujer SOP no gestante
presenta una hiperactividad suprarrenal que conduce a elevados niveles plasmaticos de
cortisol tras ser estimuladas con hormona liberadora de corticotropina (95), que ademas se
asocia con obesidad central e insulino resistencia (96). Todas estas alteraciones podrian
persistir durante el embarazo y contribuir al desarrollo de enfermedades gestacionales,

complicaciones del embarazo y programacion fetal relacionada con estrés (88).
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A nivel cerebral, la ontogenia de los dimorfismos sexuales tiene lugar en el periodo perinatal
y, en distinto grado, a lo largo de toda la vida. Estudios en ratas muestran que durante el
periodo prenatal correspondiente al dia gestacional 18 y el periodo postnatal correspondiente
al dia 10, el cerebro es vulnerable a la desfeminizacion/masculinizacion por hormonas
esteroidales. Esta corta ventana de tiempo coincide con la secrecion de altos niveles de
testosterona proveniente de los testiculos en desarrollo, que permanentemente
desfeminiza/masculiniza el cerebro en machos. El cerebro femenino, referido como el
fenotipo sexual “por defecto” se encuentra protegido del efecto androgénico gracias a los
estrogenos circulantes de origen materno (97). El establecimiento temprano de la
diferenciacion sexual cerebral determina el comportamiento y fisiologia relacionados con
cada sexo en etapas adultas. Asi, una breve exposicion hormonal durante el periodo critico
para la diferenciacion sexual del cerebro, provoca cambios neuroanatdbmicos permanentes
producto de eventos programadores. De hecho, las hormonas esteroidales han mostrado
alterar el patron de metilacion del DNA vy de acetilacion de histonas en el cerebro en
desarrollo y en la periferia, lo que sugiere que la exposicion perinatal a hormonas puede
organizar el sustrato neuronal a través de mecanismos epigenéticos, impartiendo un control
a largo plazo sobre la expresion génica (97). En el caso de mujeres con SOP embarazadas en
donde tiene lugar una exposicion fetal a un exceso de andrdgenos, se observa cdmo los
androgenos in utero generan profundos cambios neuroendocrinos y metabolicos que
perpetdan el fenotipo SOP sobre su descendencia tal como lo observado en modelos animales
y estudios clinicos, enfocados principalmente en el componente femenino. Sin embargo, los
efectos sobre la funcion reproductiva y metabo6lica de los hijos de estas pacientes han
comenzado a evaluarse recientemente (97). Recabarren y colaboradores (98), han
demostrado que los hijos nacidos de madres con SOP tienen profundas alteraciones en el
peso, perfil lipidico, niveles de hormona AMH vy sensibilidad insulinica en comparacién a
los hijos de madres control. Aungque no presenten alteraciones en los niveles de
gonadotropinas u hormonas esteroidales en el transcurso de las distintas etapas etarias, Si
presentan un volumen testicular menor una vez alcanzada la adultez (99), contrario a lo
observado en modelos de androgenizacion fetal en donde los machos androgenizados in utero

presentan profundas alteraciones en el eje gonadal, evidenciadas por una hipersecrecion de
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LH, reduccion significativa en el conteo de esperma, movilidad de espermatozoides y

circunferencia de escroto (97).

El SOP es considerado una forma de sindrome metabdlico, y en ambos casos las pacientes
presentan un tono simpatico aumentado, el cual participaria en la patogénesis de ambos
sindromes (50). Se ha sugerido que tanto el SOP como el sindrome metabdlico tienen un
origen comun, en donde el exceso de androgenos maternos durante el embarazo produce
alteraciones en la funcion metabdlica y reproductiva de su descendencia (50). En primer
lugar, mujeres expuestas a un exceso de andrégenos en la vida prenatal manifiestan en la
adultez sintomas reproductivos tipo SOP, obesidad central e insulino resistencia. Por otro
lado, monos Rhesus hembra expuestos a un exceso de andrégenos in utero manifiestan en la
adultez una acumulacion de grasa visceral predominante, reflejando un patrén androgénico
de adiposidad. De igual modo, la exposicion perinatal a testosterona aumenta la adiposidad
en ratas hembra adultas y masculiniza la estructura y funcion del hipotdlamo (50). Todos
estos antecedentes enfocados en la comprension del papel que desempefia el exceso de
androgenos en el desarrollo de las anormalidades metabdlicas presentes en mujeres con SOP,
sugieren que la exposicion a un exceso de androgenos in utero conduce a una
masculinizacion del metabolismo observada a nivel de tejido adiposo 0 a un aumento del
tono simpatico a este nivel, ya que el sistema nervioso simpatico esta involucrado en la
distribucion y funcion del tejido adiposo y es susceptible a ser programado en la vida prenatal
(50). Ratones hembra androgenizados durante el periodo neonatal, un periodo
correspondiente al segundo trimestre del embarazo en seres humanos en donde tiene lugar la
sinaptogénesis de centros hipotaldmicos que controlan la adiposidad y el desarrollo del tejido
adiposo, desarrollan muchas de las caracteristicas metabdlicas observadas en mujeres con
SOP. Estas caracteristicas incluyen aumentado tono simpético, disminucion del gasto
energético, adiposidad visceral con adipocitos agrandados, bajos niveles de adiponectina,
disminuida actividad de osteocalcina, insulino resistencia e hipertension. Ademas, muestran
una desregulacion del tono simpatico a nivel de tejido adiposo subcutaneo y grasa
perigonadal (50). En ratones, la activacién del eferente simpatico del tejido adiposo
disminuye la lipogénesis, el nimero de células adiposas y con ello la masa adiposa. Por su

parte, el aumento en el tono simpatico observado en estos modelos puede reflejar un
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mecanismo adaptativo para contrarrestar la acumulacion crénica de grasa, ya que las hembras
androgenizadas a pesar de contar con una supresion de la lipogénesis, retienen adiposidad
por combinacion de diversos factores tales como hipofuncion de BAT, dada por una baja
expresion de la proteina termogénica UCP1, una programacion del nimero de adipocitos y
una alterada identidad fenotipica de estas células (50). En ratas hembras o mujeres control
ovariectomizadas la testosterona suprime el crecimiento de pre-adipocitos, sin embargo, no
suprime la acumulacion adiposa en hembras androgenizadas en el periodo neonatal que
hayan sido ovariectomizadas, de hecho, desarrollan obesidad cuando son tratadas
crénicamente con testosterona. Esto sugiere que la androgenizacion neonatal programaria la
sensibilidad del tejido adiposo a los andrégenos de una manera en que se favorezca la
adiposidad durante una hiperandrogenemia. El conjunto de estos antecedentes establece las

bases para el sindrome metabdlico que caracteriza a las mujeres con SOP (50).

En los mamiferos la principal fuente de energia almacenada son los lipidos, los que a su vez
son almacenados en el tejido adiposo como triglicéridos, los cuales a través del proceso de
lipolisis son movilizados desde el tejido adiposo blanco en la forma de acidos grasos libres y
glicerol. El proceso lipolitico se encuentra regulado principalmente por aferentes simpaticos,
via receptores f1-3 y a2-adrenérgicos, cuyo efecto final es la activacion de la lipasa sensible
a hormonas (sigla en inglés HSL) (100). Estudios en tejido adiposo visceral proveniente de
pacientes con SOP delgadas, muestran una aumentada lipolisis inducida por catecolaminas
debido a una aumentada actividad catalitica del complejo PKA-HSL, favoreciendo la
acumulacion hepatica de lipidos que contribuye a la insulino resistencia por alteracion de la
via de sefializacion insulinica via estrés oxidativo e inflamacion (101), y a un estado
hiperandrogénico por reduccion en la produccion hepéatica de SHBG que a su vez estimula la
lipolisis en tejido adiposo (102). Por su parte, en tejido adiposo marrdn, cuya abundancia es
méaxima al momento de nacer y es indetectable después del periodo postnatal, la NE media
la accion de la leptina sobre la expresion de UCP1, asegurando con ello una termorregulacion
efectiva del feto al momento del parto, como consecuencia del aumento de la innervacion
simpatica, densidad de receptores [-adrenérgicos y concentracion plasmatica de
catecolaminas a este nivel (103). La sensibilidad del tejido adiposo fetal a la estimulacién de

factores endocrinos parece ser mayor que en el tejido adiposo adulto. De hecho, la expresion
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de UCP1 esta sujeta al estado nutricional de la madre y a un estricto control hormonal, en
donde la insulina ejerce una accion negativa sobre la expresion de esta proteina mitocondrial
(103). Asi, la programacidn de la funcion mitocondrial placentaria/fetal que tendria lugar en
la gestante SOP producto de la hiperinsulinemia, podria ser uno de los tantos eventos
moleculares asociados a alteraciones metabolicas en su descendencia. De hecho, pacientes
con SOP vy diabetes tipo 2 muestran una biogénesis y actividad mitocondrial disminuida a
nivel muscular con una disminuida expresion de la isoforma UCP3, que es corregida por el
tratamiento con sensibilizadores de la insulina. Alteraciones similares se observan en la
descendencia de estos pacientes, sugiriendo que el componente familiar ejerce un importante

papel sobre la homeostasis mitocondrial y se relaciona con insulino resistencia (104).

1.6. Placenta

En humanos, la placenta comienza su desarrollo alrededor del dia 6-7 posterior a la
fecundacidn, durante la ventana de implantacion del blastocito. El blastocito se rodea de una
pared exterior de células (trofoblasto) y en su interior posee un pequefio grupo de células
grandes (citotrofoblasto) de las cuales derivan el embrion, el corddon umbilical y el epitelio
amnidtico. En el dia 8-9 posterior a la fecundacion, las células trofoblasticas se fusionan
formando una bicapa que da lugar al sinciciotrofoblasto, la unidad funcional placentaria
(105).

Los anexos fetales estan compuestos por la placenta, las membranas fetales y el corddn
umbilical (105). La placenta de término tiene forma discoide, con un didmetro de 15-20 cm
y un espesor de 2-3 cm; es del tipo hemocorial, los que significa que el tejido trofoblastico
derivado del feto esta en contacto directo con la sangre materna (106,107). Desde los
margenes del disco coridnico se extienden las membranas fetales, el amnios y el corion, los
cuales encierran al feto dentro de la cavidad amniotica y la decidua endometrial (105). La
placa coriénica es una estructura de multiples capas que se enfrenta a la cavidad amnidtica.
Consta de dos estructuras diferentes: la membrana amnidtica y el corion. Las vellosidades se
originan desde la placa corionica y anclan la placenta a través del trofoblasto de la placa basal
y el endometrio materno. Desde el lado materno, protuberancias de la placa basal dentro de

las vellosidades corionicas dan lugar al septo placentario, que dividen el parénquima en
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cotiledones irregulares (105). La placenta es un érgano fetal complejo que desempefia
funciones endocrinas, de pulmén, intestino y rifidn fetal (106). La figura 1 es un esquema
representativo de la estructura de la placenta humana y la figura 2 muestra un diagrama

esquematico de la placenta humana de término.

Citotrofoblasto Sangre materna

extravelloso
Citotrofoblasto velloso
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Mesénquima

Célula endotelial
fetal

Vaso sanguineo
fetal

citotrofoblasto velloso,
vasos sanguineos, estroma

Figura 1. Estructura de la placenta humana. La imagen del recuadro muestra la seccion transversal de un
vello coridnico, estructuras derivadas del trofoblasto (azul) y tejidos derivados del mesodermo (naranja). Las
imagenes del recuadro ilustran el nimero y tipo de capas celulares entre la sangre materna y fetal. Adaptado de
Dilworth M.R. and Sibley C.P. Placenta 27: S34-S39, 2013.

. MEMBRANA AMNIOCORIONICA
PLACA BASAL CORDON UMBILICAL e ¢ e

PLACA CORIONICA
MIOMETRIO

COTILEDONES SEPTO PLACENTARIO VELLOSIDADES

Figura 2. Placenta humana de término. Durante la formacion de la placenta, desde el lado materno,
protuberancias de la placa basal dentro de las vellosidades coridnicas dan lugar al septo placentario, que divide
el parénquima en cotiledones irregulares. Cada cotiledon contiene algunas vellosidades, que se originan desde
la placa coridnica. Los vasos sanguineos fetales estan localizados dentro de las ramificaciones de las
vellosidades. Adaptado de Parolini O., et al. Stem Cells 26: 300-311, 2008.
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1.6.1. Mecanismos de transporte placentario

Todos los solutos presentes en la circulacién materna y fetal seran capaces de difundir a
través de la placenta. La tasa de difusion dependera de las caracteristicas de la molécula en
cuestion, del gradiente de concentracion entre la sangre materna y fetal y del area superficial
y grosor de la placenta en si misma (108). En términos de la transferencia materno-fetal, las
primeras membranas de intercambio son la membrana plasmatica microvellosa (cara
materna) y la membrana plasmatica basal (cara fetal), presentes en la Unica capa de
sinciciotrofoblasto. El siguiente componente de barrera es el endotelio capilar fetal, que
consta de amplios espacios intercelulares por donde las moléculas con un peso molecular
menor a 1500 difundiran rapidamente (106,109). EI tamafio molecular y la lipofilicidad de
moléculas individuales tendran un efecto importante en la velocidad de difusion (106,110).
Moléculas pequefias y lipofilicas cruzaran rapidamente la placenta y alcanzaran en poco
tiempo el equilibrio en las circulaciones de ambos lados de la barrera. Por lo que la tasa de
difusion dependera grandemente del flujo sanguineo en las circulaciones uterina y umbilical
(106,110). Por el contrario, moléculas hidrofilicas no atraviesan la membrana plasmatica
debido a su pobre solubilidad lipidica. La difusion de estas moléculas es lenta y no depende
de manera importante del flujo sanguineo, sino mas bien de las caracteristicas fisicas de la
barrera de intercambio (108). El transporte transcelular de sustancias hidrofilicas desde la
madre al feto dependera de la presencia de canales/transportadores presentes en la membrana
plasmatica placentaria y de su numero, afinidad y actividad. Esto incluye transportadores de
difusion facilitada tales como la familia de transportadores de glucosa GLUT (111),
transportadores activos y canales asociados con el transporte de calcio (112) y
cotransportadores, transporte facilitado y transportadores que median la transferencia de
aminoacidos (110,113). La figura 3 muestra de manera resumida los mecanismos de

transporte placentario que tienen lugar en el sinciciotrofoblasto.

1.6.2. Actividad nerviosa simpatica placentaria

La placenta, aunque carece de inervacion, es un tejido que posee receptores adrenérgicos
(114,115) y transportadores para monoaminas como Serotonina y Norepinefrina (NE)
(116,117). Este érgano fetal cuenta con toda la maquinaria para la sintesis, metabolismo y

transporte de monoaminas como Dopamina, Serotonina, NE y Epinefrina (117). El
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metabolismo y transporte placentario de monoaminas tiene por funcién mantener una
homeostasis catecolaminérgica entre madre y feto (118). Aunque las catecolaminas son
importantes durante la vida fetal (119,120), sus niveles circulantes son bajos en el feto, a
pesar del alto tono simpéatico que posee, necesario para mantener la homeostasis
cardiovascular (120). Estudios en fetos de ovejas muestran que el sistema simpatico-adrenal
fetal se caracteriza por una alta produccion de catecolaminas y un alta tasa de depuracion por
parte de la placenta a través del transportador de Norepinefrina (NET) (120,121).
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Figura 3. Sinciciotrofoblasto. Unidad funcional placentaria que mantiene la homeostasis fetal. Todos los
intercambios placentarios ocurren vectorialmente gracias a su naturaleza polarizada, controlando el flujo de
solutos en una direccion definida. Adaptado de Riquelme G. Placenta 25: S196-S202, 2011.

Las monoaminas son potentes mediadores de eventos fisioldgicos y patofisioldgicos en todo
el organismo, por lo que su concentracion extracelular se encuentra altamente regulada (117).
A diferencia de otros transmisores, las monoaminas son mayormente recicladas, mas que
inactivadas metabdlicamente. Es por ello, que proteinas transportadoras especificas
localizadas tanto en la membrana plasmatica como en la membrana de vesiculas de
almacenamiento, se encargan de recaptar estas monoaminas desde los fluidos extracelulares
hacia el interior celular (117). En la placenta existen 2 sistemas transportadores de
monoaminas el uptake 1 (NET), dependiente de Na+ y Cl-, y el uptake 2 (OCT3),

independiente de Na+. El uptake 2 se expresa principalmente en placenta y se localiza
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probablemente en la cara fetal placentaria, suposicion basada en la evidencia funcional que
indica la presencia de un mecanismo de depuracion de NE de la circulacién fetal presente en
la membrana basal, independiente de Na+ (116). Por su parte NET se expresa tanto en sistema
nervioso central como periférico (122,123). Es una glicoproteina, que en humanos presenta
dos isoformas cuyos pesos moleculares son 80 y 55 kDa, siendo la isoforma de 80 kDa la
glicoproteina madura y la de 55 kDa un intermediario en el proceso de maduracioén de NET
(124,125). NET esta sujeto a varios mecanismos de regulacion de su trafico celular
(122,123,126,127) y su funcion es regulada por diversos estimulos tales como drogas de
abuso (122,128) e insulina (129,130). En la placenta humana, NET presenta una escasa
expresion en el sinciciotrofoblasto que recubre las vellosidades coridnicas, por el contrario,
en trofoblastos de los vellos de anclaje, presentes en la cara materna de la placenta, la
expresion de NET es elevada (116,120,128). La expresion de NET puede variar en
condiciones fisiopatoldgicas, tales como enfermedades gestacionales, en donde el mMRNA del
transportador NET se encuentra disminuido y en consecuencia aumentan los niveles de NE
en la circulacion fetal (117,120). Estudios realizados en placentas de mujeres normo tensas
y con preeclampsia muestran que la expresion de NET se encuentra disminuida en placentas
de mujeres con preeclampsia, sugiriendo que NET podria ser un mecanismo protector fetal
que mantiene la homeostasis circulatoria (117,125). Otro estudio realizado en ovejas
prefiadas mostré que una reducida capacidad de recaptacion de NE conduce a un aumento en
la presion sanguinea de madre y feto (131). En placenta humana, estudios revelaron la
existencia de ciertos polimorfismos de NET que hacen mas o menos eficiente su expresion y
funcion en la placenta (132), lo que podria tener repercusiones sobre el desarrollo placentario
y fetal. Otras enfermedades gestacionales en las cuales el sistema nervioso simpatico fetal y
materno tendria una participacion importante, incluyen la insuficiencia placentaria e IUGR
(133,134). Modelos de insuficiencia placentaria revelan una creciente hipoglicemia e
hipoxemia fetal y en respuesta a ello aumentan los niveles de NE en el plasma fetal. En estos
modelos los fetos son hipoxémicos e hipercatecolaminémicos, similar a lo observado en fetos
humanos con IUGR (135-138). La médula adrenal fetal responde a la hipoglicemia e
hipoxemia secretando catecolaminas, predominantemente NE (139-141). Esta suprime la
secrecion de insulina desde las células B del pancreas via receptores a2-adrenérgicos

(142,143). La exposicion cronica a altos niveles de NE también estaria participando en la
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supresion del crecimiento fetal junto con la desensibilizacion adrenérgica en musculo y tejido
adiposo via receptores B2 adrenérgicos (141,144,145), ademas de respuestas adaptativas en

el metabolismo, crecimiento y funcion de las células B pancreaticas en el feto (144,145).

1.6.3. Efectos de la insulina a nivel placentario

La insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminoacidos, sintetizada y secretada por las
células B pancreaticas como un polipéptido inactivo, pre-proinsulina, que tras diversas
modificaciones proteoliticas se convierte en insulina como consecuencia del aumento en los
niveles sanguineos de D-glucosa (146,147). La insulina es la hormona del crecimiento
arquetipica durante el desarrollo fetal, promoviendo el depdsito de carbohidratos, lipidos y
proteinas en los tejidos junto con la captacién de D-glucosa, principal fuente de energia en el
feto, cuyo metabolismo responde a la insulina fetal desde la doceava semana de gestacion
(107). La insulina es uno de los reguladores claves del metabolismo y se han documentado
significativos cambios en la sensibilidad de insulina y su capacidad para controlar los niveles
de glucosa, grasa y proteinas durante el embarazo (148). La insulino resistencia materna
juega un importante rol en la regulacién del metabolismo energético materno, acumulacién
de grasa y crecimiento fetal (149,150). Sin embargo, en condiciones de diabetes gestacional
que pueden estar presentes en mujeres SOP (1,79), la creciente insulino resistencia puede
conducir a niveles anormales de glucosa en sangre y macrosomia fetal, aumentando la
probabilidad de complicaciones obstétricas y en algunos casos, puede aumentar el riesgo de
muerte fetal. La insulino resistencia durante el embarazo se ha atribuido a alteraciones en
mediadores celulares tales como el cortisol, hormonas derivadas de la placenta como
lactdégeno placentario humano (sigla en inglés HLP), progesterona y estrégenos (151), TNFa.

(152) y leptina (153) y elevados niveles plasmaticos de pancreatina y catecolaminas (154).

En placenta humana se ha descrito un clon de cDNA de 5 kb que contiene las secuencias que
codifican para el receptor de insulina, cuya estructura general es una reminiscencia del
receptor de EGF (155). Existen dos isoformas del receptor de insulina (RI): RI-A 'y RI-B, las
cuales podrian tener una respuesta diferencial a insulina por activacion selectiva (156,157).
Ambas isoformas se expresan en tejidos sensibles a insulina (158), sin embargo, RI-A se

expresa predominantemente en feto y placenta, en donde participa en el desarrollo
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embrionario (159). La isoforma B del receptor de insulina se expresa principalmente en tejido
adulto y se le asocia con los efectos metabdlicos de la insulina (160). Aunque el receptor de
insulina se encuentra expresado en la vasculatura placentaria (161), se dispone de limitada
informacidn en cuanto a la accién biologica de los receptores de insulina y los efectos
vasculares de esta hormona en la circulacion placentaria, en condiciones de diabetes
gestacional (156). Sin embargo, esta enfermedad conduce a anormalidades en el transporte
transplacentario debido a la pérdida en el equilibrio hormonal inducida por cambios en la
sintesis y sefializacion de insulina (162). Estudios in vitro en células hPMEC provenientes
de mujeres con diabetes gestacional, mostraron que estas células exhiben un fenotipo
predominantemente metabdlico comparado con células provenientes de mujeres con
embarazos normales (157); y otros estudios en pacientes con diabetes mellitus muestran que
la disminucion en la respuesta a insulina se debe a la predominancia de la isoforma RI-A
(163), por lo que una modulacion en la expresion de las isoformas del RI podria tener
consecuencias sobre el metabolismo de las células endoteliales placentarias en condiciones
de diabetes gestacional (157). En células endoteliales de vena umbilical, la insulina activa la
via de sefializacion L-arginina/NO (164). Alteraciones en esta via, observadas en condiciones
de diabetes gestacional, conducen a una disfuncion endotelial placentaria (156). Estos efectos
también podrian ser modulados por la activacion de receptores de adenosina (165). Sin
embargo, no se cuenta con evidencia que indique los mecanismos potenciales asociados con

esta respuesta especifica de insulina a nivel placentario (156,162).

Considerando la evidencia establecida en la literatura. ¢Existiran alteraciones placentarias
asociadas principalmente a los desérdenes simpaticos y metabdlicos presentes en mujeres
con SOP? Y (Estas alteraciones podrian ser revertidas empleando herramientas
farmacoldgicas como la metformina durante el embarazo? El conjunto de antecedentes

mencionados junto a estas interrogantes, nos llevaron a postular la siguiente hipotesis:
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis
Las mujeres con SOP presentan elevados niveles plasmaticos de NE durante el embarazo los
que se relacionan con disminuidos niveles de NET a nivel placentario. Estas alteraciones

pueden ser corregidas al tratar a estas pacientes con metformina durante todo el embarazo.

2.2. Objetivo general

Evaluar los niveles de NE en plasma de mujeres con SOP embarazadas con y sin tratamiento
farmacoldgico. En placenta de término de estas pacientes, determinar los niveles de proteina
NET junto con evaluar el efecto del tratamiento con metformina sobre componentes de la

sefializacion insulinica y NET.

2.3. Objetivos especificos

2.3.1. Evaluar los niveles de NE en suero de mujeres con SOP embarazadas con y sin
tratamiento farmacoldgico.

En pacientes con SOP existe una alta prevalencia de insulino resistencia, obesidad central y
apnea obstructiva del suefio, los cuales se relacionan con una actividad simpatica aumentada
(6). Por lo que de acuerdo a estos antecedentes, se determinaron los niveles plasmaticos de
NE en los grupos experimentales definidos en este trabajo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (sigla en inglés HPLC), ya que el desarrollo de detectores sensibles ha
permitido el uso del HPLC para la determinacion de catecolaminas en extractos de plasma,
orina y en muestras de tejido (166). La actividad simpatoadrenal es a menudo evaluada al
medir los niveles de catecolaminas en diversos fluidos corporales, convirtiéndolos en

marcadores Utiles de dicha actividad (166).

42



2.3.2. Determinar los niveles de proteina NET en placenta de término de mujeres con SOP
embarazadas con y sin tratamiento farmacologico. Evaluar el efecto del tratamiento con
metformina sobre componentes de la sefializacion insulinica placentaria y NET.

La expresion de NET puede verse alterada en condiciones fisiopatoldgicas. En humanos
existe evidencia de que el MRNA de NET se encuentra disminuido en algunas enfermedades
gestacionales como preeclampsia, observandose altos niveles de NE en la circulacion fetal
(117,120,125). Aungue las mujeres con SOP presentan una alta prevalencia de desarrollar
preeclampsia e hipertension durante el embarazo (1), no existe evidencia que vincule

alteraciones en los niveles de mRNA/proteina NET y enfermedades gestacionales en el SOP.

Modelos de condicion quistica en ratas, dan cuenta de una correlacion entre la insulino
resistencia y un aumento en la actividad simpatica ovarica (167). Otros estudios en animales
han mostrado que inyecciones intracerebroventriculares de insulina, incrementan la
activacion simpéatica (6). En humanos, estudios de microneurografia y clamp
hiperinsulinémico muestran a la insulina como una importante sefial para la activacion
simpatica (168,169). Por lo que, basados en esta evidencia, evaluamos si el tratamiento
farmacoldgico con metformina es capaz de revertir las alteraciones metabdlicas y simpaticas
a nivel placentario, al estudiar componentes de la sefializacion de insulina y los niveles

proteicos de NET mediante western blot.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sujetos

Se empled un disefio de estudio caso-control. Se estudiaron 16 mujeres SOP embarazadas,
obteniendo muestras de tejido placentario y sangre materna. Como grupo control, se
incluyeron 8 mujeres embarazadas con ciclos menstruales regulares y sin

hiperandrogenismo.

Estas pacientes fueron parte de otros 2 estudios, el primero de ellos caracterizd el
metabolismo de esteroides en el tejido placentario (84) y el segundo estudio determind el
efecto del tratamiento con metformina en estas pacientes y en sus hijas (81).

Todas las mujeres con SOP embarazadas fueron reclutadas en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo de la Sede Occidente de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, quienes habian deseado embarazarse. El diagndstico de SOP fue hecho
de acuerdo al criterio diagndéstico para SOP del Instituto Nacional de Salud (sigla en inglés
NIH) de Estados Unidos y el Consenso de Rotterdam de la Sociedad Europea para
Reproduccion Humana y Embriologia/Sociedad Americana de Medicina Reproductiva
(170). Todas las pacientes reunieron los criterios NIH y Rotterdam (fenotipo A) para SOP.
Todas las mujeres con SOP fueron evaluadas antes del embarazo, y todas ellas presentaron
oligomenorrea crénica o amenorrea, hirsutismo (escala Ferriman-Gallwey R > 8),
concentraciones séricas de testosterona > 0.8 ng/mL y/o indice de andrégenos libres (sigla
en inglés FAI) > 5.0, y concentraciones de androstenediona >3.0 ng/mL. Adicionalmente,
todas las mujeres con SOP mostraron la morfologia ovérica caracteristica al ultrasonido,
basados en el criterio descrito por Adams et al. (171). Las madres SOP fueron
normoglicémicas antes del embarazo, con diferentes grados de hiperinsulinemia evaluados
mediante un Test de Tolerancia a la Glucosa oral. Todas las pacientes presentaron una
relacién cintura-cadera (sigla en inglés WHR) > 0.85. Todas las mujeres se encontraban en
una condicion de anovulacion segun lo indicado por las mediciones de progesterona y los
examenes de ultrasonido. Se excluyeron a las pacientes con hiperprolactinemia, tumor

secretor de androgenos, Sindrome de Cushing, deficiencia de 21-hidroxilasa o enfermedad
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tiroidea. Como parte de la evaluacion inicial, todas las pacientes fueron sometidas a una
evaluacion de estilo de vida y posteriormente insertadas en un programa de tratamiento con
dieta y ejercicio como se ha descrito previamente (172). Por otro lado, todas ellas recibieron
metformina en dosis de 1,500-2,000 mg, cuya formulacion estandar se basé en el peso,
tolerancia a la medicacion y niveles de insulina. Todas las mujeres SOP fueron instruidas
para continuar con el programa de dieta y ejercicio durante el embarazo, que se ajusto segln
los requisitos de cada embarazo. Las muestras fueron obtenidas durante dos periodos: 1.
Desde marzo del afio 2002 hasta marzo del afio 2005 fue reclutado la primera cohorte de
pacientes con SOP. A estas pacientes se les dio instrucciones de detener el tratamiento con
metformina hasta un test de embarazo positivo (SOP). 2. Desde marzo del afio 2006 hasta
marzo del afio 2009 fue reclutado el Segundo cohorte de pacientes, quienes continuaron con
la medicacién, en la misma dosis antes sefialada, durante todo el embarazo (SOPM). No se
emplearon medicamentos inductores de la ovulacion, tales como citrato de clomifeno o

gonadotrofinas exdgenas.

Como grupo sano de comparacion (Control), se seleccionaron mujeres embarazadas de la
misma edad y nivel socioecondémico que las mujeres SOP. Estas mujeres embarazadas tenian
antecedentes de ciclos menstruales regulares de 28 a 32 dias, ausencia de hirsutismo u otras
manifestaciones clinicas de hiperandrogenismo, infertilidad, complicaciones del embarazo,
galactorrea y disfuncién tiroidea. Todas eran sanas y no recibian ningln tipo de
medicamento. Estas mujeres fueron reclutadas desde la Unidad de Atencion Prenatal del
Hospital San Juan de Dios a las 12 semanas de gestacion; por tanto, los perfiles hormonales
anteriores al embarazo no estan disponibles para este grupo. Solo se incluyeron en nuestro
estudio mujeres no fumadoras, no bebedoras de alcohol y que no abusaran de drogas. Cada
una de las madres nos proporciond su consentimiento escrito para la participacion en este
estudio. El protocolo fue aprobado por las Juntas de Revision Institucional del Hospital San
Juan de Dios y de la Universidad de Chile.

Fueron excluidas del estudio aquellas mujeres que fueran diagnosticadas durante el embarazo

con preeclampsia, hipertension del embarazo, diabetes gestacional y/o parto prematuro. Por
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otro lado, pacientes con enfermedades cronicas severas como hipertension o enfermedad

renal fueron igualmente excluidas del estudio.

3.2. Muestras

3.2.1. Muestras de sangre

En todos los grupos experimentales, las muestras de sangre fueron obtenidas en las semanas
24 y 35 de embarazo. En la semana 24 se obtuvieron muestras de 16 pacientes control, 8
pacientes SOP y 8 pacientes SOPM. En la semana 35 las muestras obtenidas de cada grupo
fueron 8. La sangre fue recolectada en una solucion de EDTA para eliminar la coagulacion.
Las muestras asi colectadas fueron inmediatamente centrifugadas y el plasma fue congelado

a -80°C hasta los analisis de NE.

3.2.2. Muestras de placenta

Las placentas de término (37-40 semanas de gestacion), fueron recolectadas inmediatamente
después del parto o cesarea. Las muestras de placenta fueron rapidamente procesadas de
acuerdo a lo descrito por Wyatt et al. (84,173). Brevemente, cada placenta fue seccionada
transversalmente empleando un bisturi estéril, cerca del sitio de insercion del corddn
umbilical (aproximadamente 5 cm), dividido en 3 segmentos horizontales desde la superficie
coridnica hacia la placa basal y codificados como S1: cercano a la placa coridnica (cara fetal);
S2: zona entre la placa coridnica y la placa basal (zona intermedia); y S3: cercano a la placa

basal (cara materna).

En placenta humana, NET presenta una escasa expresion en los sincitiotrofoblastos que
recubren las vellosidades coridnicas, por el contrario, en trofoblastos de los vellos de anclaje,
presentes en la cara materna de la placenta, la expresion de NET es elevada (117,120,174).
De acuerdo a los antecedentes descritos, en nuestro trabajo empleamos S1 y S3 para ver si

existen diferencias en el patrén de expresion de NET entre los grupos experimentales.
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3.3. Determinacion de NE en plasma por HPLC

Las muestras de plasma (200ul) de mujeres SOP y Control fueron primeramente
concentradas en alumina activada y cuantificadas por HPLC (Waters 464) con deteccion
electroquimica, empleando dihidroxibencilamina (200 pg) como estandar interno. Un total
de 20 ul de cada muestra fue inyectado en el HPLC. La fase movil estuvo compuesta por
NaH.PO4 0,1 M, octil sulfato de sodio 0,42 mM, EDTA 1 mM vy acetonitrilo 1%, el pH fue
ajustado a 2.6. El flujo se mantuvo constante a 1ml/min, durante toda la determinacion. El
potencial del detector amperométrico fue de 0.650 V. Las muestras fueron analizadas por la
comparacion del area de los picos obtenidos, ademas del tiempo de retencion, con valores
estandar de referencia, siguiendo protocolos previamente publicados (167,175). El
coeficiente de variacion inter e intra ensayo fue de 7% y 4%, respectivamente.

3.4. Determinacidn de los niveles de NET y evaluacion de la sefializacion insulinica en

placenta de término

3.4.1. Pre-absorcion con péeptido de bloqueo para anticuerpo anti-NET

En algunas ocasiones puede ocurrir que un anticuerpo una de manera no especifica a una
proteina que no sea su antigeno, especialmente si el anticuerpo es policlonal (176). Por lo
que la preabsorcion con péptido de bloqueo se emplea para verificar la especificidad del
anticuerpo primario (177,178). Para determinar la especificidad de anti-NET empleamos un
péptido comercial (Santa Cruz Biotechnology, sc-51157 P) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, a 4 g de anti-NET se afiadid un exceso de péptido de bloqueo (10
veces el peso) en buffer PBS 1x, diluyendo anti-NET hasta 1:1000 (dilucion de trabajo de
anti-NET). Se incubd la mezcla por 2 horas a temperatura ambiente y luego se diluyo la
mezcla en buffer de bloqueo TBST 0,3% (20 mM Tris, 137 mM NaCl, y 0,3% Tween-20,
pH 7,6 conteniendo 5% de BSA) y luego se aplico sobre una membrana de nitrocelulosa en
la cual ya se habian transferido proteinas. Posteriormente se lavo la membrana 5 veces por 5
minutos con buffer TBST 0,1% (sin BSA) y se incubd con el anticuerpo secundario
horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-goat (1:10.000, Abcam, ab97120) por 45
minutos. Después de 5 lavados (5 minutos cada vez) con TBST 0,1%, las bandas fueron
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detectadas empleando un kit quimioluminiscente (EZ-ECL Kit, Biological Industries).
Paralelamente se efectué un inmunoblot para anti-NET sin péptido de bloqueo para comparar
posteriormente ambos blots y determinar la magnitud de la inhibicidon. Se acepta una

inhibicidn superior al 50% como prueba de especificidad.

3.4.2. Cuantificacion de los niveles de la proteina NET mediante western blot

Los extractos proteicos de la cara materna y fetal de la placenta fueron obtenidos de acuerdo
al siguiente protocolo. En un tubo eppendorf de 1,5 mL se pesaron 70 mg de tejido
pulverizado en hielo seco y se afiadieron 150 pL de un buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl
50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, and Triton-x100 1%; pH 7.4) suplementado con un
cocktail de inhibidores de proteasa (Sigma, St. Louis, MO), PMSF 35 mMy DTT 0.4 mM.
Las muestras se agitaron en un vortex (Heidolph Reax 2000) y luego se sonicaron por 10
minutos en un sonicador (Power Sonic 405), para eliminar el exceso de metal proveniente
del papel de aluminio que recubria a las muestras. Se volvio a agitar en vortex y luego el
extracto proteico libre de debris celular fue obtenido por centrifugacion del homogenizado a
13.500 x g por 20 minutos a 4°C. La concentracion de proteinas del extracto fue determinado
empleando el método de Lowry (179). Las proteinas de cada muestra (30 pg) fueron resueltas
a través de geles SDS-poliacrilamida al 8% y 10%. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa por electroblotting. Las membranas fueron bloqueadas por 1
hora a temperatura ambiente, con TBST (20 mM Tris, 137 mM NacCl, y 0.1% Tween-20, pH
7.6) conteniendo BSA o leche al 5%. Posterior al bloqueo con una solucion de BSA o leche
al 5%, las membranas fueron incubadas con los siguientes anticuerpos primarios: Goat anti-
NET (1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc-51157) y Rabbit anti-GAPDH (1:40.000, Sigma,
(G9545) a temperatura ambiente por 1 hora, seguido de una incubacion de 45 minutos con
horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-goat (1:10.000, Abcam, ab97120) y Goat
anti-rabbit (1:10.000, Abcam, ab97200), como anticuerpo secundario. Después de 5 lavados
(5 minutos cada vez) con TBST 0,1%, las bandas fueron detectadas empleando un Kit
quimioluminiscente (EZ-ECL Kit, Biological Industries). Los experimentos fueron repetidos

al menos 2 veces.
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3.4.3. Evaluacion de la sefializacion de insulina mediante western blot

Para la obtencion de los extractos proteicos purificados, se procedi6 de igual modo que en la
seccion 3.4.2. Posterior a la transferencia de proteinas por inmunoblotting, las membranas
fueron incubadas con los siguientes anticuerpos primarios: Mouse anti-IRS1 (1:1000,
Millipore, 05-1085) y Rabbit anti-GLUT4 (1:500, Millipore, 07-1404), toda la noche a 4°C
en TBST, seguido por una incubacion de 45 minutos con horseradish peroxidase-conjugated
Goat anti-mouse (1:1000, Thermo Scientific, 31430) y Goat anti-rabbit (1:5000, Abcam,
ab97200), como anticuerpos secundarios. Después de 5 lavados (5 minutos cada vez) con
TBST 0,1%, las bandas fueron detectadas empleando un kit quimioluminiscente (EZ-ECL

Kit, Biological Industries). Los experimentos fueron repetidos al menos 2 veces.

3.5. Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media + SEM. Pada determinar la normalidad de los
datos obtenidos se empleé el test de normalidad Shapiro-Wilk. Las comparaciones entre
grupos fueron hechas con un ANOVA/T test de una via para aquellos datos distribuidos
normalmente o un test Kruskall-Wallis/Mann-Whitney para aquellos datos cuya distribucion
no fue normal. Se empled un post test Tukey a los datos distribuidos normalmente o Dunn’s
para aquellos no distribuidos normalmente. Las variables categéricas fueron comparadas
empleando el test ¥. El tamafio de la muestra fue calculado asumiendo una diferencia entre
el grupo control y el grupo SOP de 30 unidades arbitrarias de expresion de NET, con un error

tipo 1 de 0,05 y una potencia del 80%. EI nimero de muestras requeridas fue de 8 por grupo.
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4. RESULTADOS

4.1. Objetivo especifico 1
Evaluar los niveles de NE en suero de mujeres con SOP embarazadas con y sin tratamiento

farmacologico.

Antes de evaluar los niveles plasmaticos de NE en todos los grupos experimentales,
comenzamos por definir las caracteristicas clinicas de las pacientes y de sus recién nacidos,

detallados en la tabla 1.

4.1.1. Caracteristicas clinicas de las pacientes

La tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas de las embarazadas en los 3 grupos
experimentales y de sus recién nacidos. De la tabla se observa que no hay diferencias
significativas entre los grupos en cuanto a edad, peso e IMC inicial/final y la ganancia de
peso durante el embarazo. Por otro lado, los porcentajes de cesareas fueron comparables entre
grupos (Control: 32,3 % (5/16); SOP: 25 % (2/8); SOPM: 37,5 % (3/8), p = 0,864). En
conjunto, 56,5%, 62,5% y 75% de las mujeres en los grupos control, SOP y SOPM (p =

0,670), respectivamente, fueron primiparas.
Los recién nacidos de los 3 grupos de mujeres embarazadas fueron comparables en cuanto a

edad gestacional, peso y tamafio. La proporcion de fetos femeninos fue comparable entre

grupos (p = 0,956).
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Control SOP SOPM
(N=8) (N=8) (N=8)
Madres
Edad (afios) 30.57 +1.87 32.88 £1.87 27.34 £2.63
Estatura (m) 1.58 + 0.02 1.62 +0.02 1.60 +0.01
Peso inicial (Kg) 63.14 +1.80 66.58 + 3.91 75.75 + 5.46
IMC inicial (Kg/m?) 25.36 £ 0.43 25.30+£1.29 29.67 £ 2.05
Peso final (KQg) 77.00 £ 3.48 75.56 + 3.23 83.21+5.44
IMC final (Kg/m?) 30.88£0.98 28.74 £ 1.05 32.64+2.12
Peso ganado 13.86 + 1.94 8.97 + 1.66 9.15+1.38
Recien nacidos
Edad gestacional 38.63 £ 0.32 38.87£0.48 38.88 £ 0.35
(semanas)
Peso (Kg) 3.44 +£0.09 3.49 £ 0.09 3.32+£0.10
Tamano (cm) 48.81 +0.35 48.68 + 0.38 50.50 = 0.66

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las embarazadas y de sus recién nacidos. La tabla muestra las
caracteristicas clinicas de mujeres embarazadas control (n=16), comparadas con mujeres SOP embarazadas
(n=8) y SOPM (n=8), junto con las caracteristicas clinicas de sus recién nacidos. Los resultados corresponden
a la media + SEM. Las diferencias no son significativas entre los grupos experimentales. SOP: mujeres
embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el embarazo; SOPM:

mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico en tratamiento con metformina durante el embarazo.

4.1.2. Determinacion de los niveles plasmaticos de NE

La gréafica de la figura 4 muestra los cambios en la concentracidon plasmatica de NE que
fueron medidos a las semanas 24 y 35 de gestacion, mediante HPLC con deteccion
electroquimica. A las 24 semanas de embarazo, la concentracion plasméatica de NE fue
significativamente mayor en el grupo SOP (9,502 + 2,033 ng/mL) en comparacion al grupo
control (3,571 = 0,3929 ng/mL, p < 0,001) y SOPM (4,226 + 0,5688 ng/mL, p < 0,006). En
las pacientes SOPM se observaron niveles plasmaticos de NE similares al grupo control.

Finalmente, no se observaron diferencias significativas entre grupos a las 35 semanas de
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gestacion (Control: 3,667 £ 0,4845 ng/mL; SOP: 4,968 + 0,9735 ng/mL; SOPM: 3,045 +
0,3079 ng/mL).

15+
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24 SEMANAS 35 SEMANAS

Figura 4. Niveles plasmaéticos de NE a las 24 y 35 semanas de gestacion. Cada barra representa los niveles
plasméticos de NE para el grupo Control (n=16 a las 24 semanas y n=8 a las 35 semanas), comparadas con el
grupo SOP (n=8 a las 24 y 35 semanas) y SOPM (n=8 a las 24 y 35 semanas), expresados como la media +
SEM. *** = p < 0,001 grupo control versus SOP a las 24 semanas de gestacion; ** = p < 0,01 grupo SOP versus
SOPM a las 24 semanas de gestacion. A las 35 semanas no se observan diferencias significativas entre grupos.
NE: Norepinefrina; SOP: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con
metformina durante el embarazo; SOPM: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico en

tratamiento con metformina durante el embarazo.

4.2. Objetivo especifico 2
Determinar los niveles de proteina NET en placenta de término de mujeres con SOP
embarazadas con Yy sin tratamiento farmacoldgico. Evaluar el efecto del tratamiento con

metformina sobre componentes de la sefializacion insulinica placentaria y NET.
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4.2.1. Estudio de pre-absorcion con péptido de bloqueo para anticuerpo anti-NET

La gréfica de la figura 5 muestra la especificidad de la marca del anticuerpo anti-NET en la
cara fetal y materna placentaria para cada grupo experimental, determinada mediante western
blot. El panel superior muestra un gel representativo de las bandas correspondientes a la
marca de anti-NET con y sin péptido de bloqueo a los 55 kD, junto al control de carga f3-
actina (42 kD). El panel inferior da cuenta de la densitometria de las bandas de anti-NET y
su péptido de bloqueo, normalizadas por el control de carga B-actina. En la cara fetal se
observa que para todos los casos la disminucién en la marca de anti-NET fue superior al 50%,
tras incubar las membranas con péptido de bloqueo (Control: 2,014+0,4029 versus Control
+ Péptido: 0,5935+0,06453; SOP: 1,213+0,2194 versus SOP + Péptido: 0,3412+0,1062;
SOPM: 2,828+0,1894 versus SOPM + Péptido: 0,8048+0,06639). En la cara materna
placentaria se observa un resultado similar (Control: 1,947+0,1644 versus Control + Péptido:
0,3858+0,02809; SOP: 0,6714+0,1323 versus SOP + Péptido: 0,1467+0,03869; SOPM:
1,595+0,4075 versus SOPM + Péptido: 0,5720+0,1079). Las diferencias entre grupos fueron
significativas en ambas caras placentarias (cara fetal: control p = 0,0253; SOP p = 0,0232;
SOPM p = 0,0045. Cara materna: control p = 0,0093; SOP p = 0,0486), excepto la cara
materna del grupo SOPM (p = 0,1206).
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Figura 5. Blogueo de anti-NET empleando un péptido especifico. Las muestras de tejido placentario
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corresponden a la cara fetal y materna de cada condicion (ver métodos). La especificidad del anticuerpo anti-
NET se determind mediante western blot empleando un péptido de bloqueo, considerandose especifico un
blogueo superior al 50%. El panel superior da cuenta de un gel representativo para cada condicion. El panel
inferior representa la densidad de cada banda de anti-NET y péptido dividida por la densidad de cada banda de
B-actina, proteina constitutiva empleada como control de carga. Se indica la media + SEM para cada condicidn.
Se empled un tamafio de muestra de n = 3 en cada caso. En la cara fetal: * = p < 0,05 grupos control y SOP
versus péptido de bloqueo; ** p < 0,01 grupo SOPM versus péptido de bloqueo. En la cara materna: * = p <
0,05 grupo SOP versus péptido de bloqueo; ** = p < 0,01 grupo control versus péptido de bloqueo; el grupo
SOPM no presenta diferencias significativas. C: control; MW: molecular weight; P: péptido de blogqueo para el
anticuerpo anti-NET; S: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con
metformina durante el embarazo; SM: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico en

tratamiento con metformina durante el embarazo.
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4.2.2. Estudio de los niveles de proteina NET en placenta

La gréfica de la figura 6 muestra la cantidad de proteina NET en la cara fetal y materna
placentaria para cada grupo experimental, determinada mediante western blot. El panel
superior en la figura muestra un gel representativo para cada condicidn; las bandas superiores
corresponden a la marca de NET a los 55 kD y las bandas inferiores a las de la proteina
constitutiva empleada como control de carga GAPDH, a los 37 kD. En la cara fetal
placentaria se observa que los niveles de NET se encuentran significativamente disminuidos
tanto en mujeres SOP (0,2834 + 0,04992; p < 0,001) como en mujeres SOP tratadas con
metformina (0,4366 + 0,1582; p = 0,002), respecto del grupo control. En la cara materna de
la placenta, las pacientes con SOP muestran una disminucion significativa en los niveles de
NET (0,6670 + 0,1175; p = 0,035) comparado con el tejido placentario de mujeres control.
Sin embargo, el uso de metformina durante el embarazo produjo un aumento significativo en
los niveles de NET (1,310 £+ 0,2471; p = 0,002) en el grupo de pacientes tratadas, respecto
del grupo SOP. Finalmente, no se observaron diferencias significativas entre el grupo control
y SOPM.
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Figura 6. Cantidad de proteina NET en la cara fetal y materna placentaria. Las muestras de tejido
placentario corresponden a la cara fetal y materna de cada condicion (ver métodos). Los cambios en los niveles
de NET fueron determinados mediante western blot. El panel superior da cuenta de un gel representativo para
cada condicion. El panel inferior representa el nivel de cambio en la cantidad de proteina NET respecto del
grupo control. Se indica ademas la media + SEM para cada condicién. Cada grupo experimental posee un n =
8. En la cara fetal: ** = p < 0,01 grupo control versus SOPM; *** = p < 0,001 grupo control versus SOP. En la
cara materna: * = p < 0,05 grupo control versus SOP; ** = p < 0,01 grupo SOP versus SOPM. GAPDH:
Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase; NET: Norepinephrine Transporter; SOP: mujeres embarazadas
con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el embarazo; SOPM: mujeres

embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico en tratamiento con metformina durante el embarazo.
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4.2.3. Estudio de sefalizacion de insulina en placenta

Determinacion de IRS1 placentario.

La grafica de la figura 7 muestra los cambios en la cantidad de proteina IRS1 determinados
mediante western blot provenientes de la cara fetal y materna placentaria de cada grupo
experimental. El panel superior en la figura muestra un gel representativo para cada
condicidn; las bandas superiores corresponden a la marca de IRS1 a los 185 kD y las bandas
inferiores a las del control de carga GAPDH (37 kD). En la cara fetal placentaria se observa
que el tejido placentario proveniente de mujeres SOP presenta niveles disminuidos de IRS1
(0,7037 + 0,4527; p = 0,2130) en comparacién al control, aunque las diferencias no son
significativas. El uso de metformina durante el embarazo estuvo relacionado a un aumento
en los niveles de IRS1 en las pacientes SOP tratadas (1,192 £ 0, 5837; p > 0,9999), aunque
las diferencias respecto del control no fueron significativas. En la cara materna de la placenta
se observa que el tejido placentario proveniente de mujeres SOP presenta niveles disminuidos
de IRS1 (0,7260 £ 0,2684; p = 0,1638) en comparacién al control, aunque las diferencias no
son significativas. De modo similar a la cara fetal, el uso de metformina durante el embarazo
estuvo relacionado a un aumento en los niveles de IRS1 en mujeres con SOP (1,289 + 0,4920;
p =9229), aunque las diferencias respecto del control no fueron significativas. Es importante
destacar que en la cara materna placentaria el grupo control, SOP y SOPM, presentan niveles
de IRS1 levemente mayores en comparacion a la cara fetal y que el tratamiento con

metformina produce un aumento de IRS1 en ambas caras placentarias.

57



Cara fetal Cara materna

Control Control
185 ko [ =5 185 kD N 1 |
O & - — ——
37 k0 S GAPDH 37kD GAPDH
SOP SOP
185 k0 [ &s1 185 kD e 1R S |
— — | ———— — — —
571 | v e R
SOPM
165 > [ ! SOPM
185 kD S [RS1
37 k0 [N G/ rDH 37 kD IEEEEEEEESSs—— G A PDH

Nivel de cambio expresién IRS1
Nivel de cambio expresiéon IRS1

Control SOP SOPM Control SOP SOPM

Figura 7. Cambios en los niveles de IRS1 de la cara fetal y materna placentaria. Las muestras de tejido
placentario corresponden a la cara fetal y materna de cada condicién (ver métodos). Los cambios en los niveles
de IRS1 fueron determinados mediante western blot. El panel superior da cuenta de un gel representativo para
cada condicion. El panel inferior representa el nivel de cambio en la cantidad de proteina IRS1 respecto del
grupo control. Se indica ademas la media £ SEM para cada condicion. Cada grupo experimental posee un n =
8. Las diferencias entre cada grupo no fueron significativas en ambas caras placentarias. GAPDH:
Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase; IRS1: Insulin Receptor Substrate 1; SOP: mujeres embarazadas
con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el embarazo; SOPM: mujeres

embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico en tratamiento con metformina durante el embarazo.

58



Determinacion de GLUT4 placentario.

La gréfica de la figura 8 muestra la cantidad de proteina GLUT4 determinada mediante
western blot, tanto en la cara fetal como materna de la placenta de cada grupo experimental.
El panel superior en la figura muestra un gel representativo para cada condicion; las bandas
superiores corresponden a la marca de GLUT4 a los 55 kD vy las bandas inferiores a las del
control de carga GAPDH (37 kD). En la cara fetal placentaria se observa que tanto el grupo
SOP (0,8414 + 0,1404; p = 0,9488) y SOPM (0,8836 + 0,2668; p = 0,5958) presentan niveles
de GLUT4 cercanos al grupo control, por lo que no se observan diferencias significativas
entre grupos. En la cara materna placentaria, el grupo de pacientes con SOP presenta niveles
significativamente aumentados de GLUT4 (2,037 £ 0,2014; p = 0,003), respecto del grupo
control. Por otro lado, el uso de metformina durante el embarazo estuvo relacionado a un
aumento significativo en los niveles de GLUT4 en mujeres SOP tratadas (2,290+0,2651; p =
0,0002). Se observa también que la cara materna de las pacientes SOP y SOPM presenta

mayores niveles de GLUT4 respecto de la cara fetal.
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Figura 8. Cambios en los niveles de GLUT4 de la cara fetal y materna placentaria. Las muestras de tejido
placentario corresponden a la cara fetal y materna de cada condicién (ver métodos). Los cambios en los niveles
de GLUT4 fueron determinados mediante western blot. El panel superior da cuenta de un gel representativo
para cada condicion. El panel inferior representa el nivel de cambio en la cantidad de proteina IRS1 respecto
del grupo control. Se indica ademas la media + SEM para cada condicion. Cada grupo experimental posee un
n = 8. En la cara fetal: los cambios entre grupos no fueron significativos. En la cara materna: ** = p < 0,01
grupo control versus SOP; *** = p < 0,001 grupo control versus SOPM. GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase; GLUT4: Glucose transporter type 4; SOP: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario
Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el embarazo; SOPM: mujeres embarazadas con Sindrome

de Ovario Poliquistico en tratamiento con metformina durante el embarazo.
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4.3. NET versus componentes de la sefializacion insulinica a nivel placentario

La gréfica de la figura 9 muestra el nivel de cambio de la cantidad de proteina IRS1y GLUT4
respecto de NET en ambas caras placentarias. El nivel de cambio de IRS1 respecto de NET
no presenta diferencias significativas entre grupos, tanto en la cara fetal como materna de la
placenta (Cara fetal: control 0,1740 + 0,07397; SOP 0,3566 + 0,1116; SOPM 0,5069 *
0,1928; p = 0,3463. Cara materna: control 0,3759 + 0,09503; SOP 0,3506 + 0,1129; SOPM
0,34 + 0,1619; p = 0,7333). Ademas, no se observa predominancia en los niveles de IRS1 o
NET en la cara materna de la placenta, sin embargo, en la cara fetal se observa un leve
predominio de IRS1 por sobre NET tanto en el grupo SOP como SOPM, mientras que en el

grupo control se observa una predominancia inversa.

En cuanto al nivel de cambio de GLUT4 respecto de NET, vemos que tanto en la cara fetal
como materna se conserva una relacion inversa entre NET y GLUT4 en todos los grupos bajo
estudio. En el grupo control se observa una significativa predominancia de los niveles de
NET por sobre los de GLUT4 en ambas caras placentarias (cara fetal 0,77 + 0,09549; cara
materna 0,5755 + 0,07203), si lo comparamos con el grupo SOP (cara fetal 2,579 + 0,5442,
p = 0,0046; cara materna 1,528 + 0,2240, p = 0,0046) y el grupo SOPM (cara fetal 1,485 *
0,3268, p = 0,0459; cara materna 1,272 + 0,1712, p = 0,0055). Por el contrario, en el grupo
SOP y SOPM se observa una significativa predominancia de los niveles de GLUT4 por sobre

los de NET tanto en la cara fetal como materna de la placenta.
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Figura 9. NET versus componentes de la sefializacion insulinica a nivel placentario. Las muestras de tejido
placentario corresponden a la cara fetal y materna de cada condicion (ver métodos). Los niveles de proteina
NET, IRS1y GLUT4 fueron determinados mediante western blot. Las graficas muestran el nivel de cambio de
la cantidad de proteina IRS1 y GLUT4 respecto de NET en ambas caras placentarias de cada grupo
experimental. Se indica ademas la media + SEM para cada condicion. Cada grupo experimental posee un n =
8. En la cara fetal: * = p < 0,05 grupo control versus SOPM; ** = p < 0,01 grupo control versus SOP. En la cara
materna: ** = p < 0,01 grupo control versus SOP; **# = p < 0,01 grupo control versus SOPM. C: control;
GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase; GLUT4: Glucose transporter type 4; IRS1: Insulin
Receptor Substrate 1; NET: Norepinephrine Transporter; S: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario
Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el embarazo; SM: mujeres embarazadas con Sindrome de

Ovario Poliquistico en tratamiento con metformina durante el embarazo.
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5. DISCUSION

En esta tesis logramos establecer que en pacientes con SOP embarazadas, los niveles
placentarios de NET estan disminuidos y los niveles plasmaticos de NE se encuentran
aumentados. Por su parte, el tratamiento con metformina fue capaz de restablecer los niveles
de NET a valores similares al grupo control en la cara materna de la placenta. Esto sugiere
que la actividad nerviosa autonémica no solo modifica la exposicion fetal a catecolaminas,
sino que el hecho de que responda al tratamiento con metformina también sugiere que esta
relacionada con alteraciones metabolicas asociadas con el sindrome. De acuerdo a los
estudios realizados, en el plasma de mujeres con SOP se observo que los niveles de NE se
encuentran significativamente aumentados a las 24 semanas de gestacion, para luego alcanzar
valores similares a las mujeres control hacia el término del embarazo (35 semanas). El
tratamiento con metformina mantuvo bajos niveles plasmaticos de NE durante toda la
gestacion. En la cara fetal y materna de la placenta, pudimos determinar que los niveles de
proteina NET se encuentran significativamente disminuidos en mujeres con SOP y que el
tratamiento con metformina aumentd significativamente dichos niveles, s6lo en la cara
materna de la placenta. Por otro lado, en placenta de mujeres con SOP se observo que
efectores rio abajo de la cascada de sefializacion de insulina como IRS1 y GLUT4 se
encuentran alterados, principalmente en la cara materna de la placenta. El tratamiento con
metformina aumentod significativamente los niveles de proteina GLUT4 s6lo en la cara
materna de la placenta y, junto con ello, los niveles de IRS1 experimentaron un leve aumento
en ambas caras placentarias. Al estudiar el cambio en los niveles de IRS1 y GLUT4 en
relacion a la proteina NET, se observa que tanto en la cara materna como fetal de la placenta
existe una relacion inversa entre NET y GLUT4 en todos los grupos experimentales,
observandose una predominancia de NET por sobre GLUT4 en el grupo control, a diferencia
de los grupos SOP y SOPM en los cuales esta predominancia es inversa. Finalmente, el nivel
de cambio de IRS1 respecto de NET no es significativo entre grupos, sélo se observa un leve

predominio de IRS1 en los grupos SOP y SOPM en la cara fetal de la placenta.
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5.1. Niveles de NE en suero de mujeres con SOP embarazadas en tratamiento con

metformina y sin tratamiento.

El utero se encuentra ampliamente inervado por neuronas simpaticas, responsables de la
contractilidad uterina (180). En el endometrio y decidua se han observado enzimas de sintesis
de monoaminas, cuya sintesis local ejerce acciones fisioldgicas paracrinas (181). Sin
embargo, una sintesis y concentracion anormal de monoaminas en estados tempranos del
embarazo puede conducir a abortos espontaneos. Por lo que una adecuada concentracion de
monoaminas es esencial para una apropiada implantacion y una apropiada evolucién del
embarazo, que es mantenida por un aumento de su degradacion a nivel uterino (181). Las
catecolaminas son importantes durante la vida fetal y del recién nacido. Los niveles
circulantes de catecolaminas son bajos en el feto a pesar del alto tono simpatico que posee,
que es importante para la mantencion de la homeostasis cardiovascular (120). Al nacer, los
niveles de NE aumentan exponencialmente y son vitales para las adaptaciones
cardiovasculares, pulmonares, metabdlicas y endocrinas en la vida postnatal temprana (120).
Sin embargo, enfermedades gestacionales tales como hipertension inducida por el embarazo
(182), preeclampsia (118) e IUGR (183), se han relacionado con elevados niveles
plasméaticos de NE en la madre, los que posteriormente producen elevados niveles
plasmaticos de NE en el feto. Elevados niveles de NE suprimen la secrecion de insulina desde
las células B del pancreas fetal via receptores a2-adrenérgicos (142,143). La exposicion
cronica a altos niveles de NE sugiere que este neurotransmisor participaria en la supresion
del crecimiento fetal junto con la desensibilizacion adrenérgica en masculo y tejido adiposo
via receptores B2 adrenérgicos (118,121,122), ademas de respuestas adaptativas en el
metabolismo, crecimiento y funcion de las células B pancreaticas en el feto (144,145).
Durante el embarazo, niveles plasmaticos de NE elevados, pueden tener efectos nocivos
sobre la circulacion Utero-placentaria, ya que la vasoconstriccion local puede ser responsable

de desprendimiento placentario e hipoxia intrauterina, imponiendo un serio riesgo fetal (184).

Los resultados de esta tesis muestran que las mujeres con SOP embarazadas presentan
elevados niveles plasmaticos de NE a la semana 24 de gestacion. Esto podria ser resultado

de la aumentada actividad simpatica presente en mujeres con SOP antes del embarazo
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(4,6,7,54), a nivel de los nervios simpaticos ovaricos, que contribuiria a una posible
desregulacién de la actividad del sistema nervioso simpético durante el embarazo, dado que
en un embarazo normal la actividad nerviosa simpatica es baja durante los primeros
trimestres y aumenta durante el tercer trimestre (145). Contrariamente, nuestras pacientes
SOP muestran elevados niveles plasmaticos de NE a las 24 semanas de gestacion, lo que
sugiere que la exposicion cronica a NE ocurre durante un periodo en el cual las gonadas
fetales estan en desarrollo (185-187), y por tanto son més susceptibles a los cambios en el
desarrollo que pudieran ocurrir durante el periodo posnatal. En este sentido, se ha descrito
recientemente que el estrés gestacional en ratas no s6lo aumenta los niveles plasmaticos de
NE durante el embarazo, sino que también modifica la funcion reproductiva femenina en la
progenie (188,189). Adicionalmente, estudios previos sugieren que el desarrollo gonadal
fetal se encuentra alterado en nifias nacidas de mujeres con SOP (81). Por otro lado, la
disminucion en los niveles plasmaticos de NE a las 35 semanas de gestacion, en el grupo de
pacientes SOP, podria reflejar una reduccion compensatoria de la actividad del sistema
nervioso simpético tal como se ha observado en pacientes que desarrollan hipertension
durante el embarazo (190). Por lo que, esta desregulacion en el tono simpatico antes y durante
el embarazo podria ser uno de los tantos factores que contribuyen a la infertilidad en mujeres
con SOP (191), y una vez embarazadas, a una invasion trofoblastica decidual alterada (192)
y al nefasto historial obstétrico de estas pacientes (1).

Se ha sugerido que en mujeres con SOP existe una estrecha relacion entre una hiperactividad
simpatica/eje hipotalamo-hipdéfisis-adrenal y los niveles de andrégenos e insulina (193), los
que se encuentran aumentados en la gestante SOP (81). Ademas, se ha sugerido que en el
SOP existen defectos en la sintesis de andrdégenos que aumentan la produccion ovérica de
androgenos y una alteracién en el metabolismo del cortisol, resultando en una mayor
produccion de andrégenos adrenales (51). Por su parte, la hiperinsulinemia presente en estas
pacientes puede activar al citocromo P450C17 en el ovario y glandula adrenal, con el
consecuente aumento en la sintesis de andrdgenos (86). Dada la heterogeneidad de este
sindrome, la hiperandrogenemia puede tener un origen ovarico, adrenal o ambos (193,194).
Sin embargo, las mujeres con SOP cuya hiperandrogenemia es de origen adrenal presentan

mayores trastornos reproductivos y metabolicos respecto de aquellas cuya
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hiperandrogenemia era de origen ovarico. Esto sugiere que una cierta poblacion de pacientes
con SOP presenta una hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (193), que
explicaria las alteraciones reproductivas que se relacionan con respuestas de estrés en esa
poblacién de pacientes. De hecho, las mujeres con SOP presentan una correlacion positiva
entre los niveles urinarios de MHPG vy los niveles séricos de DHEAS (195), dando cuenta de
una estrecha relacion entre una aumentada actividad simpatica y alterados niveles
plasmaéticos de androgenos. Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen ante tal
interaccidn no se conocen en su totalidad. Estudios en animales muestran que los androgenos
son esenciales para la sintesis de NE a nivel de la glandula adrenal, ya que favorecen la
expresion de la enzima tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de catecolaminas,
por lo que a mayores niveles de androgenos mayor serd la sintesis de catecolaminas adrenales
(196). Asi, los elevados niveles de NE en la gestante SOP, observados a las 24 semanas de
gestacion, podrian ser consecuencia de la accion sinérgica del hiperandrogenismo e
hiperinsulinemia materna sobre la glandula adrenal y en conjunto podrian generar respuestas

adaptativas placentarias y fetales.

En el grupo de pacientes control, los niveles plasmaticos de NE se mantienen relativamente
constantes durante el embarazo, no evidenciandose cambios bifasicos en la actividad del
sistema nervioso auténomo, sin embargo, estas discrepancias podrian deberse a una
inadecuada estratificacion de la edad gestacional y a un nimero insuficiente de pacientes en

nuestro estudio (145).

Una importante observacién para esta tesis es que la administracion de metformina a las
mujeres con SOP embarazadas regul6 la actividad del sistema nervioso simpatico en estas
pacientes, al mantener bajos niveles plasmaticos de NE durante todo el embarazo. Esta
afirmacion se apoya en la evidencia de que la administracion de metformina a pacientes
hipertensos disminuye la presion arterial, la frecuencia cardiaca y la actividad nerviosa
simpatica (197-199). En pacientes con preeclampsia, el tratamiento con metformina reduce
la disfuncion endotelial y mejora la vasodilatacion de las arterias omentales (200). Por tanto,
los resultados presentados en esta tesis confirman estas sugerencias y amplian las

observaciones previas en cuanto a la capacidad de la metformina de regular la actividad del
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sistema nervioso simpatico, incluyendo a las mujeres embarazadas con SOP (6). Los
mecanismos que subyacen al efecto de la metformina sobre el sistema nervioso simpatico de
pacientes con SOP embarazadas, no estan completamente claros. En este sentido, la
metformina ha demostrado tener efectos simpato-inhibidores agudos sobre el sistema
nervioso central en ratas (197). Otro mecanismo podria implicar la regulacion de la secrecion
de androgenos, los cuales actian como reguladores positivos de la biosintesis de
catecolaminas en la médula suprarrenal (196).

5.2. Niveles de NET en placenta de mujeres con SOP y cambios en la sefializacion

insulinica placentaria.

Estudio de los niveles de proteina NET en placenta

El tejido placentario no contiene fibras nerviosas que controlen su actividad, sin embargo,
posee numerosos transportadores monoaminérgicos, entre los cuales se encuentra NET
(116,117). Los niveles de catecolaminas son muy bajos en la circulacion fetal, aunque son
importantes para la mantencion de la homeostasis cardiovascular (120). Modelos fetales
ovinos muestran que el sistema simpatico-adrenal fetal se caracteriza por una alta produccion
y depuracion de catecolaminas, siendo la placenta el principal responsable de la depuracién
intrauterina y fetal de NE, casi exclusivamente via NET (120,201). Este transportador
presenta una pobre expresion en el sinciciotrofoblasto de los vellos coridnicos, contrario a lo
observado en el sinciciotrofoblasto de las vellosidades de anclaje de la cara materna de la
placenta (116,201).

Na y colaboradores (125), demostraron que la expresion de NET se encuentra disminuida en
mujeres embarazadas con preeclampsia, respecto a mujeres embarazadas control.
Especificamente en cultivos de células trofoblasticas humanas la expresion de la isoforma de
NET glicosilado de 85 kDa disminuye a medida que aumenta la concentracién de NE en el
medio de cultivo. En cambio, la isoforma de 55 kDa no sufre cambios dependientes de la
concentracion de NE. Esta disminucion traeria como consecuencia una disminucion en la

recaptacion de NE, en la actividad de invasion trofoblastica, y cambios en la respuesta
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inmune, los cuales pueden ocurrir durante el periodo de placentacion, conduciendo al
desarrollo de preeclampsia. Este estudio también sugiere que el balance entre la
concentracion de NE y NET es importante para el proceso de invasion trofoblastica al
modular la expresién de metaloproteasas en trofoblastos. Ademas, estos investigadores
encontraron una relacion inversa entre los niveles plasmaticos de NE y la expresion de NET,
lo cual es similar a los resultados presentados en esta tesis. El hallazgo méas notable del
estudio de Na y colaboradores (125) fue que la disminucién en los niveles de NET estuvo
relacionada a una disminucién en la depuracion de NE desde la cara fetal placentaria, dando
lugar a una mayor exposicion fetal a NE durante el desarrollo. Un resultado similar fue
descrito por Bzoskie y colaboradores (120), quienes encontraron una relacion inversa entre
los niveles de NE en sangre de cordon umbilical y la expresion placentaria de NET. Sin
embargo, la comparacién entre la expresion de NET y la concentracion de catecolaminas en
sangre de corddn umbilical, no puede tener en cuenta los cambios repentinos en las
catecolaminas circulantes como resultado de eventos perinatales. Este estudio sugiere que los
factores cronicos asociados con una alterada condicién fetal y del embarazo estan asociados
con una disminucion en la expresién placentaria de NET, mas que eventos perinatales entre

los que pueden incluirse el parto (120).

En general, existen muchas similitudes entre preeclampsia y SOP, en particular, debido a la
prevalencia de preeclampsia en pacientes con SOP que estén embarazadas (1), especialmente
aquellas que no han sido tratadas con metformina durante el embarazo (29), por lo que
nuestros resultados pueden ser comparables con los obtenidos por Na y colaboradores (125).
Nuestros resultados muestran una clara disminucion en la isoforma de 55 kDa de NET, pero
no en la isoforma de 85 kDa. En esta tesis no pudimos determinar la isoforma de 85 kDa de
NET tal como lo hizo Na y colaboradores (125). Ademas, los cambios en los niveles de la
proteina NET que tienen lugar frente a elevados niveles plasmaticos de NE encontrados en
este trabajo, involucran isoformas diferentes. Esta discrepancia podria deberse en parte a la
diferencia étnica de los pacientes empleados en ambos estudios, ya que Na y colaboradores
emplea mujeres caucasicas y nuestro estudio emplea mujeres hispanas, quienes tienen mas
riesgos de padecer diabetes mellitus, macrosomia e hipertension severa en comparacion a las

caucésicas (202); a diversos polimorfismos de NET en las placentas estudiadas que
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repercuten directamente en su funcion transportadora (132); a que en el SOP los mecanismos
de senescencia placentaria podrian diferir de aquellos observados en otras patologias del
embarazo (203); a un patron de glicosilacion diferente dependiendo del tipo celular
involucrado (126); a las diferencias en las condiciones de trabajo y muestras en estudio.
Aunque existan estas diferencias, es claro que en ambos estudios se observa una alteracion
en los niveles de NET, quien es responsable en gran medida de mantener la concentracion
sérica de NE dentro de pardmetros normales para asegurar la correcta placentacion fetal y su

posterior desarrollo.

Dada la isoforma de NET disminuida en placenta de término de las pacientes estudiadas, es
posible sugerir que en la embarazada SOP existiria una alteracion en el proceso de
maduracion de NET, ya que, se ha descrito en la literatura que inhibidores de la glicosilacion
producen la desaparicion de la isoforma de 55 kDa a las pocas horas (126). Junto con ello es
probable que la alterada glicosilaciéon de NET se sume a una expresion placentaria
disminuida. En el caso de nuestras pacientes, seria la hiperinsulinemia/hiperglicemia y el
riesgo de desarrollar diabetes gestacional lo que estaria alterando la maduracion de NET o su
expresion. La glucosa, insulina y acidos grasos no esterificados, son potentes estimulantes de
la actividad simpatica y de la liberacion de NE (204). La insulina por su parte, modula
negativamente la expresion de NET (130), con lo cual disminuye la recaptacion de NE desde
el espacio extracelular, sugiriendo que la insulina podria modular ademas la actividad de vias
noradrenérgicas a nivel de sistema nervioso central (205), pudiendo influenciar
profundamente la funcién neuroendocrina a este nivel (206). Por otro lado, estudios en
pacientes diabéticos y con sobrepeso muestran una correlacion negativa entre la expresion
periférica de NET y los niveles plasmaticos de glucosa’/hemoglobina glicosilada y la
hipertrofia del ventriculo izquierdo; junto con ello presentan aumentados niveles plasmaticos
de NE y una disminuida actividad de NET (207). En una condicién hiperinsulinémica y/o
hiperglicémica, como en el caso de nuestras pacientes (83,208), la modulacién negativa sobre
la expresion de NET seria significativa (209), o el proceso de maduracién de NET se
encontraria alterado de un modo similar a lo observado con la poblacion de ciertas proteinas
en pacientes con diabetes gestacional (210). Por tanto, el mejoramiento del estado

hiperinsulinémico/hiperglicémico de la embarazada SOP al ser tratada con metformina,
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podria explicar por qué el tratamiento farmacologico permite restablecer los niveles de NET
en la placenta y disminuir los niveles plasméaticos de NE, ya que la expresion de NET se
correlaciona positivamente con la sensibilidad a la insulina (207). Esto sugiere que el alcance
de estos efectos podria incluir no solo la interface materno-fetal, sino acciones centrales
directas o indirectas que contribuyan al mejoramiento de la homeostasis metabdlica y

neuroendocrina en estas pacientes.

NET desempefia un papel preponderante en la modulacién de la transmision de las sinapsis
catecolaminérgicas, a nivel central y periférico (211), y su funcion puede ser alterada por
numerosas drogas, hormonas, neurotransmisores y diversos componentes celulares. Estas
sustancias pueden unirse directamente al transportador e inhibir su funcion esencialmente
por antagonismo o competencia. Ademas, los cambios funcionales en NET producto de la
unién de estas sustancias al transportador pueden ser resultado de interacciones con otros
receptores o sitios de union, actuando por activacién de sistemas de segundos mensajeros o
inhibiendo otras vias de sefializacion aln desconocidas (130). Cambios en la funcion de NET
producen profundas respuestas a nivel cardiovascular y metabdlico. La inhibicién de NET a
nivel central reduce el flujo simpatico por activacion de receptores o2-adrenérgicos. En
contraste, la inhibicion periférica de NET aumenta la disponibilidad de NE. Junto con ello,
la variabilidad genética también afecta la funcion de NET como lo observado en pacientes
con sindrome de taquicardia postural, que afecta mas a mujeres en sus afios reproductivos
que a hombres (211). Sin embargo, factores no genéticos como los ya mencionados
anteriormente también afectan la funcion de NET. En animales, la expresion de NET y su
funcion en diferentes areas cerebrales es modulada por testosterona, estradiol y progesterona.
Ademas, se ha observado una diferencia de género en la respuesta cardiovascular a la
inhibicidn de NET, lo que sugiere que la funcion cardiaca de NET podria estar reducida en
mujeres producto de la accion del estradiol y progesterona (211). En el caso de nuestras
pacientes SOP la hiperinsulinemia y las alteraciones hormonales presentes en estas pacientes
podrian regular positiva o negativamente la funcion de NET a distintos niveles,
principalmente a nivel periférico dado los elevados niveles de NE plasmatica, dependiendo
de la poblacion celular involucrada. De hecho, estudios in vitro muestran que el tratamiento

con corticosteroides aumenta la expresion de NET (212), por lo que podriamos pensar que
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en la mujer SOP la expresion de NET podria estar aumentada, producto de la
hipercortisolemia que podrian presentar durante el embarazo (211). Sin embargo, los
resultados de esta tesis muestran que las mujeres con SOP presentan una disminuida
expresion de NET a nivel placentario y aumentados niveles plasmaticos de NE en estadios
tempranos de la gestacion, lo que podria estar dando cuenta de una desregulacién en el
sistema nervioso autbnomo en estas pacientes (145), evidenciada por alteraciones de las vias
relacionadas con respuestas de estrés antes del embarazo (4,6,145) y que persistirian durante
el mismo. Por otro lado, estudios en ratas macho castradas, sugieren que la castracion reduce
la actividad de NET en el bulbo olfatorio de estos animales, posicionando a la testosterona
como un regulador de la expresion y funcion de NET a nivel de sistema nervioso central
(213), contrario a lo observado con insulina (205) y estrogenos (130). Sin embargo, en
nuestras pacientes SOP, las cuales presentan elevados niveles de androgenos respecto de las
gestantes normales (83), se observan disminuidos niveles placentarios de NET y elevados
niveles plasmaticos de NE, por tanto, las acciones centrales de las hormonas esteroidales y
otras sustancias enddgenas parecen tener efectos diferenciales en tejidos periféricos y méas
aun en condiciones de embarazo, en donde tienen lugar importantes cambios en la
homeostasis de diversos sistemas en la madre con la finalidad de asegurar el adecuado
desarrollo fetal. Sin embargo, en nuestras mujeres con SOP los cambios fisiol6gicos que
tienen lugar durante el embarazo se encuentran profundamente alterados y darian cuenta de
las complicaciones durante el embarazo a las cuales son propensas este grupo de pacientes y

de un sin nimero de respuestas adaptativas en su descendencia.

Finalmente, un hallazgo sorprendente de esta tesis fue la completa recuperacion de los niveles
de NET en la cara materna de la placenta, proveniente de mujeres con SOP que fueron
tratadas con metformina durante todo el embarazo. Esto puede ser resultado de la
disminucion en los niveles plasméaticos de NE inducido previamente por el tratamiento

farmacologico, en acuerdo a lo descrito por Na y colaboradores (125).
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Estudio de sefalizacion de insulina en placenta

Determinacion de IRS1 placentario.

El embarazo es un estado metabdlico complejo que involucra alteraciones a nivel hormonal
0 de citocinas, por ejemplo, un aumento en los niveles de estrogenos, progesterona,
prolactina, cortisol, gonadotropina coridnica humana, hormona del crecimiento de origen
placentario, lactdogeno placentario humano, TNFo, resistina y leptina, junto con una
disminucion en los niveles de adiponectina; asi como una carga creciente de utilizacion de
combustible por el concepto. Metabolicamente, el primer trimestre se caracteriza por un
incremento en la sensibilidad a la insulina y lipogénesis. En contraste, el segundo y tercer
trimestre se caracterizan por insulino resistencia y un aumento en la lip6lisis. El incremento
en los niveles de resistina y leptina que contrasta con la disminucion en los niveles de
adiponectina, serian responsables de la creciente insulino resistencia hacia el término del
embarazo (214). Esto estaria en concordancia con lo observado en el grupo control de las
pacientes estudiadas, en donde los disminuidos niveles placentarios de IRS1 dan cuenta de
una insulino resistencia fisioldgica propia del embarazo. De igual modo, en placenta
proveniente de mujeres con SOP encontramos bajos niveles de IRS1 tanto en la cara fetal
como materna de la placenta. S6lo el grupo de pacientes tratadas con metformina durante
todo el embarazo, presenta un leve aumento en los niveles de IRS1 en ambas caras

placentarias.

La sefalizacion insulinica es critica para la mantencion de los niveles plasmaticos e
intracelulares de glucosa. La activacion de esta via involucra la unién de la insulina a su
receptor, la autofosforilacion del mismo y la posterior fosforilacion de los substratos de
receptor de insulina (sigla en inglés IRS), permitiendo la asociacion de los IRS con efectores
rio abajo del receptor para asi ejercer su accion (215). Aunque no se disponen de muchos
datos sobre la sefializacion insulinica placentaria, algunos estudios han investigado cambios
en la expresion de IRS1 y PI3K en placenta de mujeres con diabetes gestacional, encontrando
una expresion diferencial entre el lado materno y fetal de la placenta, lo que implica una
regulacién placentaria variada entre madre y feto, con un posible papel protector de la

placenta frente al alterado estado de la madre o puede ser un indicador importante de
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senescencia placentaria (216). Estudios en placenta humana han mostrado que el receptor de
insulina se encuentra bajo control fetal y que el transporte de glucosa se encuentra bajo
control materno. Otros estudios han encontrado una correlacion negativa entre la expresion
de IRS1 y los niveles de insulina de la madre, sugiriendo que la expresion de IRS1 obedece
a un control materno (215), hecho que permitiria explicar por qué el mejoramiento del estado
hiperinsulinémico de las pacientes con SOP de nuestro estudio, tras ser tratadas con

metformina, permitio aumentar levemente los niveles de IRS1 en la placenta.

Las mujeres con SOP son propensas a diversas complicaciones durante el embarazo, tales
como preeclampsia y diabetes gestacional (1,217). Alteraciones comunes del SOP como
obesidad e insulino resistencia, que generalmente persisten durante el embarazo, han
mostrado ser factores de riesgo para el desarrollo de preeclampsia, sin embargo, los
mecanismos mediante los cuales estas alteraciones se relacionan entre si no estan claros
(218). Un estudio realizado en placenta de mujeres con preeclampsia, tratadas con insulina
en el medio de cultivo, mostré una fosforilacion de IRS-1y de la subunidad reguladora p85
de PI3K disminuida, junto con una aumentada fosforilacion en residuos de serinaen IRS 1y
2, mostrando que en una condicion de preeclampsia la cascada de sefializacion de insulina se
encuentra alterada (218). El conjunto de estas observaciones nos permite sugerir que en
condiciones en donde el componente simpatico se encuentre alterado (117,125), el
componente metabolico también lo estd, estableciendo una suerte de sinergismo entre ambos.
Un origen posible para esta situacion seria un desbalance en el control simpatico bajo el cual
esta sujeto el tejido adiposo, conduciendo a alteraciones en su funcion endocrina (219,220),
que repercuten en la homeostasis metabolica de todo el organismo. Asi, el mejoramiento de
las alteraciones metabolicas y hormonales en las pacientes con SOP tras ser tratadas con
metformina durante el embarazo, conduciria a la correccion de las alteraciones simpaticas en

estas pacientes.

Al analizar el nivel de cambio de IRS1 respecto de NET, en la cara fetal de la placenta
observamos un leve predominio de IRS1 por sobre NET en los grupos SOP y SOPM, que en
el grupo SOP obedece mas bien a una menor expresion de NET mas que a un aumento en los

niveles de IRS1. En contraste, el tratamiento con metformina produjo un aumento discreto
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en los niveles de IRS1 en ambas caras placentarias, aunque en la cara fetal no aumento los
niveles de NET, lo que estaria en concordancia con la predominancia de IRS1 observada en
este grupo de pacientes. En cuanto al grupo control, la predominancia de NET por sobre IRS1
obedeceria a la insulino resistencia fisiologica propia del embarazo, mas que a una mayor
expresion de NET. Por otro lado, en la cara materna de la placenta no se observan diferencias
entre grupos respecto de IRS1 y NET. A pesar de lo anteriormente sefialado, en esta tesis no
pudimos encontrar una clara relacion entre los niveles de NET e IRS1, ni establecer una
correlacion entre los niveles plasmaticos de NE y los niveles de IRS1, posiblemente debido
al pequefio numero de pacientes estudiadas y a la falta de muestras de otras edades

gestacionales.

El nivel de la proteina IRS1 es critico para la regulacién del transporte de glucosa en tejidos
sensibles a la insulina (221). A diferencia del receptor de insulina, la proteina IRS1 sufre una
disminucion de un 30-50% en musculo esquelético de mujeres embarazadas obesas que
presentan o no diabetes gestacional, en comparacién con mujeres obesas no embarazadas,
sugiriendo un efecto regulador importante del embarazo sobre los niveles de IRS1 que es aln
mayor en una condicion de diabetes gestacional (222). Resultados similares se han obtenido
de biopsias de tejido adiposo provenientes de la pared abdominal de mujeres con diabetes
gestacional (223). Posterior al parto los niveles de IRS1 vuelven a la normalidad al cabo de
6 semanas en mujeres que no presentaron diabetes gestacional (221); y aunque los niveles de
IRS1 disminuyen mas severamente en mujeres con diabetes gestacional, parece ser que esta
condicidn es reversible después del embarazo (215,224). Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en nuestro trabajo, en cuanto a los disminuidos niveles de IRS1 observados en
placentas provenientes de mujeres con SOP no tratadas con metformina y de pacientes
control. Finalmente, la evidencia sugiere que las complicaciones subyacentes en pacientes
con SOP embarazadas se relacionan entre si potenciando sus efectos deletéreos sobre la

sefializacion insulinica placentaria.
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Determinacion de GLUT4 placentario.

El paso final de la cascada de sefializacion insulinica es la captacion de glucosa por la célula,
que es vital para la mantencién de la euglicemia dentro de los individuos. Esto involucra la
translocacion de los GLUTs desde el pool intracelular hacia la membrana plasmatica,
permitiendo la captacion de glucosa por la célula. La expresion placentaria de GLUTL,
isoforma ubicua, esta inversamente relacionada con la concentracion extracelular de glucosa,
mientras que GLUT4, cuya poblacion placentaria es menor, es la isoforma sensible a la
accion insulinica (215). En una condicion de diabetes gestacional, los niveles placentarios de
GLUT4 presentan una leve disminucion respecto del control (225), sin embargo, en células
de tejido adiposo y muscular se ha observado una notable disminucion (226), dependiendo
del grado de insulino resistencia (221,227). Estas diferencias sugieren que GLUT4 estaria
sujeto a una regulacion tejido-especifica (225). Algunos estudios han mostrado una
disminuida captacion de glucosa en tejido placentario de pacientes con diabetes gestacional,
junto con una aumentada expresion de GLUTL1 en la cara materna de la placenta. Sin
embargo, no se ha logrado determinar el papel de GLUT4 en la diabetes gestacional (215).
Colomiere y colaboradores (215), mostraron una disminuida expresion y niveles proteicos
de GLUT4 en placenta de mujeres con diabetes gestacional tratadas con insulina y dieta
durante el embarazo o en pacientes obesas. Por el contrario, en esta tesis los niveles proteicos
de GLUT4 en la cara materna de la placenta de mujeres con SOP no tratadas con metformina,
se encuentran aumentados sugiriendo que, en el SOP a diferencia de la diabetes gestacional,
los mecanismos compensatorios para el transporte placentario de glucosa involucran
isoformas diferentes. Es probable que esta discrepancia en los resultados se deba a que en las
pacientes con SOP estudiadas el componente simpatico participaria activamente en las
adaptaciones placentarias que observamos en estas pacientes, el que no se encontraria
presente en mujeres con diabetes gestacional. Por su parte, el tratamiento con metformina al
normalizar el alterado estado metabdlico de las pacientes con SOP, permite aumentar los
niveles de GLUT4 en la cara materna de la placenta, lo que estaria dando cuenta de una
mayor sensibilidad a la insulina en el compartimento materno. GLUT4 se expresa
principalmente en la cara materna de la placenta (225), lo que da cuenta de los bajos niveles
de GLUT4 encontrados en la cara fetal de todos los grupos estudiados. Por otro lado, la

expresion de GLUT4 disminuye a medida que el embarazo llega a término (228), por la
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insulino resistencia fisioldgica presente durante este periodo, es por ello que los niveles de
GLUT4 se encuentran disminuidos en el tejido placentario proveniente de las mujeres control
estudiadas en esta tesis.

El transportador GLUT4 es el tnico transportador de glucosa dependiente de insulina y se
asocia estrechamente con el metabolismo de glucosa. Se expresa principalmente en células
que transportan glucosa, desempefiando un importante papel en la homeostasis de esta
hexosa. Hace algunos afios se creia que GLUT4 sélo se expresaba en musculo esquelético,
musculo cardiaco y tejido adiposo (229). Sin embargo, estudios recientes muestran que
GLUT4 también se expresa en otros tejidos tales como endometrio (229) y en esta tesis, en
placenta. Dado que la diferenciacion y maduracion de las células endometriales dependen de
un adecuado metabolismo de la glucosa, GLUT4 desempefia un importante papel en el
proceso de maduracion del tejido glandular endometrial. En pacientes con SOP las
anormalidades metabolicas pueden afectar estos procesos, ya que la expresion de GLUTA4 se
correlaciona negativamente con la insulino resistencia presente en estas pacientes (229).
Otros estudios han mostrado que, ademéas de la alterada expresion de GLUT4 a nivel
endometrial, las pacientes con SOP presentan disminuidos niveles de IRS1 y otros efectores
de la cascada de sefializacion insulinica (229). Esto concuerda con lo observado en esta tesis,
ya que las pacientes con SOP presentan disminuidos niveles de IRS1 respecto del grupo
control y tratado con metformina, en ambas caras placentarias, evidenciando una alteracion
en la sefializacién insulinica de la placenta. En nuestro trabajo también pudimos observar
disminuidos niveles de GLUT4 en la cara fetal de la placenta de mujeres con SOP sin
tratamiento farmacol6gico. Por el contrario, en la cara materna de la placenta SOP los
elevados niveles de GLUT4 obtenidos dan cuenta de un posible mecanismo compensatorio
frente a un alterado control materno de la captacion de glucosa y de la sefializacion insulinica
placentaria. Se ha demostrado que el receptor de insulina colocaliza con GLUT4 en placenta
humana (225). Esto hace posible la regulacion del transporte placentario de glucosa por
insulina, como se sugiere para las células amnidticas. Basados en la movilizacion de los
receptores de insulina hacia el lado fetal de la placenta con la progresion del embarazo y en
el consenso clasico de que, en condiciones fisioldgicas, la insulina materna no atraviesa la

barrera placentaria, entonces la insulina fetal, en lugar de la materna, estaria implicada en la
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regulacion de GLUT4 en la placenta hacia el término (225). Sin embargo, los resultados de
esta tesis indican una mayor poblacion de GLUTA4 en la cara materna del tejido placentario
proveniente de mujeres con SOP con Yy sin tratamiento con metformina durante el embarazo,

otorgando protagonismo a la insulina materna sobre el control de la expresion de GLUTA4.

Modelos animales de IUGR (230), en los cuales se observa un componente simpético
aumentado, muestran mecanismos adaptativos fetales sobre el metabolismo de la glucosa
evidenciados por una marcada hipoglicemia a pesar de presentar un transporte de glucosa
normal 0 aumentado; una tasa de utilizacion de glucosa mayor al transporte indicando una
produccion fetal de glucosa, gracias a un aumento en la expresion de enzimas
gluconeogénicas producto de elevados niveles de glucagdn y NE, lo que estaria en
contraposicion a un embarazo normal en donde se observa una limitada capacidad de la
placenta y feto para producir glucosa, haciéndolo dependiente del transporte de esta hexosa
desde la madre (231); y una disminuida tasa de oxidacion de glucosa. La insulina estimula la
utilizacion fetal de glucosa, sin embargo, en estos modelos se observa una baja concentracion
de insulina fetal. Por lo que, la mantencion de la utilizacion fetal de glucosa se debe a una
aumentada sensibilidad a la insulina para este proceso, gracias al aumento en la expresion de
GLUT1 en diversos tejidos y de GLUT4 en corazdn (230) y placenta (231). En el caso de
nuestras pacientes SOP, los aumentados niveles de GLUT4 en la cara materna de la placenta
podrian dar cuenta de respuestas adaptativas sobre el metabolismo y transporte de glucosa
similares a las observadas en los modelos de IUGR, en donde participe activamente el
componente simpatico materno y fetal. Pese a que en las mujeres con SOP estudiadas en esta
tesis el embarazo llegd a término, se pone en evidencia lo siguiente: 1. La existencia de
mecanismos compensatorios sobre el metabolismo placentario de glucosa que favorecen la
supervivencia fetal frente a un ambiente intrauterino adverso y 2. La existencia de efectos
programadores negativos que no pueden ser corregidos a pesar de los esfuerzos
compensatorios, los que se manifiestan en la descendencia de estas mujeres en etapas
tempranas de la vida (81,97). Sin embargo, el tratamiento con metformina permite
reprogramar positivamente a la descendencia de estas pacientes al hacerlos menos insulino

resistentes (232) y al disminuir alteraciones hormonales como elevados niveles de AMH (81).

77



Es sabido que la funcion mitocondrial en pacientes con SOP y diabetes tipo 2, se encuentra
alterada en tejidos sensibles a la accion insulinica y se piensa que desempefia un papel
importante en el desarrollo de insulino resistencia (233). Estudios en animales muestran que
la deplecion de GLUT4 en modelos Knock-out genera respuestas adaptativas paraddjicas que
promueven la biogénesis mitocondrial, captacion/oxidacion de acidos grasos y que la
recuperacion restringida de la captacion de glucosa a nivel muscular mejora el fenotipo
diabético de estos animales (104). Sin embargo, en el caso de las pacientes con SOP de
nuestro estudio, en donde la NE materna parece estimular la sintesis de novo de GLUT4 a
nivel de la cara materna placentaria, es probable que este estimulo sea responsable de
producir respuestas adaptativas que vayan en desmedro de la funcién mitocondrial
placentaria y fetal. Esta suposicion estaria en concordancia con lo observado en modelos
murinos de androgenizacion fetal en donde se observa una hipofuncion del tejido adiposo
marron (sigla en inglés BAT) y una baja expresion de UCP1 (50), conduciendo a obesidad,

hiperandrogenismo e insulino resistencia en la adultez.

Receptores acoplados a proteina Gs, los cuales aumentan los niveles intracelulares de cAMP,
tienen la capacidad de estimular la via de sefializacion de AMPK (234). Por ejemplo, se ha
demostrado que la NE via activacion de receptores B-adrenérgicos en diversos tejidos,
estimula la via de AMPK por un mecanismo ain desconocido (234,235). Por otro lado, la
insulina inhibe la activacién de AMPK via fosforilacion de la subunidad catalitica o de esta
enzima, por accion de la proteina cinasa B (235). En corazén, la activacién de AMPK protege
al corazon de isquemia gracias al aumento en la captacion de glucosa y glicolisis (235). Por
otro lado, la exposicién al frio ha demostrado aumentar la captacion de glucosa en BAT, sitio
principal controlado simpaticamente para la produccién metabdlica de calor. Ratas expuestas
al frio por un periodo prolongado de tiempo (mayor a 10 dias), muestran un aumento paralelo
en la expresion de GLUT4 y la captacion de glucosa en BAT. La denervacion simpatica
suprime estos efectos. Esto sugiere que la exposicion al frio aumenta la captacion de glucosa
en BAT mediante 2 mecanismos distintos, dependientes de la actividad simpética: 1.
Aumento en la cantidad de GLUT4 por estimulacién de su sintesis de novo y 2. Aumento sin
estimulacién de la sintesis de GLUT4, probablemente debido a un cambio en la actividad de

transporte y/o su translocacion desde el pool intracelular hacia la membrana plasmatica (236).
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Efectos similares podrian explicar el aumento en los niveles de GLUT4 en la cara materna
de la placenta proveniente de pacientes con SOP no tratadas farmacol6gicamente, ya que
modelos animales de condicion quistica pueden obtenerse por exposicion al frio, en donde el
componente simpatico ovarico se encuentra activado (175). Por lo que en el caso de nuestras
pacientes, en donde el componente simpatico también se encuentra activado, los elevados
niveles de NE plasméatica materna activarian receptores al o p-adrenérgicos placentarios
(237) acoplados a proteina G (238), y en consecuencia la via de AMPK con el subsecuente
aumento en la captacion de glucosa placentaria, gracias al aumento en los niveles de GLUT4.
Sin embargo, en tejido cardiaco de rata se ha observado que un aumento persistente en los
niveles plasmaticos de NE produce una disminucién en la expresion de receptores f-
adrenérgicos y de NET (204), por tanto, la NE materna podria estar actuando via receptores
al-adrenérgicos principalmente, como lo observado en lineas celulares de cardiomiocitos y
adipocitos (239). Por otro lado, Mulder y colaboradores (240) demostraron que en cultivos
de adipocitos de raton, la activacion de receptores B-adrenérgicos disminuye el transporte de
glucosa al inhibir la translocacién de GLUT4 hacia la membrana plasmatica, al igual que en
células de musculo esquelético de rata. Este conjunto de evidencia da cuenta de los diversos
mecanismos que podrian estar involucrados en la regulacion de los niveles placentarios de
GLUT4 en los que participe la NE. Sea como fuere el mecanismo en la placenta SOP, la
activacion de AMPK por accion de la NE del plasma materno podria tener por objetivo, al
igual que en corazon, evitar la posible isquemia placentaria producto del efecto
vasoconstrictor de la NE a nivel local. Sin embargo, al presentar menor cantidad de NET en
placenta este efecto compensatorio se veria comprometido, favoreciéndose sélo el aporte
energético necesario para la supervivencia fetal a través de un mecanismo independiente de
la accion insulinica (241), pese al efecto antagonico sobre AMPK que pudiera tener la
hiperinsulinemia materna. Por otro lado, vemos que la accién de la NE materna sobre la
placenta SOP estaria aumentado la sintesis de novo de GLUT4 en la cara materna placentaria,
de modo similar a lo observado en BAT, posiblemente para asegurar la supervivencia fetal

frente a un ambiente intrauterino adverso.

Al observar el nivel de cambio de la cantidad de GLUT4 respecto de la cantidad placentaria

de NET, pudimos determinar en ambas caras placentarias una predominancia de GLUT4 por
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sobre NET, resultado que sugeriria que en estas pacientes la mayor actividad simpatica va en
desmedro de la expresion placentaria de NET, pero favoreceria la captacion de glucosa. No
obstante, en la cara fetal de la placenta estas diferencias se deben mas bien a una menor

cantidad de NET, mas que a una mayor expresion de GLUTA4.

En las pacientes SOP estudiadas podria cuestionarse la funcionalidad de GLUT4, a pesar de
presentar mayores niveles placentarios respecto del control, ya que se ha sugerido que las
alteraciones en la sefializacion insulinica obedecen a defectos rio abajo de esta via de
sefializacion (242), por lo que, el control materno de la captacion de glucosa estaria alterado
en la mujer con SOP. No obstante, Dantas y colaboradores demostraron que, en tejido
muscular, la translocacion de GLUT4 es similar tanto en mujeres control como SOP (242).
Aunque en esta tesis no determinamos la fraccion de membrana de GLUT4 respecto de su
pool intracelular con el fin de evaluar de manera semi-cuantitativa el transporte de glucosa
placentario, el estudio de Dantas permite hacernos una idea de cdmo se estaria dando este
proceso en la placenta de mujeres con SOP y, que la mayor cantidad de GLUT4 placentario
observada en estas pacientes seria directamente proporcional al transporte de glucosa hacia
el feto. Junto con ello, el aumento de GLUT4 evidenciado sélo en la cara materna de la
placenta sugiere que, en el control materno del transporte de glucosa la NE desempafiaria un
papel fundamental. De acuerdo a nuestros resultados, los elevados niveles plasméticos de NE
repercutirian no sélo sobre el componente simpatico de la placenta, reflejado en los niveles
de NET, sino también sobre el componente metabdlico. Estos resultados sugieren una
estrecha relacion entre mecanismos de accion metabdlicos y simpaticos, tal como se ha
observado en otros tejidos (236), los que se encontrarian profundamente alterados en mujeres
con SOP. Sin embargo, la metformina se posicionaria como una herramienta terapéutica Gtil
que a través de un mecanismo comun es capaz de corregir tanto las alteraciones simpaticas

como metabdlicas en estas pacientes.

El feto crece y se desarrolla en un ambiente en el cual la disponibilidad de sustratos es
limitada. Comparado con la madre, el feto estd sujeto a una persistente hipoxia e
hipoglicemia, y como consecuencia de las elevadas demandas metabdlicas que debe suplir la

grasa fetal en comparacidn con la deposicion proteica, el tejido adiposo fetal crece con mayor
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lentitud respecto del periodo postnatal (103). El estrés desencadena respuestas adaptativas
Importantes que permiten a un organismo hacer frente a un entorno cambiante. Sin embargo,
cuando es prolongado o repetido, el estrés puede ser muy perjudicial. La liberacién de
catecolaminas es un evento inicial clave en respuesta a factores de estrés y es seguido por un
aumento en la expresion de genes que codifican para las enzimas de sintesis de
catecolaminas, que tiene lugar en la glandula adrenal y el locus coeruleus (243), el principal
nacleo noradrenégico del cerebro implicado en el control cardiovascular (211). Estudios en
animales muestran que la disminucion de la disponibilidad de glucosa hacia el feto produce
hipoglicemia e hipoinsulinemia fetal junto con un retraso en el crecimiento (244). La
hipoglicemia e hipoxia, por su parte, estimulan la secrecion de catecolaminas en la glandula
adrenal (133,245) y con ello la lipolisis fetal (103). Esta evidencia concuerda con los
hallazgos obtenidos en modelos animales de IUGR, en donde los fetos son hipoglicémicos,
hipoxémicos y presentan elevados niveles de NE plasmatica (246). Nuestros resultados
muestran que la placenta proveniente de mujeres con SOP sin tratamiento farmacolégico
presenta una alterada sefializacion insulinica, evidenciada por bajos niveles de IRS1 en la
cara fetal y materna placentaria, pudiendo resultar en un alterado transporte de glucosa hacia
el compartimento fetal. Pese a los bajos niveles de GLUT4 en la cara fetal de los 3 grupos
experimentales, los elevados niveles de GLUT4 en la cara materna de la placenta SOP
podrian reflejar un mecanismo compensatorio que intente asegurar la supervivencia del
concepto pese a lo adverso de su ambiente. Asi, de manera similar a los modelos animales
de androgenizacién o IUGR, la hipoglicemia fetal activaria la secrecion de NE en la glandula
adrenal fetal, conduciendo a elevados niveles plasmaticos de NE, los cuales a su vez
inducirian respuestas adaptativas a nivel del tejido adiposo fetal, cuya alterada identidad
fenotipica favoreceria la obesidad e insulino resistencia en la adultez. Estas respuestas
adaptativas fetales serian producto de una programacién efectuada conjuntamente por los
elevados niveles de NE, insulina y andrégenos en la madre en etapas tempranas del

desarrollo, cuya accion sinérgica conduce a un desarrollo placentario alterado.
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5.4. Metformina: accion pleiotropica en la embarazada con SOP

Estudios siguieren que la metformina mejora la funcion reproductiva de pacientes con SOP
y posiblemente beneficie la salud de estas pacientes en el largo plazo. La metformina puede
actuar indirectamente al reducir los niveles sistémicos de insulina y directamente sobre la
funcién ovérica y adrenal al reducir la actividad del CYP17 con la consecuente reduccion en
la produccion de androgenos. El tratamiento con metformina permite a estas pacientes
aumentar la tasa de ovulacion y disminuir la tasa de abortos espontaneos, permitiendo a estas
pacientes lograr un embarazo. Una vez logrado el embarazo, el tratamiento con metformina
durante este periodo permite disminuir la incidencia de preeclampsia, diabetes gestacional,
hipertension inducida por el embarazo y la mortalidad neonatal (247). En vista de los efectos
favorables de la metformina sobre eventos tromboticos en la poblacion diabética, parece
factible que la disfuncion microvascular y acontecimientos posteriores rio abajo podrian
mejorarse en pacientes con SOP que sean tratadas con metformina durante el embarazo (247).
La metformina es un farmaco con un alto perfil de seguridad ya que no existe evidencia de
efectos teratogénicos en animales o humanos (27). Las pacientes con SOP que han sido
tratadas con metformina durante el embarazo ganan menos peso durante este periodo en
comparacion al grupo control, lo que se piensa podria estar asociado con beneficios a largo
plazo sobre la salud de estas pacientes. Esto estaria en concordancia con lo observado en
nuestro grupo de pacientes tratadas, quienes presentaron un peso final aproximado de 5 Kg
menos respecto del control. Otra observacion importante, es que el tratamiento con
metformina no produce hipoglicemia ni en la madre ni en el feto, en comparacion con

pacientes tratadas con insulina durante el embarazo (247).

Las acciones antiinflamatorias de la metformina podrian tener efectos benéficos durante el
embarazo, tanto para la madre como para el feto, ya que la moderacion de la disfuncion
metabdlica e inflamacion produciria cambios en el desarrollo y funcion placentaria, reduciria
la probabilidad de activacion endotelial vascular y potencialmente reduciria la insulino
resistencia fetal. La metformina cruza la placenta, via p-glicoproteina, OCT2, OCT3 y otros
transportadores presentes en el sinciciotrofoblasto (85,248), cuantificandose niveles
terapéuticos de este farmaco en sangre de corddén umbilical, por tanto, es probable que la

metformina ejerza algun efecto sobre el metabolismo placentario y fetal (247). La familia de
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transportadores OCT, a la que pertenece NET, se divide en 3 categorias principales: OCT1y
2 poseen una localizacion restringida principalmente a 6rganos excretores como higado y
rifidn y OCT3 posee una amplia distribucién incluyendo musculo esquelético, corazén,
cerebro y placenta. Ademas de poseer una funcion depuradora para aminas y xenobi6ticos,
estos transportadores formarian parte del Uptake-2, encargado de la remocion sistémica de
monoaminas en tejidos periféricos que poseen innervacion simpatica. Chen y colaboradores
(249) demostraron que OCT3 modula positivamente el efecto farmacologico de la
metformina principalmente en masculo esquelético. Esto no quiere decir que esta modulacion
se restrinja sélo a este tejido, ya que en este estudio no se emplearon placentas. Ademas,
evaluaron el significado funcional de mutaciones en OCT3 en voluntarios de diversas etnias
y cOmo éstas repercutirian en su funcién de transporte, expresion y localizacion subcelular.
Algunas de estas variantes genéticas tuvieron repercusiones en el transporte de metformina
y de catecolaminas, por modificaciones en la estructura proteica del transportador mas que
por alteraciones en la distribucion subcelular del mismo (249). Por otro lado, estudios in vitro
de Schlessinger y colaboradores (248) identificaron a la metformina como un nuevo ligando
de NET que no presenta efectos inhibitorios sobre su actividad de transporte. Por lo que, si
extrapolamos estos resultados al presente estudio podriamos sugerir que NET potenciaria los
efectos de la metformina sobre la interface materno-placentaria y que la metformina a su vez

modularia la expresion de NET en la placenta, tal como lo observado en nuestro trabajo.

Es importante considerar que el aclaramiento renal de la metformina aumenta durante la
mitad y la Ultima etapa del embarazo, encontrandose niveles casi indetectables en sangre de
cordon umbilical al momento del parto (85), por lo que sus efectos programadores tendrian
lugar en estadios tempranos de la organogeénesis fetal, posiblemente durante los dias 20-32,
ventana de tiempo critica en este proceso de desarrollo (250). El seguimiento de hijos de
madres con SOP expuestos a metformina durante la gestacion muestra que estos infantes
presentan una mayor circunferencia en la parte superior del brazo, grandes biceps y tejido
subescapular, sugiriendo que la exposicién a metformina in utero conduce a un cambio de
los depositos de grasa visceral hacia sitios subcutaneos, lo que tiene importantes
implicaciones para el desarrollo de resistencia a la insulina en el futuro (247). Ali y

colaboradores (232) plantearon una hipdtesis que indica que en casos de resistencia a la
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insulina se observa una movilizacion de depositos de grasa subcutanea hacia la grasa visceral,
por el contrario, en el caso de los nifios expuestos a metformina in utero esta distribucion es
inversa (247) y por tanto serian menos insulino resistentes en el futuro. Finalmente, los
niveles de metformina en la leche materna son muy bajos, similar a lo encontrado en sangre
de corddn umbilical al momento del parto, por tanto, la exposicion fetal a la metformina es
considerada insignificante y no esté relacionada con anormalidades en los niveles de glucosa
en infantes, haciendo seguro su uso antes, durante y después del embarazo (85).

Un gran cuerpo de evidencia ha mostrado que una de las principales dianas moleculares de
la metformina es la AMPK, cuya activacion proporciona una explicacion unificada para los
efectos pleiotrépicos de este farmaco (34). La AMPK es un regulador central y periférico de
mecanismos de homeostasis energética, que interviene en el metabolismo de lipidos,
proteinas y carbohidratos. Este sensor metabolico regula también la funcion ovarica, al
regular la esteroidogénesis en las células de la granulosa y la maduracion de los ovocitos, en
varias especies. Estos datos sugieren que esta cinasa puede jugar un papel importante en la
interfaz entre reproduccion y metabolismo energético. Algunas hormonas metabdlicas tales
como la leptina, adiponectina, resistina y grelina, regulan la funcién reproductiva a nivel
central y de ovario, via AMPK. Por lo que, la desregulacion de este sistema podria ser la
causa de ciertas enfermedades como el SOP, cominmente tratada con metformina, un agente
farmacoldgico activador de AMPK (251). Por otro lado, estudios in vitro e in vivo muestran
que el tratamiento con metformina inhibe la cadena respiratoria mitocondrial y activa a
AMPK via formacion de especies reactivas del nitrégeno con una posterior accion de la via
de sefializacion PI3K (252). Sin embargo, las concentraciones de especies reactivas del
nitrégeno generadas a concentraciones de metformina de relevancia clinica son sub-tdxicas
y no contribuyen al estrés oxidativo causado por una hiperglicemia (252). En este mismo
estudio se determind que la sobreexpresion de UCPL, proteina que bloquea la transferencia
de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial y con ello la formacion de ROS, atenla
la activacion de AMPK estimulada por metformina, ya que las ROS también tienen la
capacidad de activar a AMPK (252). Por otro lado, estudios in vitro han mostrado que la NE
inhibe la actividad de NET via estrés de reticulo por accion de especies reactivas del oxigeno

(253), estrés oxidativo que se encuentra aumentado en mujeres con SOP (85) y que podria
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explicar la disminucion de los niveles de NET en la placenta de las pacientes no tratadas con
metformina durante el embarazo, por activacion de AMPK. Adicionalmente, es posible
sugerir que la NE materna estaria conduciendo a respuestas adaptativas, via activacion de
AMPK, que favorezcan la supervivencia fetal y que explicarian lo observado en esta tesis
para los aumentados niveles de GLUT4 en la cara materna placentaria de mujeres con SOP
sin tratamiento farmacoldgico. Sin embargo, gracias al tratamiento con metformina es que se
logra equilibrar los disturbios metabolicos en la triada madre-placenta-feto, ejerciendo una
accion programadora positiva que permite poner fin al ciclo madre SOP-hijos SOP, ya que
la sola activacion de AMPK por accion de la NE materna o las especies reactivas del oxigeno,
en las pacientes no tratadas, no es suficiente para mejorar las alteraciones metabolicas y
simpéticas observadas a nivel plasmatico y placentario.

Reportes recientes siguieren que la diferenciacion trofoblastica puede ser regulada por la
activacion de AMPK y una reduccion en sus niveles produciria alteraciones en la morfologia
celular, tasa de crecimiento y transporte de nutrientes (254). Aunque la activacién de AMPK
tiene lugar frente a distintos estresores, como asi también por accion de la NE sobre sus
receptores y por accion de la metformina (255), es probable que en la mujer SOP la activacion
de AMPK se encuentre alterada (251), dado el aumento en los niveles de GLUT4 en la cara
materna de la placenta. En condiciones patoldgicas como enfermedades neurodegenerativas
y cancer (256), AMPK se encuentra anormalmente activada (257), dando lugar a depdsitos
proteicos 0 una supervivencia celular aumentada. Basados en esta evidencia, es posible
sugerir que en la mujer SOP existe una activacion anormal de AMPK en placenta,
evidenciada por el aumento en los niveles de GLUT4 en la cara materna de la placenta y una
disminucion en los niveles de NET en ambas caras placentarias. Sin embargo, la regulacién
de la activacion de este sensor metabdlico maestro por accién de la metformina, permitiria
mejorar gran parte de las alteraciones placentarias presentes en mujeres con SOP, reduciendo

asi la alta prevalencia de enfermedades gestacionales durante el embarazo.

Al analizar los niveles plasmaticos de NE en las pacientes tratadas con metformina durante
el embarazo, es alentador sugerir que la metformina podria ser responsable de no sélo mejorar

los perfiles metabolicos de las pacientes estudiadas en este trabajo, sino también de la
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regulacion de la actividad del sistema nervioso simpatico. Esta ultima sugerencia ha sido
previamente documentada por diversos estudios. En pacientes hipertensos a quienes se les
administré metformina se observo una disminucién en los valores de presion sanguinea,
frecuencia cardiaca y actividad nerviosa simpatica (197,198). Petersen y colaboradores
(197), mostraron que en un modelo de ratas hipertensas el tratamiento cronico con
metformina previene la hipertension al inhibir la actividad nerviosa simpatica periférica
gracias a su accion a nivel de sistema nervioso central. La estructura quimica de la
metformina (dimetilbiguanida) esta relacionada con la estructura quimica del agonista del
receptor tipo 3 de serotonina, bifenilbiguanida, quien produce una respuesta vagal mediada
por una inhibicion simpatica (197). Por lo que el mecanismo mediante el cual la metformina
pudiera estar mediando estos efectos a nivel de sistema nervioso central podria ser similar a
la bifenilbiguanida. Por otro lado, Giugliano y colaboradores (258) encontraron que el
tratamiento por 12 semanas con metformina redujo significativamente la presion arterial en
mujeres obesas e hipertensas, la que estuvo asociada con una concentracion plasmatica de
NE disminuida y un menor indice de masa ventricular izquierda. Si ocurriese lo mismo en el
tejido placentario, seria un efecto inesperado pero sorprendente de la metformina. En
cualquier caso, la metformina tiene muchos efectos que estan relacionados con la actividad
nerviosa simpética en pacientes con SOP (6), principalmente a nivel de metabolismo y

hormonas esteroidales.

Cuando observamos el nivel de cambio de la cantidad de GLUT4 respecto de NET, vemos
que al igual que en el grupo de mujeres con SOP sin tratamiento farmacoldgico, existe una
predominancia de GLUT4 por sobre NET en el grupo de pacientes tratadas con metformina.
Sin embargo, los mecanismos involucrados en tal aumento involucrarian vias diferentes, ya
que el tratamiento con metformina disminuye los niveles plasmaticos de NE en la madre y

junto con ello aumenta los niveles de NET en placenta.

Otro hallazgo importante en esta tesis fue la completa recuperacion placentaria de los niveles
de proteina NET en el grupo de mujeres que fueron tratadas con metformina. Este hallazgo
puede ser el resultado, ya sea, de una disminucién en los niveles plasmaticos de NE inducida

por metformina debida a una accion directa en los nervios simpaticos; o sobre la glandula
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adrenal gracias a la disminucion en los niveles de androgenos y/o hiperinsulinemia; o al
ejercer un efecto directo sobre la expresion de NET a nivel placentario. La primera de estas
afirmaciones es sustentada por los hallazgos de un estudio realizado por Salvesen y
colaboradores (200), en el que se demostré que el tratamiento farmacoldgico con metformina
a mujeres con SOP embarazadas, disminuyé la impedancia de la arteria uterina entre las 12
y 19 semanas de gestacion, lo cual se correlaciona directamente con una reduccion en la
prevalencia de preeclampsia e IURG. Cualquiera sea el caso, se sugiere que la aplicacion de
un tratamiento farmacologico es ventajosa, ya que ha demostrado ser una estrategia
farmacoldgica Util y conveniente para la prevencion de complicaciones durante el embarazo
en mujeres con SOP (30,31). Un estudio prospectivo observacional demostro que el principal
beneficio de continuar el tratamiento farmacoldgico con metformina en mujeres con SOP
durante el embarazo, fue evitar la obesidad y el deterioro en la sensibilidad a la insulina
durante este periodo (259). Este estudio sefiala ademas que sin un tratamiento farmacoldgico
con metformina durante el embarazo, las mujeres con SOP son mas propensas a desarrollar
preeclampsia y diabetes gestacional. Otros beneficios del tratamiento de estas pacientes con
metformina durante el embarazo fueron la disminucién en los niveles plasmaticos de
testosterona, reduciendo el riesgo de virilizacion fetal (259). Elevados niveles de androgenos
en la adultez se han asociado a una previa preeclampsia. En un reporte de caso, el tratamiento
con metformina redujo notablemente los niveles de andrégenos en una mujer embarazada
hiperandrogénica, para prevenir la masculinizacion de fetos femeninos (18). Sin embargo,
Vanky y colaboradores (18) mostraron que el tratamiento con metformina no afectd los
niveles plasmaticos de andrégenos en mujeres con SOP tratadas farmacol6gicamente durante
el embarazo. Por el contrario, la Marca y colaboradores (260) mostraron que en mujeres con
SOP el tratamiento con metformina fue capaz de reducir la esteroidogénesis adrenal,
apoyando la hipétesis de que elevados niveles de insulina asociados con el SOP pueden

causar un aumento en los niveles plasmaticos de androgenos de origen adrenal.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, las pacientes con SOP presentan una
alterada funcion mitocondrial, producto de una alterada expresion de las proteinas UCP
relacionada con insulino resistencia, ya que puede ser corregida al tratar a estas pacientes con

sensibilizadores de la insulina (104,261). Estudios en células endoteliales de aorta de bovino,
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muestran que la sobreexpresion de UCP1 inhibe la activacion de AMPK por accién de la
metformina, al disminuir la produccion de ROS (252). Sin embargo, otros estudios en células
endoteliales umbilicales humanas o murinas, mostraron que el tratamiento con metformina
aumenta la expresion de UCP2 en estas células inhibiendo la produccién de ROS y la
nitracion de ciertas proteinas, frente a elevados niveles de glucosa (262). Estudios in vitro
han demostrado que la hiperglicemia induce la produccion de ROS en pacientes diabéticos,
la que puede ser abolida por inhibidores del metabolismo mitocondrial y/o la sobreexpresion
de UCP1 o de la enzima manganeso superoxido dismutasa (263). Ademas, la normalizacion
de la produccion mitocondrial de ROS por cada uno de estos agentes impide la activacién
inducida por glucosa de la proteina cinasa C, la formacion de productos de glicacion
avanzada y la acumulacion de sorbitol en células endoteliales vasculares, que son conocidas
alteraciones involucradas en el desarrollo de complicaciones de la diabetes (263). Asi, el uso
de agentes hipoglucemiantes permite prevenir estas complicaciones, destacando la
metformina por sobre las sulfonilureas e insulina. Dado que la metformina activa la via de
sefializacion de AMPK, estimula la biogénesis y funcién mitocondrial al actuar sobre factores
de transcripcion involucrados en la respiracion celular y en la expresion de enzimas
antioxidantes como manganeso superéxido dismutasa, y con ello disminuye la produccion
de ROS inducida por hiperglucemia (263). Por otro lado, en ovario de pacientes con SOP se
ha observado una mayor expresion de UCP2 y de la enzima CYP11Al, alteraciones que
podrian dar lugar al perturbado desarrollo folicular en pacientes con SOP (261). Estas
discrepancias reflejan una accién tejido-especifica diferencial de la metformina a nivel
mitocondrial y que involucra isoformas diferentes de las UCP. Por lo tanto, es probable que
la accion de la metformina sobre la expresion de las UCP produzca una disminucion de
aquellas isoformas que alteran los procesos fisiologicos y favorezca la expresion de aquellas
isoformas que permitan restablecer la homeostasis de los procesos fisioldgicos que puedan
estar alterados, como lo observado a nivel de tejido muscular de pacientes con SOP y diabetes
tipo 2 (104).

Aungue los mecanismos mediante los cuales la metformina mejora las alteraciones
metabolicas, neuroendocrinas y simpaticas en pacientes con SOP son muy variados y poco

conocidos, es claro que este farmaco es una herramienta terapéutica util para el manejo de
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las alteraciones hormonales y metabdlicas que producen enfermedades gestacionales y otras
complicaciones del embarazo en este grupo de pacientes. En las pacientes con SOP de esta
tesis podemos observar que el mejoramiento de las alteraciones metabdlicas repercute
directamente sobre las alteraciones del componente simpatico, dando cuenta de una estrecha
relacién entre ambos sistemas en la madre, sin embargo, es probable que las respuestas
adaptativas encontradas en la descendencia de las mujeres con SOP respondan a una
activacion simpética inicial frente a un exceso de andrdgenos, insulina y, como lo observado
en esta tesis, frente a elevados niveles de NE en el plasma materno, dando lugar a un
desarrollo placentario alterado. Las respuestas adaptativas placentarias podrian generar
profundas alteraciones en tejidos sensibles a la insulina y otros sistemas homeostaticos del
concepto, dependiendo de la venta del desarrollo fetal en la que actten, con el consecuente
desarrollo de insulino resistencia, obesidad e infertilidad en la adultez. Afortunadamente,
nuestros resultados nos permiten tener una vision optimista, ya que el fenotipo SOP podria

ser manipulado in utero gracias al tratamiento con metformina.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir que en las mujeres con SOP
embarazadas, el aumento en los niveles plasméaticos de NE en estadios tempranos de la
gestacion en combinacion con la disminucion en los niveles placentarios de NET, podrian
atenuar la capacidad de este transportador para depurar la NE desde la circulacion fetal y, por
tanto, aumentar la exposicion fetal a NE con consecuencias a largo plazo similares a las
observadas en modelos animales. EI mejoramiento de las alteraciones simpaticas observadas
en el grupo de pacientes tratadas con metformina, nos permite pensar que dichas alteraciones
se encuentran estrechamente relacionadas al componente metabdlico a través de mecanismos
aun desconocidos. Es probable que el hiperandrogenismo e hiperinsulinemia presente en la
embarazada SOP, asociados a respuestas de estrés como un aumentado tono simpatico
evidenciado en los resultados de este trabajo, podrian ejercer un efecto programador conjunto
sobre las respuestas de estrés y procesos de regulacion neuroendocrina en la descendencia de
estas pacientes, tal como lo observado en modelos de androgenizacion fetal o IUGR,
afectando la funcion reproductiva y otros eventos fisioldgicos a través de cambios en la
homeostasis corporal, creando in utero un sinergismo entre activacion simpatica por estrés e
insulino resistencia, al que en el transcurso de los afios se sumara el componente
hiperandrogénico dando lugar a un nuevo fenotipo SOP. Dicho efecto programador no estaria
limitado a la descendencia inmediata, sino que podria tener un efecto transgeneracional si las
modificaciones epigenéticas son estables y se mantienen en la linea germinal. Finalmente, la
figura 10 propone un esquema que explicaria las alteraciones plasmaticas y placentarias
observadas en pacientes con SOP durante el embarazo y como la metformina se perfila como

una herramienta terapéutica Util que permite corregir dichas alteraciones.
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Figura 10. Alteraciones plasmaticas y placentarias observadas en pacientes con SOP embarazadas. En el
compartimento materno, la hiperinsulinemia e hiperandrogenemia en la mujer SOP podria actuar a nivel central o adrenal
con el fin de aumentar el tono simpatico en estas pacientes en estadios tempranos del embarazo, evidenciado por elevados
niveles de NE plasmatica a la semana 24 de gestacion, dando lugar a respuestas adaptativas placentarias como disminuidos
niveles de NET e IRS1 y aumentados niveles de GLUT4, via AMPK o receptores al/ B-adrenérgicos. La hiperinsulinemia
también podria participar en la disminucion de los niveles placentarios de NET al regular negativamente su expresion. Por
su parte, los aumentados niveles de GLUT4 podrian dar cuenta de mecanismos compensatorios orientados a la supervivencia
fetal. El tratamiento con metformina permite corregir las alteraciones simpaticas y metabdlicas en estas pacientes al
disminuir los niveles plasméticos de NE y aumentar los niveles placentarios de NET, IRS1y GLUT4, a través de diversos
mecanismos como: 1. una posible accion vagal a nivel central y, 2. por accion sobre dianas moleculares como AMPK y
mitocondrias, enfocada en la correccion de la insulino resistencia e hiperandrogenismo, evitando una programacion fetal
por andrdgenos. En el compartimento fetal, dada la disminucion en los niveles de IRS1 y un alterado patrdn de expresion
de GLUT4 en la placenta, tendria lugar una hipoglicemia fetal con el consecuente aumento en la produccion de NE en la
adrenal fetal que, junto a una reduccion en su aclaramiento por una disminucidn en los niveles de NET, induciria respuestas
adaptativas sobre la funcion de las células B pancreaticas, adrenal y el tejido adiposo fetal, que darian lugar a un fenotipo
SOP en la adultez. Sin embargo, el tratamiento con metformina permite restaurar los niveles placentarios de GLUT4 e IRS1,
pudiendo paliar hasta cierto punto la hipoglicemia fetal con la consecuente activacion simpética. Es probable que este
farmaco también induzca respuestas adaptativas sobre el metabolismo fetal y la funcién neuroendocrina como lo observado
en hijos de mujeres con SOP tratadas con metformina durante el embarazo. AMPK: 5" AMP-activated protein kinase;
GLUT4: Glucose transporter type 4; IRS1: Insulin Receptor Substrate 1; NE: Norepinephrine; NET: Norepinephrine
transporter; SOP: mujeres embarazadas con Sindrome de Ovario Poliquistico sin tratamiento con metformina durante el

embarazo.
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7. PROYECCIONES DEL TRABAJO

Consideramos relevante hacer posteriores estudios con una mayor cantidad de pacientes para
aumentar la robustez de nuestros resultados. Se hace necesario obtener muestras de plasma
de otras edades gestacionales con la finalidad de construir una cinética de los cambios en los
niveles plasmaticos de NE propios del embarazo y de la condicion SOP. Junto con ello, se
debe analizar el plasma de cordon umbilical en las mismas ventanas de tiempo antes
sefialadas, para evaluar la repercusion de la aumentada actividad simpatica de las madres
SOP sobre los niveles de catecolaminas circulantes en el feto. Finalmente, se deben efectuar
mediciones de otros marcadores hormonales en estas pacientes antes y durante el embarazo

y cémo podrian correlacionarse con los niveles plasmaticos de NE.

En cuanto a los resultados obtenidos con el tratamiento farmacoldgico, se abren las puertas
para el estudio de otros posibles mecanismos mediante los cuales la metformina ejerce su
accion terapéutica. Se hace necesario dilucidar al menos en parte, el mecanismo mediante el
cual el tratamiento con metformina permite restaurar los niveles de NET en placenta y
estudiar si existen correlaciones entre la expresion de NET y las alteraciones

simpatico/metabdlicas presentes en estas pacientes durante el embarazo.

Finalmente, para determinar un posible efecto programador de la metformina se debe evaluar
la actividad simpatica de los hijos de las mujeres con SOP tratadas y no tratadas con
metformina durante el embarazo, junto con un perfil hormonal detallado. Posteriormente

determinar si existen correlaciones entre estas mediciones.
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