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RESUMEN: EI sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una de las alteraciones endocrino
metabdlicas mas comunes en la edad féertil. Un 50-70% de las pacientes presentan hiperinsulinemia
y resistencia a la insulina (IR). En adipocitos y células musculares de pacientes SOP y RI se ha
encontrado una menor incorporacion de glucosa bajo estimulo de insulina, con una disminucion en
la expresion de los transportadores de glucosa, en particular GLUT 4, se ha planteado que la IR
presente en estos tejidos se relaciona con defectos en la fosforilacion de IRS-1/2, disminucion en
la activacion de PI3-K/Akt y alteracion en los patrones de expresion de IRS-1/2. Ademés se ha
establecido que los factores de transcripcion FoxO1 y PPARy son claves en la regulacion del
metabolismo de la glucosa y la respuesta a insulina. Rosiglitazona (Rz), es un potente agonista,
selectivo de los receptores PPARYy, regulando la expresion de genes participantes en el
metabolismo de lipidos y glucosa. Evidencia actual ha mostrado que las glitazonas incrementan la
incorporacion de glucosa dependiente de insulina en cultivos de miocitos y adipocitos, modulando
la expresion de GLUTA4. La informacion en relacion al papel que juegan FoxO1 y PPARy en la via
de sefializacion de insulina en células de la granulosa (CG) de pacientes con SOP es practicamente
inexistente. Asi como el efecto de la administracion de agonistas farmacoldgicos de PPARY sobre
la via de sefalizacion de insulina y estos factores transcripcionales. El objetivo de esta tesis es
estudiar in vitro la via de sefalizacion de insulina, rol de PPARy y FoxOl, y asi como la del
agonista de PPARy Rosiglitazona en la via metabdlica de insulina en CG de pacientes SOP (Tipo
NIH). Para este fin se realizaron estudios in vitro de CG de mujeres con funcion ovarica normal y
SOP, en presencia o0 ausencia de insulina 100 ng/ml y preincubadas con Rz. Se determinaron los
niveles proteicos y de mRNA de GLUT4 por Western blot (WB) y gRT-PCR, respectivamente. La
via metabdlica de sefializacion de insulina se evalud a través de la expresion de IRS 1, Akt y sus
formas fosforiladas por WB. FoxOl y PPARy se estudiaron con WB e inmunofluorescencia
Ademas se realizo un estudio funcional de incorporacién de glucosa tritiada bajo el estimulo de
insulina en CG pre incubadas 0 no con Rz. Nuestros resultados demuestran que las CGSOP
expresan menores niveles de Glucotransportadores 1 y 4, con una menos incorporacion de glucosa
bajo el estimulo de insulina al compararlas con el grupo control. No se encontraron diferencias en
los niveles proteicos de IRS- 1 entre los dos grupos de estudio, pero las CGSOP presentan niveles
de p IRS1 Ser 312, significativamente mayores que las CG control, con menor expresion de AKT
y p AKT al compararlas con CG control. PPAR vy se encuentra disminuido en CGSOP, mientras de
FOXO1 esta aumentado, pero con menores niveles de p FOXO1 que las CG control. La pre-
incubacion con Rosiglitazona 0,1 uM aumenta la incorporacion de glucosa en las CGSOP, con una
aumento en los niveles de GLUT4 y una mejora en la via de sefializacion de insulina,
disminuyendo p IRS1 Ser 312 y FOXOI1, aumentando los niveles de AKT, p AKT , PPARy y p
FOXO1

Esto resultados demuestran que CGs SOP presentan un perfil metabolico y molecular diferente a
CGs de mujeres con funcion ovarica normal, que las alteraciones moleculares de la via metabolica
IRS1/Akt son similares a las descritas en tejidos insulino resistentes clasicos. Esta disfuncion
metabolica podria contribuir con la alteracion en el desarrollo folicular de la paciente SOP. La
activacion in vitro de PPAR vy a través de Rosiglitazona aumenta la expresion de GLUT4 en CG
SOP , ademas modula la via de sefializacién del receptor de insulina-IRS1-Akt en células de la
granulosa de SOP mejorando la insulino resistencia de estas células

El incremento del transporte de glucosa en las células de la granulosa de las pacientes SOP, podria
mejorar la competencia metabdlica de los ovocitos en maduracion, contribuyendo con esto a una
mejor calidad ovocitaria en este grupo de pacientes



ABSTRACT: Polycystic ovary syndrome ( PCOS) is one of the most common endocrine
metabolic disorders in reproductive age . 50-70% of patients develop hyperinsulinemia and
insulin resistance (IR). Adipocytes and muscle cells of PCOS patients and IR shows lower
glucose uptake under insulin stimulation , with a decrease in the expression of glucose
transporter , particularly GLUT4 , and defects in the phosphorylation of IRS 1/2 , decreased
activation of PI3-K/Akt and altered patterns of expression of IRS 1/2 . It has also established
that transcription factors as FoxO1 and PPARYy receptors are key factors in the regulation of
glucose metabolism and insulin response. Rosiglitazone (Rz), is a potent selective agonist for
the PPARy receptors, regulating the expression of genes involved in lipid and glucose
metabolism. Current evidence has shown that glitazones increase the of insulin dependent
glucose uptake in cultured myocytes and adipocytes and modulate the expression of GLUT4 .
The information relating to the role and PPARy FoxOl in insulin signaling pathway in
granulosa cells (GC) in patients with PCOS is virtually nonexistent. And the effect of the
administration of pharmacological PPARy agonists on insulin signaling pathway and these
transcription factorsis unknow . The objective of this thesis was to study in vitro the insulin
signaling pathway, the role of PPARy and FoxOl and the PPARy agonist rosiglitazone on
insulin pathway in GG from PCOS patients (NIH type). For this purpose, in vitro studies in
GCs from normal ovarian function women and PCOS patient, in presence or absence of
insulin 100 ng/ml and preincubated with Rz were performed . Protein and GLUT4 mRNA
levels were determined by Western blot (WB) and qRT- PCR respectively. The metabolic
pathway of insulin signaling was assessed through expression of IRS1, Akt and its
phosphorylated forms by WB. FoxOl and PPARy were studied with WB and
immunofluorescence . A functional study of tritiated glucose uptake under insulin stimulation
pre CG Rz incubated or not was performed . Our results show that PCOS GCs express lower
levels Glucotransportadores 1 and 4, with less glucose uptake under insulin stimulation when
compared with the control group. No differences in the protein levels of IRS-1 between the
two study groups were found, but the levels of p IRS1 Ser 312, was significantly higher in
PCOS GCs than 1in the Control GCs with lower expression of AKT and pAKT when
compared with control. PPAR v is decreased PCOS GCs while FOXO1 is increased, but with
lower levels of p FOXO1 than in the Control GCS. The pre-incubation with 0.1 pM
Rosiglitazone increases glucose uptake in the PCOS GCs, with increased levels of GLUT4 and
improved insulin signaling via decreasing pIRS1 Ser312,FOXOI1 and increasing levels of
AKT ,pAKT, pFOXO1 and PPARy.

This results show that PCOS GCs have a different metabolic and molecular profile compare
with GCs of women with normal ovarian function, the molecular alterations in the metabolic
pathway IRS1/Akt are similar to those described in classical insulin -resistant tissues. This
metabolic dysfunction may contribute to altered follicular development in PCOS patient. The
in vitro activation of PPAR 7y through Rosiglitazone increases GLUT4 expression and
modulates the signaling pathway - IRS1 insulin receptor -Akt in granulosa cells from PCOS,
improving insulin resistance of these cells.

Increased glucose transport in granulosa cells of PCOS patients could improve the metabolic
competence of maturing oocytes, this contributing to a better egg quality in this group of
patients



1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Definicion y epidemiologia

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es reconocido en la actualidad como una de las
alteraciones endocrino metabolicas mé&s comunes en la edad reproductiva, aumentando
altamente el riesgo de complicaciones metabdlicas a largo plazo como la diabetes mellitas tipo
2. El 3-10% de la mujeres en la poblacion general estan afectadas por este sindrome (1-3). El
SOP presenta una variedad de fenotipos clinicos y bioquimicos que se caracterizan entre otros
por hipersecrecion de LH, hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico, produccién aciclica de
estrdgeno, disminucion de la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG). Ademas

entre 65-70% de los casos se asocian a resistencia a insulina (IR) e hiperinsulinemia (4-6).

El SOP corresponde a una disfuncion reproductiva, ya que impacta negativamente la fertilidad
de la mujer, no solo por su alteracion de la ovulacion, sino también por el alto indice de
abortos espontaneos y recurrentes que presentan estas pacientes (7,8). Estudios que evallan la
calidad de los ovocitos de pacientes SOP, han encontrado una relacion directa entre la
obesidad, IR y mala calidad ovocitaria (9). Microarreglos en ovocitos de pacientes SOP
demostraron una diferencia importante en el patrén de expresion génica al compararlos con
ovocitos de mujeres normales, lo que podria explicar la baja fecundidad de estos ovocitos.
Algunos de estos genes estan involucrados en la alineacidon y segregacion cromosomica
durante la meiosis/mitosis, por lo que alteraciones durante la meiosis o desarrollo embrionario
temprano podrian contribuir al mal progreso embrionario y posterior aborto observado en estas
pacientes (10). Por otro lado, el metabolismo de la glucosa en las células de la granulosa (CG)
principalmente, las células del cimulo, juega un rol importante en el aporte de sustratos
energeticos al foliculo en maduracion, influyendo asi sobre la progresion folicular y

maduracién ovocitaria

Alteraciones metabdlicas como la hiperinsulinemia, la IR y la obesidad son caracteristicas
prevalentes en el SOP, a las cuales actualmente se les asigna un papel relevante en la

patogenia de este trastorno.



Las pacientes SOP anovulatorias presentan mayor tasa de IR que las mujeres SOP ovulatorias
(11,12). Las mujeres obesas con fenotipo bioquimico y ultrasonografico de SOP que han
reducido su peso corporal mediante dieta, reducen sus niveles de insulina basal y/o postcarga;
asociandose esta disminucion de insulina con el restablecimiento parcial de los ciclos
ovulatorios normales (12). Una de las evidencias mas convincentes que vinculan la IR con las
anormalidades del ciclo reproductivo, esta dada por el éxito de la administracion de farmacos

insulino-sensibilizantes en la restitucion de la ovulacion en mujeres con SOP (13).

Existe amplia evidencia de la resistencia periférica (tejidos muscular y adiposo) a la accién de
la insulina en esta patologia (11,14), pero a nivel ovérico la informacion es controversial ya
que la esteroidogénesis en las células de la granulosa de pacientes con SOP persiste sensible a
la accidn de esta hormona, mientras que la utilizacion de glucosa mediada por insulina estaria
desregulada (15,16).

La esteroidogénesis y foliculogénesis son dos procesos regulados en forma estricta por las
gonadotrofinas LH y FSH. LH regula la biosintesis de andrégenos en las células de la teca
ovarica, accion mediada por la enzima P450 ¢17 que genera el precursor Androstenediona que
finalmente puede ser convertido a testosterona por accion de la 17 hidroxiesteroide
dehidrogenasa y este aromatizado a estradiol por la P450 aromatasa expresada en las células
de la granulosa, accion regulada por FSH. Asi tenenos que cuando las concentraciones de LH
aumentan en relacion a la concentracion de FSH, la sintesis de esteroides ovéaricos es
preferentemente hacia los andrdgenos. Ademéas se ha observado que insulina potencia la
accion de LH, aumentando la sintesis de andrdgenos en la teca. En el ovario y especificamente
en las células de la teca, insulina potencia la accién de LH, sinergizando la produccién de
androgenos. Si bien ain se desconoce el nivel al cual la insulina regula la esteroidogénesis
ovarica, se piensa que seria a través de mecanismos de la estabilizacion de MRNA de enzimas
esteroidogénicas, como la P450 c17 (17). Por lo que el aumento en la produccion de
androgenos que se observa en estas pacientes seria una combinacion de mayor activacion

intrinseca de la teca potenciada por una mayor estimulacion tréfica dada por insulina.
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La evidencia en células ovaricas es muy escasa tanto en células normales como en células
provenientes de pacientes con SOP. Es de gran interés conocer qué vias se gatillan al unirse

insulina a su receptor.

El metabolismo de la glucosa en las células de la granulosa juega un rol importante en el
aporte de sustratos energéticos al foliculo en maduracion (15). Los transportadores
facilitadores de glucosa (GLUTS) son reguladores claves en la captacion de este azucar desde
el compartimiento extracelular al intracelular y permiten mantener un flujo constante de
glucosa disponible para el metabolismo energético intermediario (18). Hasta el momento se
han descrito 12 isoformas de GLUTS, de los cuales GLUT1, GLUT3 y GLUT4 se expresan en
células de la granulosa y teca de ovinos, bovinos y murinos (19,20). Estos transportadores
varian en su grado de afinidad por la glucosa, siendo GLUTL1 responsable de la captacion y
almacenamiento basal de este azlcar en todas las células (21). GLUT3 es un transportador de
alta afinidad abundante en aquellos tejidos que presentan un alto requerimiento de glucosa,
como son el cerebro, los testiculos y la placenta (22-24). GLUT4 regula la captacion rapida de
glucosa desde el plasma hacia las células del musculo esquelético y cardiaco, los

adipocitos,las células placentarias y endometriales (21,25, 26).

Insulino resistencia en tejidos periféricos y tejidos reproductivos

La IR se define clasicamente como la capacidad disminuida de la insulina de mediar la
captacion de glucosa, produccion de glucosa y lipolisis, necesitandose cada vez niveles
superiores de la hormona para poder realizar estas funciones metabdlicas (15). Estudios en
musculo esquelético y tejido adiposo, blancos clasicos de la IR en pacientes con SOP y
diabéticos tipo 2, han determinado que existe una menor incorporacion de glucosa bajo
estimulo de insulina, coincidente con una menor expresion de los transportadores de glucosa,
en especial GLUT4 (27,28).

La insulina es una hormona peptidica que actla a través de su receptor (RI) el que se ubica en
la membrana plasmatica y pertenece a la familia de receptores de factores de crecimiento con

actividad tirosina quinasa intrinseca (29,30). Luego de la union de insulina, el R1 se
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autofosforila en mdaltiples residuos de tirosina, dando lugar a su propia activacion y de las

proteinas substratos del receptor de insulina 1 y 2 (IRS1/2). Estos substratos usualmente

denominados proteinas de andamiaje, reclutan a otras proteinas sefializadoras especificas y

activan diversas cascadas de sefializacion, que controlan los multiples procesos bioldgicos

dependientes de insulina, entre los que se incluyen la translocacion de vesiculas que contienen

GLUT4 desde el compartimiento citoplasmatico hasta la membrana plasmaética, la activacion

de glicogeno sintetasa y el inicio de transcripcion génica (30) (Figura 1).
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En particular la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) es una unidad reguladora clave en la via de
sefializacion del receptor de insulina, la cual es activada por la unién de los IRS a su
subunidad reguladora p85. La PI3K cataliza la fosforilacion de fosfolipidos, activando las
proteinas PDK-1 y PDK-2 encargadas de la fosforilacion y activacion Akt, también
denominada como proteina kinasa B (PKB). La activacion de Akt regula la sintesis de
glicogeno, modula la lipdlisis e interviene en la translocacion de las vesiculas de GLUT4 a la

membrana plasmatica (7,8).

Rosenbaum et al 1993 y Ciaraldi et al 1992, entre otros investigadores, han relacionado la IR
en pacientes con SOP a una alteracion en el transporte de glucosa dependiente de insulina en
adipocitos y células musculares, sin que existan cambios en la expresion del Rl o en la unién
de la hormona a su receptor en los tejidos estudiados. Sin embargo, se han establecido
alteraciones en la autofosforilacion del RI en tejidos adiposo, muscular y ovarico de estas
pacientes, asi como también en el tipo de fosforilacion de IRS-1, prevaleciendo las
fosforilaciones en serina en lugar de tirosina, siendo este un mecanismo de regulacién
negativa de la via traduccional del RI (31). Por otra parte, disminuciones en los niveles de
IRS-1 resultan en una disminucion de actividad de PISBK/AKT, encontrandose también una
reduccion en los niveles de GLUTSs, principalmente de GLUT4 en diferentes tejidos de
mujeres con SOP como: musculo, adipocitos y endometrio (32, 34).

Es muy poco lo que se conoce actualmente sobre la via de sefializacion metabdlica de insulina
en células ovaricas de mujeres con SOP. Investigaciones previas han mostrado una menor
produccién de lactato e incorporacién de glucosa a glicégeno bajo el estimulo de insulina en
células de la granulosa de pacientes con SOP (15,16, 35). No se han encontrado diferencias en
la activacion de vias mitogénicas mediada por insulina en comparacién con pacientes que
poseen una funcion ovarica normal. Incluso se ha observado un tasa proliferativa mayor en
células de la granulosa SOP, lo que podria relacionarse con el mayor riesgo que tienen estas
pacientes de presentar sindrome de hiperestimulacién ovarica cuando son sometidas a ciclos
de IVF.
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Ademas, la produccién de progesterona dependiente de insulina tampoco presenta diferencias
entre estos grupos de pacientes (15,36), sugiriendo que la resistencia periférica descrita en
otros tejidos, como musculo y tejido adiposo, también estaria presente en células de la
granulosa, pero restringida solamente a las vias metabolicas estimuladas por insulina
(incorporacion y metabolizacion de glucosa) dado que la funcion proliferativa y
esteroidogénica de esta hormona se presentan conservadas en pacientes con SOP (79).
Ademas también se ha postulado que insulina podria actuar a traves del receptor de IGF-1 en
células de granulosa. Por otro lado luteinizadas de pacientes con SOP han mostrado un
aumento en los niveles de los RNAm para el receptor de insulina, isoformas de IR-A e IR-B
(36) y un desbalance en la relacion IRS1/IRS2 en células de la granulosa SOP (10,11,22,23).

Significado de los receptores de PPAR y y FoxOLl en la resistencia a insulina

Fox01 y PPARy son factores de transcripcion claves que regulan el metabolismo de la
glucosa y la respuesta a insulina en tejidos insulino sensibles. Los receptores activadores de
proliferacion peroxisomal (PPAR), pertenecen a la familia de receptores nucleares, hasta la
fecha se han descrito 3 integrantes: PPAR a, PPAR o/f y PPAR yp, cada uno con diferente
expresion tisular y papel funcional. PPARy se expresa principalmente en tejido adiposo y
secundariamente en tejido muscular, pero su expresion también se ha documentado en tejido
ovarico de ratas y humanos (37).PPARy juega un papel critico en el metabolismo energético y

la homeostasis de la glucosa, contribuyendo a mantener la sensibilidad a la insulina (Figura 2).
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Figura 2: Vias de sefializacion y principales funciones del receptor PPARy . Se observan sus
ligandos enddgenos como &cidos grasos polinsaturados, prostaglandinas y exdgenos como
tiazolidinodionas (Rosiglitazona). PPARy al unir su ligando se dimeriza con su cofactor RXR,
migra al ndcleo y recluta coactivadores o correpresores dependiendo del ligando unido,
activando o reprimiendo la transcripcion de genes blanco.

www.nrresourse.org PPARy Pathway

Como se habia mencionado previamente, la administracion de farmacos insulino-
sensibilizantes, como biguanidas y tiazolidinodionas o glitazonas mejoran la funcién ovérica
de las pacientes con SOP. La metformina es una biguanida que se utiliza en el manejo de
pacientes diabéticos tipo 2 y pacientes con insulino resistencia. Este farmaco actla como
insulino  sensibilizador reduciendo la gluconeogénesis y glicogenolisis hepatica,
incrementando la sensibilidad a insulina al aumentar la utilizacion de glucosa por los tejidos
periféricos como lo son el musculo y tejido adiposo, por aumento de la actividad de la PI3K y
del receptor de insulina (38). No se ha descrito receptor especifico para metformina ni que este

farmaco interacte con PPARy.
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Rosiglitazona pertenece a la familia de la tiazolidinodionas, es un agonista potente y selectivo
de los receptores PPARy, regulando la expresion de genes participantes en metabolismos de
lipidos y glucosa (39). Su funcion como insulino sensibilizador hizo que se utilizara como
parte de la terapia en pacientes diabéticos tipo 2 y pacientes con IR con mala respuesta
metabolica a metformina. En la actualidad su uso terapéutico ha disminuido producto del
aumento de eventos cardiovasculares entre los usuarios de este farmaco (40), motivo por el
cual su utilizacién en este proyecto de tesis sera in vitro. En el caso particular de la glitazonas,
farmacos que actian como agonistas de los receptores PPARy, su accion podria ser directa a
nivel ovarico a través de la activacion de sus receptores, o indirecta a través de la disminucion
de los niveles periféricos de insulina (41, 42). La evidencia actual ha mostrado que las
glitazonas incrementan la incorporacién de glucosa dependiente de insulina en cultivos de
miocitos y adipocitos, modulando la expresién de los GLUTs (43-45). Al unir su ligando,
PPAR experimenta un cambio conformacional que lo libera de sus corepresores facilita la
union de coactivadores, produce la union de PPARy al promotor de GLUT4, aumentando su

transcripcion y mejorando la respuesta a insulina (46).

En tejidos musculares de mujeres con SOP, IR y tratadas con tiazolidinodionas, se ha descrito
un aumento en la expresion del RNAm de GLUT4 asi como un cambio en la fosforilacion de
proteinas mediadoras de la sefializacion de insulina (46,47). En relacién al efecto de glitazonas
en la granulosa humana la evidencia actual es escasa. Rosiglitazona y pioglitazona disminuyen
la produccion de testosterona mediada por gonadotrofina e insulina en células ovéricas y de la
granulosa de mujeres control, asi como aumentan la expresion de algunos de los mediadores
de la via de sefializacién de insulina (35,48). Estudios en células de la granulosa de mujeres
con SOP son escasos y la evidencia en relacion al papel de los receptores PPARy en esta

patologia es nula.

Forkhead box O (FoxO) pertenece a la familia de factores de transcripcion que regulan la
expresion de genes involucrados en la reparacion del DNA, apoptosis, regulacion del ciclo
celular, tolerancia al estrés oxidativo y metabolismo. Estos factores se expresan en forma
ubicua en diferentes tejidos y hasta la fecha se han descrito distintas isoformas (FoxO1, FoxO
3, FoxO 4, FoxO6) (49). FoxO esta compuesto por 4 dominios, N-terminal que contiene el
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sitio de fosforilacion para Akt, un dominio de uniéon al DNA (“forkhead domain’), dominio
de localizacion nuclear, una secuencia de exportacion nuclear y un domino C- terminal de
tras-activacion. La subfamilia O de los factores de trascripcion de tipo Forkhead box, son
blancos directos de la accion de insulina, regulando el metabolismo y sobrevida celular frente

a cambios nutricionales y estrés ambiental.

FoxO1 es la isoforma méas abundante en Organos con respuesta a insulina, como son los
tejidos hepatico, adiposo, muscular y las células B del pancreas. Su funcion es regulada a
través de distintos mecanismos, como su fosforilacion en residuos de serinas/treoninas
mediada por Akt, sefial rio abajo de la via transduccional del IR. Esta fosforilacion regula
negativamente a FoxO1, inactivandolo y excluyéndolo del nucleo hacia el citoplasma,

facilitando su ubiquitinacion y posterior degradacion (50) (Figura 3).
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Figura 3: Regulacion de FoxO1l. PKB/Akt estimulada por insulina fosforila al factor FoxO1
en 3 residuos de serina/treonina altamente conservados Thr24, Ser256 y Ser319,lo cual
produce la exclusion nuclear de FoxO1 facilitando su degradacion citoplasmatica por el
proteosoma. Modificado de :PNAS, Sept30, 2003 vol 100, 20: 11284.

FoxO1 se activa durante el ayuno para estimular gluconeogenesis hepatica, mientras que en el
periodo postprandial insulina inhibe a FoxO1 hepatico, promoviendo la expresion de genes
que participan en la metabolizacion de la glucosa, su oxidacién y almacenamiento como

acidos grasos. Utilizado como modelo de estudio ratones genéticamente modificados se ha
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establecido en parte el papel de FoxO1l en el metabolismo glucidico y lipidico. Los ratones
doble knockout para IRS1/2 desarrollan IR e intolerancia a la glucosa, encontrandose en ellos
a FoxO1 hiperactivado. La delecion hepéatica de FoxO1 en estos ratones restablece en forma
parcial la respuesta al ayuno y alimentacion, alcanzando niveles de insulina y glucosa cercanos
a la normalidad (51). Por otro lado, la hiperactivaciéon de FoxO1 produce disfuncion
mitocondrial, alterando el metabolismo oxidativo y llevando a la acumulacién de lipidos a
nivel hepatico. Ratones haploinsuficientes para FoxO1 (FoxO *), sometidos a dieta rica en
grasa, presentan menor resistencia a la insulina que los ratones controles. Ademas luego de un
clamp euglicémico, estos ratones mejoran la supresion de la gluconeogénesis hepatica basal e
inducida por insulina (52). Por lo tanto, la hiperactivacion de FoxO1 en la resistencia a la
insulina produce hiperglicemia y dislipidemia, dos alteraciones muy frecuentes en diabetes
tipo 2 y sindrome metabdlico. La haploinsuficiencia de este factor protegeria en cierta medida

del desarrollo de IR y diabetes
FoxO1y PPARy

En adipocitos se ha observado que la expresion de FoxO1 reprime la actividad transcripcional
del promotor de PPARy a través de una union directa entre los factores transcripcionales,
independiente de su union al DNA, impidiendo que PPARy se una con los elementos de
respuesta a su promotor (53,54). La administracién de insulina suprime en forma dosis
dependiente el efecto represor de FoxOl sobre PPARy. Ratones haploinsuficientes para
FoxO1 (FoxO1 *") presentan mayores niveles del RNAm para PPARy y el tratamiento con
tiazolidonas mejora los niveles sistémicos de insulina, glucosa basal y post-carga al
compararlos con los controles. (50-53).La evidencia actual en tejidos provenientes de
pacientes SOP es escasa. En biopsias de endometrio de mujeres con SOP con hiperinsulinemia
se observo una expresion aumentada de p-FoxO1 asi como una mayor localizacién de FoxO1
en el citoplasma (54). Esto se correlacion6 con niveles elevados de PPARy, tanto a nivel de
Su mensajero como proteina, encontrandose ademas bajos niveles del RNAm para GLUT 4
(54).Si bien se ha documentado la expresion de FoxOl, FoxO3 y FoxO4 por RT- PCR en
células de la granulosa humana y a través del estudio en ratones knockout se ha logrado

establecer su papel en la foliculogénesis y atresia folicular (55-57), la evidencia en relacion al
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papel que juegan FoxOl y PPARy en la via de sefalizacion de insulina en células de la
granulosa de pacientes con SOP es practicamente inexistente. Asi como también la evidencia
relativa al efecto de la administracion de agonistas farmacologicos de PPARy sobre la via de

sefializacion de insulina y estos factores transcripcionales.

Teniendo estos antecedentes en consideracion nos planteamos la siguiente hipétesis de

trabajo.
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2. HIPOTESIS

La actividad de la via transduccional del receptor de insulina que modula el transporte de
glucosa a través de GLUT4 esta alterada negativamente en células de granulosa de mujeres
con sindrome de ovario poliquistico. La activacion de PPAR-y mejora la insulino resistencia
de estas células, aumentando la expresion de GLUT4 y modulando la via de sefializacion de

Insulina.

3. OBJETIVOS GENERALES

e Determinar y comparar la actividad de la via de sefializacion del receptor de insulina-IRS1-
Akt en células de la granulosa de mujeres con funcion ovarica normal y con SOP

e Determinar in vitro el efecto de la administracion de agonistas de PPAR sobre la via de
sefializacion metabolica de Insulina y el metabolismo de la glucosa en células de la

granulosa de pacientes con SOP.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Nota: El grupo control esta constituido por mujeres con funcion ovérica normal, que participan
en el programa FIV por causa masculina de infertilidad. Sus criterios de exclusion son:
Duracion del ciclo menstrual <25 6 >35 dias. Resistencia a la insulina, diabetes o hijas de
madres con insulino resistencia, presencia de signos de hiperadrogenismo clinico-bioquimico,

endometriosis.

Obijetivo especifico 1. Determinar el transporte de glucosa y expresion del transportador
GLUT4 en células de la granulosa luteinizadas de mujeres normales y con SOP. A fin de
responder a este objetivo, células de la granulosa de mujeres normales y con SOP se
expusieron a diferentes tiempos y 100 ng/ml de insulina, para determinar la captacion de
glucosa mediante el uso de 2-deoxiglucosa marcada y los niveles de GLUT4 por Western blot

e inmunocitoquimica

Objetivo especifico 2. Estudiar la activacion de la via transduccional metabdlica del
receptor de insulina-IRS1-Akt en células de granulosa de mujeres normalesy con SOP.
Para este objetivo células de la granulosa luteinizadas de mujeres normales y con SOP se
expusieron a 100 ng/ml de insulina y se evaluaron los niveles de las formas totales y
fosforiladas de IRS1, y Akt por Western blot.

Objetivo especifico 3. Estudiar la expresion y localizacién de FoxO1y PPARy en células de
granulosa de mujeres normales y pacientes con SOP. Con este fin, células de la granulosa
luteinizadas de mujeres normales y con SOP se expusieron a 100 ng/ml insulina y se
evaluaron los niveles y distribucion subcelular de PPARy y FoxOlpor Western blot,

inmunofluorescencia e Inmunocitoquimica ,respectivamente.

Obijetivo especifico 4. Determinar el efecto del agonista de PPARy (Rosiglitazona) sobre
los parametros descritos en los objetivos anteriores en células de granulosa de pacientes con
SOP. Para este objetivo células de la granulosa luteinizadas de mujeres normales y SOP se
preincubaron con Rosiglitazona 0,01 — 1 uM por 12 horas y luego se destinaron a cada uno de

los experimentos de incorporacion de glucosa post estimulo con insulina 100 ng/ml. Del
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resultado de este experimento se establecid la concentracion de Rosiglitazona a utilizar para la

pre incubacion de los experimentos posteriores que fue de 0,1 p M. Células de la granulosa

luteinizadas de mujeres normales y SOP se pre-incubaron con Rosiglitazona 0,1 u M por 12

horas y luego se destinaron a los experimentos respectivos segun lo descrito en los
Objetivos 1, 2 y 3.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sujetos: Mujeres participantes del programa de Fertilizacion in vitro (FIV) del Instituto

de Investigaciones Materno Infantil (IDIMI) Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,

Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Complejo de Salud San Borja Arriaran. Cada

paciente firmo un consentimiento informado, aprobado por el Comité de Etica institucional y

de la Facultad de Medicina, el cual se incluye.

Grupo de estudio: Mujeres participantes en el programa de FIV con diagndstico de
SOP vy resistencia a la Insulina segun los criterios NIH (hiperandrogenismo clinico o

bioquimico y oligoanovulacion), HOMA IR e ISI composite, respectivamente.

Criterios de exclusion: Mujeres con hiperprolactinemia (prolactina >35 ng/mL),
hipotiroidismo (TSH >5 UI/L), tumores secretores de andrdgenos (testosterona total >2
ng/mL; DHEAS > 3.600 pg/mL), sindrome de Cushing (cortisol urinario <150 pg/24 h
y concentracion plasmatica en ayunas 5-25 pg/dL), hiperplasia suprarrenal congénita

(17-OH progesterona >2,5 ng/mL) y mujeres con diabetes mellitus

Grupo control: Mujeres con funcion ovarica normal del programa FIV por causa
masculina absoluta de infertilidad. Criterios de exclusion: Duracion del ciclo menstrual
<25 6 >35 dias. Resistencia a la insulina, diabetes o hijas de madres con insulino
resistencia, presencia de signos de hiperandrogenismo clinico-bioquimico,

endometriosis
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5.2. Fenotipificacion de los grupos:

e Antropometria: IMC, circunferencia abdominal y de cadera

e Hormonal: testosterona total, SHBG, DHEAS, 17 OHP, PRL, TSH, indice de
androgenos libres 1AL ((testosterona total x 3.467)/SHBG) x 100) IAL > 4,5

hiperandrogenismo

e Metabdlico: glicemia en ayunas, insulina basal y post carga, PTGO, indice de HOMA
IR: (Insulina x glucosa)/22.5 Resistencia a insulina HOMAIR > 2.5, indice de
sensibilidad insulina (ISI) composite: ISI-composite: 10,000 / raiz cuadrada de [(media
insulina en plasma x media glucosa en plasma durante PTGO)X (glucosa plasmatica

ayuna x insulina plasmatica en ayunas)]. (58,59),

e Ecografia transvaginal, para establecer volumen ovérico y conteo de foliculos antrales

5.3. Tamario muestral:

El nimero de participantes necesarios para este estudio se calcul6 a un nivel a del 5% y B de
20% y considerando un error estandar de 0,20 unidades relativas de la expresion de GLUTA4,
valor obtenido de los resultados preliminares de este estudio. Estando interesados en detectar,
al menos, una diferencia en las medias del 50 %, resulta en un minimo de 8 sujetos necesarios
por cada grupo de estudio. Se estima que la cantidad de células obtenida de cada paciente sera

destinada para 1 0 2 ensayos, resultando un nimero total de 32 sujetos incorporados al estudio.
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5.4. Materiales

2-Deoxi-D-(1->H) glucosa (DOG) 250 UCi (GE Healthcare), 2-Deoxi-D-glucosa grado I

(Sigma), Insulina de pancreas bovino (Sigma).

Medios de cultivo: Medio M199 (Sigma), 200 mMI L-glutamina, 50 mg/ml, seroalbdmina
bovina (BSA) 0,1 % v/v. + Suero fetal bovino 10%, Medio privacion: M 199 (Sigma), 200
mMI L-glutamina, 50 mg/ml, seroalbumina bovina (BSA) 0,1 % v/v. Buffer transporte (KRH):
50 mM HEPES, 136 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.25 mM MgSO,, 1.25 mM CaCl; a pH 7.4.
Buffer lisis: Tris HCI + 0.2% SDS, pH: 8.0.

Anticuerpos: IRS1 anticuerpo policlonal de conejo, pIRS1 (Ser312) anticuerpo policlonal de
conejo, Akt anticuerpo monoclonal de conejo (Cell Signaling), pAkt (Ser473) anticuerpo
monoclonal de conejo (Cell Signaling), FoxO1 anticuerpo monoclonal de conejo (Cell
Signaling), pFoxO1 (ser319) anticuerpo policlonal de conejo (Cell Signaling), Glut 4
anticuerpo policlonal de conejo (Chemicon) PPARy (H-100) anticuerpo policlonal de conejo

(Santa Cruz), Alexa Fluor 488 goat anti-conejo (Invitrogen)

Otros reactivos: RNeasy Mini kit (Qiagen), IMPROM Il reverse transcription system
(Promega). Platinum® Sybr® Green gPCR super mix UDG (Invitrogen). Histostain® SP
Broad Spectrum (AEC) (Invitrogen)

5.5. Aislamiento y cultivo de células de la granulosa

Las células de la granulosa se obtuvieron por medio de aspiracién folicular durante el
procedimiento de FIV de pacientes bajo induccion controlada de la ovulacion. Previo a la
induccion ovulatoria las pacientes recibieron 1 ciclo de anticonceptivos orales combinados
levonorgestrel 0,150 mg /Etinilestradiol 0,03 mg. La ovulacion se indujo administrando a las
pacientes hormona foliculo estimulante recombinante (FSHr), antagonistas de GnRh y
gonadotropina menopausica humana (hMG) para producir el reclutamiento y desarrollo
folicular, seguido de una dosis Unica de gonadotropina coridnica humana (hCG) 36 h antes de
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la aspiracion de los ovocitos. Las células de la granulosa se aislaron desde el aspirado folicular
después de la recoleccion de los ovocitos. El fluido folicular de la primer aspiracién libre de
células fue centrifugado a 400 g por 5 min y almacenado a -20 °C para la posterior medicién
de glucosa e insulina. La obtencion de células de la granulosa y su posterior cultivo es una
técnica utilizada largamente en nuestro laboratorio segtn protocolo (60-62). 3 - 5 x10°
células/pocillos se sembraron para los experimentos: Western blot, incorporacion de
deoxiglucosa tritiada, PCR en tiempo real y PCR convencional. Entre 15— 25 x 10°
células/pocillos se sembraron para los experimentos de inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia. Las células se cultivaron a 37°C en una incubadora con control de
humidificacion y 5% de CO, en medio de crecimiento por 4 dias con cambio de medio cada
48 h. Luego de este periodo, las células se privaron con medio M199 + 0.1 % BSA libre de

SFB por 24 h, para ser sometidas posteriormente a los diferentes estimulos.

5.6. Inmunocitoquimica de GLUT 4

Aproximadamente 3 x10* células/pocillo se cultivaron sobre portaobjetos. Luego de 48 h se
fijaron con metanol puro por 20 min, se lavaron con PBS 1x, luego se hidrataron a porcentajes
decrecientes de alcohol, se trataron con H,O, al 1.5% en metanol durante 30 min (para
desactivar peroxidasas enddgenas) y se lavaron 3 veces con PBS 1X. Posteriormente se
utilizé el kit Histostain-SP Kits (Invitrogen, USA) que utiliza el sistema de deteccién
conocido como amplificacion estreptavidina-biotina utilizando HRP y su sustrato
cromogeénico aminoetilcarbazol (AEC) para el bloqueo y revelado de la presencia del antigeno
de interés. Para este propdsito cada portaobjetos se bloqued por 30 min. EI inmunomarcaje se
realizd el con anticuerpo primario monoclonal de conejo anti- GLUT4 a una dilucién de
1:500 incubando las laminas toda la noche a 4°C. A continuacion, se realizaron tres lavados
con PBS 1X y se incubd con anticuerpo secundario biotinilado de amplio espectro por 1 hen
camara humeda, se lavé con PBS 1X, se aplico la enzima conjugada por 20 min.
Posteriormente, se agregd el cromdgeno AEC en oscuridad durante 5 a 10 min y se lavé con
agua destilada. Se realizo contratincion con hematoxilina de Harris, para visualizar los
nucleos, se lavd con agua destilada y se puso los portaobjetos en PBS 1X hasta que estos se
tornaron azules. Se midi6 el Expression Level Score (ELS), que corresponde al producto del
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porcentaje de area marcada y el promedio de la densidad de la marca, el cual determina la
expresion total de la tincion para GLUT4 en células de la granulosa grupo control y SOP. El
calculo del ELS se realiz6 mediante el programa Image Pro Plus 6.2 (Media Cybernetics. MD,
USA).

5.7. Inmunofluorescencia de PPAR y

Aproximadamente 3 x 10 células/pocillo se cultivaron sobre portaobjetos. Luego de 48 h, un
grupo de células se incubd con Rosiglitazona (0,1 uM) por 12 h. Ademéas otro grupo se
estimuld con insulina 100 ng/ml por 1 h. Luego las células se fijaron con metanol puro, se
permeabilizarén con Triton X- 100 al 0,2% por 30 min. Se bloqueo la unién inespecifica del
anticuerpo con la solucién 1A del kit Histostain® SP Broad Spectrum (AEC) (Invitrogen). Se
agrego el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-PPARy en dilucién 1: 200 primario y
se incubd toda la noche a 4°C. La unidn del anticuerpo se evalu6 utilizando Alexa Fluor 488
cabra anti-conejo a concentracién de 5 pg/ml como anticuerpo secundario. Se utilizé6 DAPI 1:
1000 para marcacion nuclear goat. La inmunomarcacién de las proteinas se evalué en
microscopio Olympus bx, utilizando programa Image pro 6.2 (Media Cybernetics. MD, USA)

con una magnificacién de 40 x.

5.8. Inmunocitoquimica de FOXO1

Aproximadamente 3 x 10 células/pocillo se cultivaron sobre portaobjetos. Luego de 48 h, un
grupo de células se incubd con rosiglitazona (0,1 uM) por 12 h. Ademas otro grupo se
estimul6 con Insulina 100 ng/ml por 1 h. Luego se fijaron con metanol puro por 20 min., se
lavaron con PBS 1x y se hidrataron a porcentajes decrecientes de alcohol, se permeabilizaron
con Triton X- 100 al 0,2% por 30 min y se trataron con H,O; al 1.5% en metanol durante 30
min (para desactivar peroxidasas endogenas) y se lavaron 3 veces con PBS 1x.
Posteriormente se utilizo6 el kit Histostain-SP Kits (Invitrogen, USA) que utiliza el sistema de
deteccidn conocido como amplificacion estreptavidina-biotina utilizando HRP y su sustrato
cromogénico aminoetilcarbazol (AEC) para el bloqueo y revelado de la presencia del antigeno
de interés. Para esto se bloqued cada portaobjetos por 30 min. ElI inmunomarcaje se realizo el
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con anticuerpo primario monoclonal de conejo anti- FOXO1 a una dilucion de 1:200
incubando las Id&minas toda la noche a 4°C. A continuacion, se realizaron tres lavados con PBS
1X y se incub6 con anticuerpo secundario biotinilado de amplio espectro por 1 h en camara
himeda, se lavd con PBS 1x, se aplicd la enzima conjugada por 20 min. Posteriormente, se
agreg6 el cromdgeno AEC en oscuridad durante 5 a 10 min y se lavd con agua destilada. Se
realizo contratincion con hematoxilina de Harris, para visualizar los nucleos, se lavé con agua
destilada y se puso los portaobjetos en PBS 1x hasta que estos se tornaron azules. Se evaluo
la inmunomarcacion de las proteinas se evalué en microscopio Olympus bx, utilizando

programa Image pro 6.2 (Media Cybernetics. MD, USA) con una magnificacion de 40 x.

5.9. PCR en tiempo real

La expresion de los PPARy y GLUT4 en células de la granulosa luteinizadas se determino por
PCR en tiempo real. 5x 10° células/pocillos se lisaron con 350 ul de buffer RTL (Buffer de
tiocianato de guanidina) adicionado con 2-p mercaptoetanol y se almacenaron a — 80 °C para
posterior analisis. EI RNA total se extrajo mediante el empleo del Kit RNeasy Mini de Qiagen
(segun protocolo del fabricante). La concentracion de RNA se evalué usando
espectrofotometro NanoDropND-100 (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE). 1 ug
de RNA se tratd con RQ1-ribonculease-free deoxyribonuclease (Promega Corp., Madison, W1)
luego se realizo la transcripcion reversa de RNA a cDNA siguiendo el protocolo IMPROM I
reverse transcription system (Promega corp.) 200 ng de cDNA se utilizaron para la reaccion
PCR en tiempo real, con Platinum SYBR Green gPCR SuperMIX-UDG (Invitrogen) y los
oligonucleétidos para PPARy 5" AGG CGA GGG CGA TCT TGA CCA 3'/5°ACC AGG
AAT GCT TTT GGC ATA CTC T 3" fragmento de 221 pb y GLUT 4 5" TGC AGT TTG
GGT ACAACATTG 3/5 ATG AGG AAG GAG GAA ATC ATG 3 fragmento de 190 pb.
La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utiliz6 como gen de referencia. La
PCR en tiempo real se realiz6 con el termociclador MJ Research PTC-200 (Chromo 4
Continuos fluorescence detector) y el programa Opticon Monitor 3.1.32 (MJ Geneworks USA

-AA
2788t

Biorad). Para el calculo de la expresion relativa de cada gen se utilizo el método de el

cual se calculd A Ct: Ct de gen — Ct gen normalizador.

AACt: A Ct muestra - A Ct calibrador.
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5.10. Extraccion de proteinas totales

3 x10° células/pocillo se sembraron y cultivaron por 48 h, luego se privaron de suero fetal
bovino por 24 h, posteriormente un grupo de células se pre-incubo por 12 h con Rosiglitazona
(0.1 uM). Luego de esto un grupo se estimularon con insulina 100 ng/ml. Para determinar el
tiempo al cual se evaluar los cambios en fosforilacion se realizé una curva temporal a tiempo
0-5-15-30-60 min, a partir de la cual se establecid el periodo de estimulacion a utilizar en los
experimentos posteriores seria de 60 min. Las celulas tratadas se lavaron con PBS, se
cosecharon con 500 pl de PBS + PMSF 1x, luego de centrifugar y eliminar sobrenadante, el
pellet de células se homogenizo con 30 ul de buffer de lisis: 10 mM Tris-HCI, 10 mM
NaH2PO4/NaHPO4, 130 mM NacCl, 1% Triton X-100, 10 mM PPi (pH 7.5) (BD Pharmingen,
BD Bioscience), al cual se le adicionara un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich)
y de fosfatasas (Fluoruro de sodio 1M y ortovanadato de sodio 1M). Los extractos de proteinas
se almacenaron a -80°C. La concentracion de las proteinas se determin6 por el método de
Bradford (BIO-RAD).

5.11. Western blot

La expresion de IRS1, p-IRS1, Akt, p-Akt, FoxO1, p-FoxO1, PPAR y y GLUT4 se cuantifico
por Western blot a partir de proteinas totales de células de la granulosa humana luteinizadas
del grupo control y pacientes con SOP. Los extractos proteicos fueron resueltos en geles de
poliacrilamida en condicion denaturante (SDS-PAGE). Las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Advantec MFS), las cuales se bloquearon posteriormente con
BSA 3% en TBS 1x-tween 20 (T-TBS) por 1 h. Luego, las membranas se incubaron con
anticuerpos contra la proteina de interés, IRS1, p-IRS1 (Ser312), Akt, p-Akt (Ser473), FoxO1,
p-FoxO1 (ser319), GLUT 4 y PPARy. A continuacion de los lavados, se adiciono el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado a peroxidasa y, finalmente, la deteccion se
llevd a cabo a través del reactivo quimioluminiscente Western Lightning® (Perkin-Elmer),
utilizando un equipo de captura de imagenes Discovery Ultralum. Posterior al revelado, se
hizo un stripping de membrana con el reactivo RestoreTM (Pierce) y se procedio a incubar
con anticuerpo anti-p-actina (clon AC-15; Sigma) como control interno de carga de proteinas.
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5.12. Incorporacion de deoxiglucosa tritiada (DOG)

Aproximadamente 3x10° células/pocillos se privaron de suero y se cultivaron por 24 h. A cada
pocillo se agregaron 500 ul de KRH. Las células se sometieron a diferentes condiciones de
estimulo, basal (sin ningin estimulo), insulina a 100 ng/ml y citocalasina 10 uM. (Inhibidor
del trasporte de glucosa mediado por GLUT) Luego de 10 min de incubacion en presencia del
estimulo, se agregd 0.01 M 2-deoxiglucosa (DOG, Sigma-Aldrich) y 0,5 uCi/ml 2-DOG en
KRH y se incubo por 1 h a 37 °C. Previamente un grupo de las células se pre- incubo con
dosis crecientes de Rosiglitazona (0,01- 1 uM) por 12 h. La incorporacion de glucosa se
detuvo adicionando PBS frio a las placas de cultivo y se lisaron las células con 350 pl de
buffer de lisis. El lisado celular se almaceno a — 20°C. Cantidades iguales de lisado celular se
mezclaron con liquido de centelleo y la actividad especifica se midi6 en contador de centelleo
liquido por duplicado. La captacion de glucosa se expresa (pmol/10° cel x min). Previamente
se realizd una curva temporal de incorporacion de glucosa a diferentes tiempos en
condiciones basales (0, 15, 30, 45 y 60 min).

5.13. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media £ SEM, en cada experimento se indica el nimero de
pacientes utilizados. La Comparacion entre grupos se realizara usando analisis de varianza
(ANOVA) en conjunto con test Turkey o t-test de Student .Se considerd resultado con
diferencia estadistica significativa cuando los valores presenten un p < 0,05. Para el analisis

estadistico se utilizo el programa Graphpad prism 5.03 (GraphPad Software Inc)
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6. RESULTADOS

En el Instituto de Investigaciones Materno-Infantil (IDIMI) se realizan en promedio 350 ciclos
de aspiracion folicular al afio, con una edad promedio de las pacientes de 34,4 afios (21-44
afos). Las causas de infertilidad se dividen en: 41% factor masculino (147 pacientes), 23%
factor anatomico (82 pacientes), 13% endometriosis (46 pacientes), 7% factor anovulatorio
SOP (25 pacientes) y 16% otras causas. Las caracteristicas clinicas y endocrinolégicas de
ambos grupos (Control y SOP) se resumen en la Tabla 1. Los grupos no presentan diferencia
significativa en edad, con un promedio de edad para el grupo control 31,4 afios (22-40 afios) y
del grupo SOP 30,5 afios (22—38 afios), estradiol y glicemia basal. Ambos grupos presentan
IMC promedio sobre 25, grupo control: 25,3 (19,8-29), grupo SOP: 27,8 (23,5-31,2)
clasifican como sobrepeso. A pesar que no hay diferencias en la relacion cintura/cadera entre
los 2 grupos, el grupo de pacientes SOP tiene una proporcién mayor de mujeres con relacion
mayor a 0,8, marcador de sindrome metabdlico. Si bien no existen diferencias significativas en
los niveles de glicemia basal entre los grupos, en las pacientes con SOP los niveles de insulina
basal son significativamente elevados (p< 0.01), presentando IR con un ISI composite < 3 y un
HOMA IR promedio > 2.5 compararlas con el grupo control (p< 0.05) ademas presentan
hiperandrogenemia con testosterona total elevada, bajos niveles de SHBG e IAL mayor a 4,5,

comparados con el grupo control (p< 0.05).
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas, metabdlicas y hormonales de mujeres Control (n:30)y
SOP (n:20) .

Control SOP P

Edad (afios) 31.5+0.8 30.6 +0.9 NS

IMC (kg/m?) 25.0+0.7 278+1.2 NS

Relacion Cintura- Cadera 0,81 £ 0,02 0,90 £ 0,03 NS

Estradiol (pg/mL) 84 +12 111420 NS
Testosterona (ng/mL.) 0.32+0.04 0.63+0.05 <0.05

Androstenediona (ng/mL) 0.5 39+£04 NS
SHBG (nmol/L) 53+ 7 3242 <0.05
IAL 2,0+0,1 6,6 +0,4 <0.05

Glucosa basal (mg/dL) 80+4 86+2 NS
Insulina basal (nU/L) 15+£2 32+6 <0.05
HOMA IR +0.1 28+0.7 <0.05
ISI composite* 6,0+ 0,3 2404 <0.05

PACIENTES (N) 30 20

ISI composite: 10000/v (GOxI0xG120xI120) GO:glicemia a basal, G120: glicemia a los 120 min post carga, 10:
Insulina basal, 1120 : Insulina a los 120 min post carga. HOMA IR: (insulina x glucosa)/405; Insulina pU/L
glucosa mg/dl; IMC: indice de masa corporal, SHBG: proteina transportadora de hormonas sexuales. *Datos

calculados con 10 pacientes SOP y 12 pacientes control
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6.1. Transporte de glucosa y expresion del transportador GLUT4 en células de la
granulosa luteinizadas de mujeres normales y pacientes SOP.

a). Expresion GLUT4 en células de la granulosa luteinizadas de mujeres SOP y control.
La expresion basal de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 se evalu6 por RT-
PCR, inmunocitoquimica (ICQ), expresion level score (ELS) y Western blot. Como se observa
en la Figura 1, las células de la granulosa de pacientes SOP (CGSOP) presentan una marcada
disminucion en la expresion de los mensajeros de ambos transportadores de glucosa en
comparacion al grupo de pacientes control (P < 0.05). La misma disminucion se observo a
nivel de la expresion proteica de GLUT1 y GLUT4 en las CGSOP por ICQ evaluado a través
de ELS y por Western blot para GLUT4 (P < 0,05). (Figuras 2 y 3).
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Figura 1
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Figura 1: Niveles de mMRNAs de GLUT1y GLUT4 en células de la granulosa humana de
pacientes control y SOP. A). RT-PCR de transportadores GLUT1 y GLUT4 en células de la
granulosa humana de pacientes control y SOP. Los productos de RT-PCR fueron resueltos en
gel de agarosa al 2% conteniendo 1 pl/ml de bromuro de etidio. Carriles: 1-4 pacientes
Control, 5-8 pacientes SOP. PM: Estandar de tamafio molecular 100 bp. B y C. Analisis
densitométrico de las bandas GLUT1 y GLUT4, respectivamente. *P<0,05 vs control. Barras
corresponden al promedio + D.E. 5 x 10° cel /pocillo se utilizaron por experimento.
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Figura 2
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Figura 2: A: Inmunocitoquimica de GLUT1 y GLUT4 en células de la granulosa de
mujeres control y SOP. Anticuerpos especificos anti-GLUT1 y GLUT4 en una dilucién 1:
100 y 1:500, respectivamente. B: Expression Level Score (ELS) GLUT1 y GLUT4 CGSOP
presentan niveles significativamente menores de GLUT1 y GLUT4 *P <0,05 vs control.
Barras corresponden al promedio + D.E. 3 x 104 células pocillo se utilizaron en cada
experimento.
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Figura 3
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Figura 3: Niveles basales de GLUT4 en células de la granulosa control y SOP
determinados por Western blot. CGSOP presentan niveles de GLUT4 significativamente
menores a CG control (*P <0.05 vs control). Western blot representativo Barras corresponden
al promedio * Desviacion Estandar.
3 x 10° cel/pocillo por experimento.

b) Incorporacién de glucosa en células de la granulosa luteinizadas de mujeres con SOP
y controles. Se realiz6 una curva temporal de incorporacién de glucosa tritiada en células de
la granulosa luteinizadas de pacientes control y SOP para evaluar la captacion basal de
glucosa. EI maximo de incorporacion del azucar se observé a los 60 min. En base a estos datos
se utilizd el tiempo de méaxima incorporacion de glucosa para los experimentos posteriores
(Figura 4). La Figura 5 muestra la captacién de 2-deoxi-D-[*H[ glucosa por células de la
granulosa en los grupos control y SOP, luego de 1h de incubacion con insulina 100 ng/ml
(equivalente a 18 nM). La captacion de glucosa se expresé en pmol/10°cel/min. Los resultados
para cada grupo y condicion experimental se presentan como el nivel de cambio de la
captacion de glucosa en comparacion a la condicion basal. Se observd que la captacién basal
de glucosa se encuentra disminuida en las CGSOP comparado con el grupo control (p<0.05).
La adicion de insulina (100 ng/ml) al medio de cultivo aumentd la captacion de glucosa en las
CG control (p<0.05), sin modificacion de la captacion del azlicar en la CGSOP. La

preincubacién con el bloqueador de glucotransportadores citocalasina (10 uM) inhibe la
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incorporacion de glucosa dependiente de insulina en CG Control (p<0.05). Sugiriendo que las
CGSOP presentan una respuesta alterada a insulina.

Figura 4
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Figura 4: Curva temporal de incorporacion de 2-Deoxi-D-(1- *H) glucosa por células de

la granulosa en condiciones basales Control y SOP

Figura 5
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Figura 5: Captacién de [PH[] 2- DOG en células de la granulosa Control y SOP, en
condiciones basales y post incubacion 1 h bajo el estimulo de insulina 100 ng/ml. *P
<0.05 Basal control vs Basal SOP, Basal Control vs Insulina Control N: 9 Barras
corresponden al promedio + D.E. 3 x 10° cel/ pocillo por experimento.
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6.2. Estudiar la activacion de la via transduccional metabolica del receptor de insulina-
IRS1-Akt en células de granulosa de pacientes con SOP y controles

a) Expresion de IRS1 y pIRS1 Ser 312 en células de la granulosa luteinizadas de
mujeres normales y pacientes SOP. Los niveles de IRS total y fosfo-IRS1 (p-IRS1) ser312
se evaluaron por Western blot. La fosforilacion en residuos de serina en IRS1 se ha descrito
dentro de las regulaciones negativas de la via de sefializacion de Insulina. No se observaron
diferencias en los niveles de IRS1 total en condiciones basales entre CG control y CG SOP
(Figura 6A). Interesantemente las CG SOP presentan niveles significativamente mayores de
pIRS1 Ser312 en condiciones basales y pos- estimulo con insulina al compararlas con CG
control (p <0,05) (Figura 6B).
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Figura 6
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Figura 6: A) Niveles basales de IRS1 en células de la granulosa control y SOP
determinados por Western blot, No se observa diferencia en los niveles basales de IRS1
entre los grupos. B) Niveles basales y post estimulo Insulina 100 ng/ml de p-IRS1 Ser312
en células de la granulosa control y SOP determinados por Western blot, Los niveles de
p IRS1 Ser312 son significativamente mas altos en CGSOP tanto en condiciones niveles
basales, como post estimulo con insulina al compararlos con CG control (*P <0.05 vs
control). N: 5 Western blot representativo. Barras corresponden al promedio + D.E. 3 x 10°
cel/pocillo por experimento

b) Niveles de Akt total y fosfo-Akt (p-Akt) en células de la granulosa luteinizadas de
mujeres normales y pacientes SOP. Los niveles de Akt total y p-Akt se determinaron por
Western blot. Las células de la granulosa SOP presentan basalmente menores niveles de Akt
total al compararlas con CG control (p <0,05). Luego de la estimulacion con Insulina 100
ng/ml CG SOP presentan menor fosforilacion de Akt al compararlas con CG control. (Figura

7A-B, respectivamente).
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Figura7
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Figura 7: A) Niveles basales de Akt en CG control y SOP determinados por Western blot, En
condiciones basales se encontré que CG SOP presentan niveles menores de Akt (*P <0.05 vs control).
B) Niveles basales y post estimulo Insulina 100 ng/ml de p Akt Ser 473 en CG control y SOP
determinados por Western blot, Los niveles de pAkt Ser 473 son significativamente menores en
CGSOP post estimulo con insulina al compararlos con CG control (*P <0.05 control basal vs
Insulina, Ins vs Ins).N: 5 Western blot representativo. Barras corresponden a Desviacion Estandar. 3 x
10° cel/pocillo por experimento.
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6.3. Estudiar la expresion y localizacion de FoxO1 y PPARy en células de granulosa de
pacientes con SOP

a) Expresion e inmunolocalizacion de PPARy en células de la granulosa humana. Se
utilizé PCR en tiempo real para cuantificar los niveles de los mMRNAs de PPARy en células de
la granulosa de pacientes SOP y mujeres con funcion ovarica normal. CGSOP presentan en
condiciones basales niveles significativamente menores del mRNA del PPARy al compararlos
con células de la granulosa de mujeres controles (P<0.05) (Figura 8). La localizacion
subcelular de PPARy se estudio por inmunofluorescencia. La inmunomarcacién para la
proteina fue positiva tanto para CGSOP como para el grupo control. Al analizar la
inmunolocalizacion de la proteina se observd que ambos grupos presentan marca
citoplasmatica. Destacando ademas que las células de la granulosa de pacientes SOP presentan
un inmunolocalizacidn significativamente mayor a nivel nuclear al compararlas con el grupo
control, 62% vs 25% (P<0.05) (Figura 9 y Tabla 2, respectivamente).
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Figura 8: Expresion de mRNA PPARy en células de la granulosa humana: Evaluacion de
la expresion de mRNA PPARy por PCR en tiempo real, células de la granulosa de mujeres con
funcién ovérica normal (control n: 6) y pacientes SOP (n: 6). *p< 0.05 vs control. Se utilizo
como gen normalizador GADPH. Barras corresponden al promedio + D.E.. 5 x 10° cel/pocillo
por experimento
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Figura 9
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Figura 9: Inmunofluorecencia para PPARy en células de la granulosa humana. PPARy se
marcO con Alexa Fluor 488 (verde), nucleo se marco con 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, azul) A: Grupo control y SOP. Se observa una mayor inmunolocalizacion de PPAR y a
nivel nuclear en células de la granulosa SOP

B: Células de la granulosa Control y SOP preincubadas con Rosoglitazona 0,1 M.
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Tabla 2: Cuantificacion de la localizacion nuclear de PPAR y en células de la granulosa
humana. Porcentaje de nticleos con comarcacion de PPARY/DAPI. Se tomaron 5 campos por
placa y se realizo la cuantificacion de los nucleos con marcacion positiva PPARY/DAPI

Control n: 3 SOP: N: 3

Control SOP

PPAR v Nuclear 25% 62% P <0,05

b). Expresion e inmunolocalizacién de FoxO1 en células de la granulosa humana. Los
niveles de FOXO1 total y pFOXO1 se determinaron por Western blot. En CG SOP se
encontraron niveles basales de FOXO1 significativamente superiores a las CG control
(p<0,05). Por otro lado, la forma fosforilada de FOXOL1 se encuentra disminuida en CG SOP
al compararlas con CG control y el tratamiento con insulina no aumenta en forma significativa
los niveles de p-FOXO1 en CG SOP, efecto que si se observa en CG control. (Figura 10 A-B,

respectivamente). La inmunolocalizacién de FOXO1 se hizo a través de ICQ (Figura 11)
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Figura 10
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Figura 10: A) Niveles basales de FOXO1 en células de la granulosa control y SOP
determinados por Western blot, En condiciones basales se encontré que CG SOP presentan
niveles méas altos de FOXO1 que las CG Control (*P <0.05 vs control). B) Niveles basales y
post estimulo Insulina 100 ng/ml de p-FOXO1 Ser 319 en células de la granulosa control
y SOP determinados por Western blot, Los niveles basales y post estimulo con insulina de
p FOXO1 Ser 319 son significativamente menores en CGSOP al compararlos con CG
control (*P <0.05 control basal vs Insulina, Basal vs Basal, Ins vs Ins) N: 5. Western blot
representativo. Barras corresponden al promedio + D.E. 3 x10° cel/pocillo por experimento
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Figura 11: Inmunocitoquimica para FOXO1 en células de la granulosa humana,
condiciones basales, post insulina 100 mg/dl y post incubacion con Rosiglitazona 0,1 pM
FOXO1 se inmunodetectd con un anticuerpo especifico anti- FOXOL1 dilucién 1:200, nucleo
se marco con hematoxilina eosina. En condiciones basales se observa tanto en grupo control
como SOP inmunomarcacién citoplasmatica. Post estimulo con insulina se observa menor
inmunomarcacion citoplasmatica solo en el grupo control. Post incubacion con Rosiglitazona
se observa una disminucién en la inmunomarcacién para FOXO1 en CGSOP. 3 X 10*
cel/pocillo por experimento
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La relacion PPARY/FOXOL1 es significativamente menor en CG SOP al compararlas con CG
control. La estimulacién con Rosiglitazona aumenta la relacion PPARy/FOXO1, ya que hay
un aumento de PPARy y una disminucion de FOXO1, mientras que en CG control la relacion

se mantiene.

6.4. Efecto del agonista de PPARy (Rosiglitazona) sobre los pardmetros descritos en los

objetivos anteriores en células de granulosa de pacientes con SOP

a). Incorporacion de glucosa en células de la granulosa luteinizadas de mujeres con SOP
y controles. Se midié la incorporacién de 2-deoxi-D-[°H] glucosa bajo estimulacién con
insulina 100 ng/ml en CG pre-incubadas por 12 h con Rosiglitazona (Rz) entre 0.01-1 uM. La
preincubacion con Rz 0.1 uM aument6 en forma significativa la incorporacion de glucosa en
CGSOP estimuladas con insulina (P <0.05), Por otro lado, Rz no modificé en forma

significativa la captacion de glucosa en CGC (Figura 12).
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Figura 12: Captacion de [°*H] 2-DOG en células de la granulosa Control (A) y SOP (B),
preincubadas con Rosiglitazona (Rz) 0.01-1 pM por 12 h. Rz 0.1 uM aumenta en forma
significativa la Incorporacion de glucosa en CGSOP *P <0.05 Basal vs Rz 0.1 uM, Rz 0.1 uM
vs citocalasina (citoc), Barras corresponden al promedio + D.E 3 x10° cel/pocillo por
experimento
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b). Efecto de Rosiglitazona sobre expresion de IRS1, p IRS1, Akt, pAkt, PPARy,
FOXO1l y GLUT4 en células de la granulosa luteinizadas de mujeres con SOP vy
controles. El efecto de la administracion in vitro de Rosiglitazona (Rz) en células de la
granulosa se evalué mediante la determinacion de los niveles del MRNA de PPARy y
GLUT4 por PCR en tiempo real y cuantificacion de los niveles proteicos de IRS1, p-IRS1,
Akt, p-Akt, PPARy, FOXO1 y GLUT4 por Western blot. En CGSOP incubadas por 12 h
con Rz de 0,1 uM se observo un aumento significativo de los niveles de los mRNAs de
PPARyy GLUT4 (Figura 13).

Figura 13
>~ 49 < 37 *
14 =
A i >
o 3- 0] |
< @ | < 2
zZ 2 z 2
ES 2 E:
e e
o« o~ 1
g M g
o o
i i
C T T C T T
Basal RZ 0,1pM Basal RZ 0,1uM

Figura 13: Expresion de los mRNAs de PPARy y GLUT4 en celulas de la granulosa
luteinizada de pacientes SOP post-incubacion con Rosiglitazona 0.1 pM por 12 h.
Evaluacion de la expresion de los mRNAs de PPARy y GLUT4 por PCR en tiempo real,
células de la granulosa de pacientes SOP (n: 4), post-incubacién 12 h con Rosiglitazona 0.1
uM. Se utilizé como gen normalizador GADPH. A): cambios en los niveles de expresion del
mRNA de PPARy. Condicion basal vs post incubacion con Rz. Se observa un aumento
significativo de los niveles del mMRNA de PPARy post incubacion con Rz. B): cambios en los
niveles de expresion de RNAm GLUT4. Condicion basal vs post incubacion con RZ. Se
observa un aumento significativo de los niveles del mensajero de GLUT4 post incubacion con
RZ (*P< 0.05 Basal vs Rz 0.1 uM).N:6. Las barras corresponden al promedio + D.E. 5 x10°
cel/pocillo por experimento.
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El tratamiento con Rosiglitazona 0,1 p M por 12 h disminuy6 en forma significativa los
niveles de p-IRS1 Ser312 en CG SOP. En las CGs controles se observa un aumento
significativo de los niveles de la proteina fosforilada (p<0,05) (Figura 14). No hubo
cambios en los niveles totales de IRS1. Rosiglitazona aument6 en forma significativa los
niveles totales de Akt en CG SOP, aumentando también en forma significativa los niveles
de p-Akt dependientes de insulina (Figura 15 A-B), efecto que no se observa en CG
control (p <0,05).

Figura 14
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Figura 14: A) Niveles de IRS1 en células de la granulosa control y SOP post-incubacion
con Rosiglitazona 0.1 pM por 12 h determinados por Western blot, No se observa
diferencia en los niveles basales de IRS1 entre los grupos. B) Niveles de p-IRS1 Ser312 en
células de la granulosa luteinizada de pacientes control y SOP post-incubacién con
Rosiglitazona 0.1 pM por 12 h Se observa una disminucion significativo de los niveles del
p IRS1 Ser312 en CG SOP post incubacion con RZ (*P< 0.05 Basal vs Rz 0.1 uM+ Ins 100
ng/ml). En CG control se observd un aumento de los niveles de IRS1 fosforilado en serina post
tratamiento con Rosiglitazona (*P< 0.05 Basal vs Rz 0.1 uM+ Ins 100 ng/ml).N:5. \Western
blot representativo. Barras corresponden al promedio + D.E. 3 x 10° cel/pocillo por
experimento
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Figura 15
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Figura 15: Niveles de Akt y p-Akt en células de la granulosa luteinizada de pacientes
control y SOP post-incubacién con Rosiglitazona 0.1 pM por 12 h. A) Niveles totales de
Akt. La incubacion con Rosiglitazona aumenta en forma significativa los niveles de Akt en
CG SOP, (*P< 0.05 Basal vs Rz 0.1 uM). No se observan cambios en CG control. B) Niveles
de p-Akt. La preincubacion con Rosiglitazona aumenta en forma significativa los niveles de p-
Akt en CG SOP estimuladas con insulina 100 ng/ml. No se observan cambios en CG control
(*P< 0.05 Basal vs Rz 0.1 uM+ Ins 100 ng/ml) N:5 Western blot representativo. Barras
corresponden al promedio + D.E. 3 x10° cel/pocillo por experimento

Al evaluar los niveles de proteina para PPARy y FOXO1 luego del tratamiento con Rz se
encontro que tanto en CG control como CGSOP aumentaban en forma significativa los niveles
de PPARy (P<0.05). Mientras que los niveles de FOXO1 disminuyen en forma significativa
en CGSOP (p< 0,05), sin observarse cambios en CG control. (Figura 16 A-B). Rosiglitazona
aumento los niveles de p-FOXO1 en CG SOP post-estimulo con insulina (p<0,05), efecto que
no se observé en CG control (Figura 16C). GLUT4 solo aumentd significativamente en
CGSOP (P < 0.05) (Figura 17)

En la Figura 18 se resumen los principales hallazgos de este estudio.

51



Figura 16
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Figura 16: Niveles proteicos de PPARy, FOXOL1 y p-FOXOL1 en células de la granulosa
control y SOP tratadas con Rz 0.1 pM. A) Western blot representativo. El tratamiento con
Rz aumenta en forma significativa los niveles de PPARy en células de la granulosa control y
SOP B) Western blot representativo, el tratamiento con Rz disminuye en forma significativa
los niveles de FOXO1 en células de la granulosa SOP, sin cambios en CG control (* P < 0.05
Basal vs Rz 0.1 uM.) C) Rz aumenta en forma significativa pFOXO1 en CGSOP luego del
estimulo con Insulina. (* P < 0.05 Basal vs Rz 0.1 M + Ins 100 ng/ml) N:5. Western blot
representativo. Barras corresponden al promedio + D.E. 3 x 10° cel/pocillo por experimento
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Figura 17
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Figura 17: Niveles de GLUT4 en células de la granulosa control y SOP tratadas con Rz
0.1 uM. Western blot representativo, el tratamiento con Rz aumenta en forma significativa
los niveles de GLUT4 en células de la granulosa SOP, sin cambios en CG control (* P < 0.05
Basal vs Rz 0.1 uM.) N:5 Western blot representativo. Barras corresponden al promedio *
D.E. 3 x 10° ce/pocillo por experimento
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Figura 18
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Figura 18: Esquema resumen de las principales alteraciones de la via de sefializacion de
Insulina y efecto de Rosiglitazona en células de la granulosa luteinizadas de mujeres con
Sindrome de Ovario Poliquistico Insulino resistentes.
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7. DISCUSION

7.1 Resistencia a la insulina en células de la granulosa luteinizadas de pacientes con
Sindrome de Ovario Poliquistico

Una de las principales caracteristicas del sindrome de ovario poliquistico es la resistencia
periférica a la insulina, cuyo mecanismo(s) celular(es) atn no han sido del todo aclarados.
Hasta el momento existe escasa informacion en la literatura sobre el efecto de insulina en los
tejidos reproductivos involucrados en esta patologia como por ejemplo el ovario. Este trabajo
evidencia una resistencia a la accion metabdlica de esta hormona en células de la granulosa
luteinizadas de pacientes SOP. La falta de incremento en la captacién de glucosa bajo el
estimulo de insulina, en comparacién al grupo control estaria dando cuenta de una respuesta
alterada de estas células a la accion de la insulina, fendmeno que también se observa en otros
tejidos de estas pacientes, como musculo y tejido adiposo (36, 37). Estos hallazgos se
correlacionan con investigaciones previas que han mostrado una menor produccion de lactato
e incorporacion de glucosa a glicégeno bajo el estimulo de insulina en CGSOP (10,11). La
menor incorporacion de glucosa en CGSOP podria explicarse en parte por bajos niveles de
transportadores de glucosa, por un lado una baja incorporacion basal de glucosa se relacionaria
con la menor expresion de GLUT1 y la menor incorporacion de glucosa post estimulo de
insulina con bajos niveles de GLUT4.

El ovocito, células del cumulo y células de la granulosa, tiene comunicacion, endocrina, para
crina y metabdlica esencial durante la foliculogenesis, para un buen desarrollo folicular y
ovocitario. El ovocito carece da la maquinaria necesaria para mantenerse metab6licamente por
lo cual el soporte de las células de la granulosa debe compensar esta insuficiencia metabolica,
para lo cual los glucotransportadores jugarian un rol fundamental (82). Lee et al evaluaron el
patron de expresion de 13 isoformas de GLUTS en CGs de pacientes SOP insulino resistentes,
encontrando un disminucién en el RNAmM de GLUT4 y GLUT9 con una diferencia en los
indices de maduracion in vitro y tasa de fecundacion entre los ovocitos de estas pacientes IR y
aquellas sin insulino resistencia, atribuyendo esta diferencia en parte al patron diferecnial de
expresion de los distintos GLUTS.(83)

Por otro lado se encontrd que en forma similar a lo descrito en masculo y tejido adiposo de

estas pacientes, las CGSOP también presentan una disfuncion en la sefializacion metabolica de
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Insulina, si bien no se encontraron menores niveles de IRS1, si se encontr6 una mayor
inhibicion basal de la via dada por mayores niveles de fosforilacion en residuos de serina
(Ser312) tanto en condiciones basales como post estimulo de insulina. La fosforilacién en este
tipo de serina se ha descrito dentro de los reguladores negativos de la sefializacion de Insulina,
lo que se correlaciona con la menor activacion de la via dada por la menor fosforilacion de
Akt dependiente de insulina en las CGSOP. Sin embargo otros autores no encuentran
diferencias en la activacion de vias mitogénicas mediada por insulina en celulas de la
granulosa de pacientes SOP y pacientes con funcion ovarica normal (10). Ademas la
produccion de progesterona bajo estimulo de insulina a dosis farmacoldgica tampoco presento
diferencias entre estos grupos de pacientes. Estos datos sugieren que la resistencia periférica
descrita en otros tejidos, como musculo y tejido adiposo, estaria también presente en células
de la granulosa y pero esta resistencia estaria restringida solamente a las vias metabdlicas
estimuladas por insulina (incorporacion y metabolizacion de glucosa), ya que la funcion
proliferativa y esteroidogénica se encentrarian conservadas en pacientes SOP. Por lo cual a
nivel ovarico en esta patologia se encuentra una dicotomia en la accion de Insulina. Tenemos a
las células de la teca, que son las productoras de los andrdgenos que se encuentran elevados en
estas pacientes y que ven potenciada su funcién bajo en efecto de insulina, que a su vez
sinergia la accién de LH sobre estas células y por otro lado las células de la granulosa mural
tendrian su funcion esteroidogénica conservada (10, 79). Sin embargo los hallazgos de nuestro
laboratorio indican que presentarian una importante disfuncién metabdlica, con alteracion en
la sefializacion de insulina, con la consecuente mala utilizacion de glucosa.

7.2 PPAR y y FOXOL1 en células de la granulosa luteinizadas de mujeres SOP insulino
resistentes

Los receptores PPARy y el factor transcripcional FOXO1 estan relacionados con la regulacion
del metabolismo energético y homeostasis de la glucosa en tejidos insulino sensibles. Los
resultados mostraron que los niveles del mMRNA de PPARy son significativamente menores en
células de la granulosa luteinizadas de pacientes con SOP al compararlo con células del grupo
control. Al analizar la inmunolocalizacion del receptor a través de inmunofluorescencia se
observd que CGSOP presentan una inmunomarcacion para PPARy a nivel nuclear
significativamente mayor que las células control. Estos hallazgos se relacionan directamente

con el antecedente del efecto represor de PPARy sobre el promotor de GLUT4 cuando el
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receptor se encuentra en su estado libre de ligando y unido a proteinas correpresoras. Nuestros
datos muestran que los niveles del mMRNA de GLUT4 se encuentran disminuidos en CGSOP
bajo estas condiciones. Por otra parte, los niveles de FOXO1 se encontraron significativamente
elevados en CGSOP, al igual que en otros estados hiperinsulinémicos como la DM2, lo que
refuerza aun mas la disfuncion metabdlica de estas células. Este factor es regulado via
fosforilacion en serinas por Akt que media la accion de insulina. Las CGSOP presentaron
menor activacion de Akt, lo que se relacionaria con los menores niveles de pFOXO1

detectados en estas células.

7.3 Agonistas de PPAR v y su efecto sobre via de sefializacion Insulina en células de las
granulosa de mujeres SOP Insulino resistentes

Rosiglitazona agonista farmacoldgico del receptor PPARy se ha utilizado ampliamente en el
manejo de la IR de pacientes diabéticos tipo2 y pacientes con SOP. Estos farmacos mejoran
los pardmetros clinico metabdlicos, de hiperandrogenismo, tasa ovulatoria y de embarazo en
pacientes SOP (38,39). Observamos que el tratamiento in vitro de CGSOP con Rz 0.1 uM
aumento en forma significativa la incorporacion de glucosa en estas células. La mejora en la
insulino sensibilidad en las CGSOP estaria dada por el aumento en los niveles de GLUT4, que
se observo en las células tratadas. Similares resultados se han encontrado en tejido adiposo de
pacientes SOP tratadas por 6 meses con Rosiglitazona, donde luego del tratamiento se observé
un aumento en los niveles del mMRNA para GLUT4 (40). Postulamos que rosiglitazona modula
la transcripcion de GLUTA4 a través de la regulacion de PPARy, encontrandose ademas que los
niveles de PPARy también aumentan con el tratamiento con Rz. Ademas se observo que la
preincubacion con Rosiglitazona produce cambios significativos en la via de sefializacién de
Insulina en CGSOP, disminuyendo las fosforilacion en serinas de IRS1, aumentando los
niveles de Akt, generando una via de sefializacion de insulina mas activa, que se observa con
mayor fosforilacion de Akt, mayor niveles de pFOXO1 y finalmente mayor incorporacion de
glucosa en CGSOP. Estudios en musculo esquelético de pacientes con diabetes tipo 2 han
demostrado que el tratamiento por al menos 16 semanas con Rosiglitazona o Troglitazona
mejora la via de sefializacién de insulina aumentando los niveles de PKB fosforilado( 80,81),
pero para ellos no fue posible demostrar si esto fue por un efecto directo sobre PPARy o un

efecto indirecto por la mejoria sistémica en el perfil metabolico con disminucion de la
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Glicemia basal, Insulina y acidos grasos libre (FFA), nosotros podemos establecer que el
efecto in vitro de Rosigltazona que observamos seria atribuible a la modulacion de PPARy ya

que nuestro modelo es aislado y no hay influencia de parametros metabdlicos.

Por otro lado la relacién que se establece entre el receptor PPARy y FOXO1 en CGSOP
muestra una relacion inversa a favor de FOXOL1 en condiciones basales con menores niveles
de PPARYy y altos niveles de de FOXO1 al compararlos con CG de mujeres control. Estos
hallazgos se contraponen en cierta medida con los otros tejidos reproductivos de mujeres SOP
como el endometrio donde ambas proteinas estaban elevadas en condiciones basales, aunque
la técnica utilizada para evaluar la proteina son distintas. El tratamiento con Rosiglitazona

revierte esta situacion solo en las CGSOP sin cambios en las CG control.

8. Conclusiones, proyecciones y limitaciones

Los resultados de este estudio sientan una base interesante para la comprension de la patologia
del sindrome del ovario poliquistico, abriendo una nueva linea de investigacion relacionada
con la accion diferencial de la insulina sobre la regulacion hormonal y metabdlica de las
células de la granulosa bajo esta patologia. Estos cambios que afectan el metabolismo de la
glucosa en las células de la granulosa podrian comprometer de manera directa la calidad
ovocitaria. La administracion de insulino sensiblilizantes, agonistas de los receptores PPARy,
tomaria relevancia como herramienta terapéutica para mejorar el transporte de glucosa en las
células ovaricas de las pacientes SOP. Las CGs SOP presentan un perfil metabdlico y
molecular diferente a CGs de mujeres con funcion ovarica normal, con una menor expresion
de los glucotransportadores y una respuesta anormal a insulina. Esta disfuncion metabdlica
podria contribuir con la alteracion en el desarrollo folicular de la paciente SOP e influir en la
calidad ovocitaria de estas pacientes. La activacion in vitro de PPARy por Rosiglitazona,
aumenta los niveles de GLUT4, incrementando asi la incorporacion de glucosa en CG de
pacientes SOP. El incremento del transporte de glucosa en las células de la granulosa de las
pacientes SOP, podria mejorar la competencia metabdlica de los ovocitos en maduracion,
contribuyendo a una mejor calidad ovocitaria en este grupo de pacientes. Cabe destacar que es

necesario confirmar si estos hallazgos en las células de la granulosa mural se encuentran
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también las células del cumulo, que son aquellas células de la granulosa especializada que
rodean al ovocito y acompafian en sus primeros estadios de desarrollo.

Limitaciones en este proyecto, son principalmente en relacion al namero de pacientes y que si
bien los resultados son en relacién al grupo mas representativo de esta pacientes, SOP insulino
resistentes, aun queda por dilucidar si estos hallazgos son transversales a los otros fenotipos de
SOP.

El sindrome de ovario poliquistico es una enfermedad de alta prevalencia entre las mujeres en
edad reproductiva, presentando un alto impacto en salud. Conocer los mecanismos
moleculares involucrados en el desarrollo de la insulino resistencia de estas pacientes,
permitira comprender aspectos fisiopatoldgicos de esta enfermedad, desarrollar estrategias
mas especificas para su manejo y tratamiento. Quizas implementar el uso de agonistas de
PPAR gamma previo al ciclo de induccion de ovulacion o IVF para mejorar la competencia
metabdlica de la granulosa y ovocito para lograr mejores tasas de éxito en nuestros programas

de Terapias de reproduccion asistida.
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10. Anexo 1: Consentimiento Informado.

L3 ° [
Y
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";... INSTITUTO DE INVESTIGACIONE I
STITUTO DE INVESTIGACIONES

MINISTERIO DE SALUD DE CHILE

COMPLEJO SALUD SAN BORJA ARRIARAN CSSBA
PROGRAMA FERTILIZACION ASISTIDA

I.D.I.M.1

FACULTAD oce MEDICINA

COMPLEJO SALUD SAN BORJA ARRIARAN CSSBA
CONSENTIMIENTO INFORMADO 2011

SIGNIFICADO METABOLICO FUNCIONAL DEL RECEPTOR PPAR-y EN DE
CELULAS DE LA GRANULOSA DE PACIENTES CON SINDROME DE OVARIO
POLIQUISTICO
Propdsito de la Investigacion: El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una de las
alteraciones endocrino metabolicas méas comunes en la edad fértil. . Un 50-70% de las
pacientes presentan hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. PPARy es un factor de
transcripcion clave que regula el metabolismo de la glucosa y la respuesta a insulina. Este
estudio evaluara la via de accion de Insulina en células de la granulosa de pacientes SOP, el
efecto en laboratorio de Rosiglitazona, farmaco insulinosensibilizador, sobre esta via de
accion y su efecto sobre el receptor PPAR-y .La informacién generada de este proyecto puede
ayudar a un mayor entendimiento del sindrome de ovario poliquistico.
Procedimiento: La aspiracion folicular se realiza rutinarimente como parte del
procediemiento del programa de fertilizacion in vitro para la obtencion de los ovocitos al
interior del foliculo. En este procedimiento células de la granulosa son obtenidas junto con el
aspirado y lavado folicular y su obtencidn no implica un procedimiento méas prolongado. Estas
células no participan en proceso posterior de fertilizacion y son desechadas. Estas células
seran cultivadas para evaluar su respuesta a insulina y Rosiglitazona, en pacientes con
infertilidad asociada afactor masculino y pacientes con sindrome de ovario poliquistico. Estas
células no se utilizaran para estudios de genotipificacion.
Beneficios: El unico beneficio que se obtendra de la participacion en este estudio es la
satisfaccion de contribuir al entendimiento de las alteraciones metabolicas implicadas en SOP,
con perspectivas a la introducion de terapias tendientes a regularlas
Efectos colaterales: No presenta efectos colaterales
Confidencialidad : La informacion proveniente de esta investigacion es confidencial y solo
los investigadores tendran acceso a dicha informacidon, manteniendo la confidencialidad en
publicaciones que surgieran producto de la investigacion.
Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria sin que ello
signifique modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad
Compensacién: No existe compensacion monetaria por la participacion en este proyecto
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sido invitada a participar en el estudio “SIGNIFICADO METABOLICO FUNCIONAL
DEL RECEPTOR PPAR-y EN DE CELULAS DE LA GRANULOSA DE PACIENTES
CON SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO” he recibido informacion clara y
detallada de la Unidad de Medicina Reproductiva del IDIMI, acerca del uso con fines
cientificos de las células de la granulosa que se obtienen en el proceso de aspirado folicular,
sabiendo que esto no altera en forma alguna el normal desarrollo del procedimiento de
fertilizacion asistida

Acepto participar..............oeeennn.n. No acepto
participar...................

Investigador responsable: Dra. Soledad Abril Salinas Quero Firma......................
Director del IDIMI: Dr. Ariel Fuentes Firma ........................

Instituto de Investigacion Materno Infantil IDIMI-CSSBA,

Direccién: Santa Rosa # 1234, segundo piso Teléfono : 4248280

Comité Etico Cientifico (CEC) del Servicio de Salud Metropolitana Centro,
Presidente Dr. Emiliano Soto C.

Direccion: Victoria Subercaseaux 381 , segundo piso, teléfono 5746943
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UNIVERSIDAD DE CHMILE-FACULTAD DE MEDICINA
COMITE OF ETICA DF INVESTIGAZNON EN SERES HUMANOS

SANTIAGO, 21 ce septiembre de 2011,

Seflor (o)

Drfa) SOLEDAD SALINAS Q.

Instituno de [emestigacdn Materao [sfantd {1DINI)
Campes Cantro

Facultad da Nodcing

Universdad de Chile

Pressnte

Estimada (a) Dr.(a) Salinas:

El Comithh de Enca de la [nvestigackin e Senes Humanas o 1s Feoultad de Nedcha, e s
s0si6n de fecha 13 de sepembee de 2011, revisd su proyedto: STGNIFICADO METABOLICO
FUNCIONAL DEL RECEPTOR PPAR-y EN DF LA GRANULOSA DF PACIENTES
znmﬂemeammMnmumam' hace las sguentes

1 Se debe cormegir Consentimussto [nformado, lkenguade muy bicnico en las 2 primerns
pérrafos (redoctar de ruevo).

2. Se soliota ks donackin de odhulas para procecimiento en laboratono.

. K Decir azimismo que 52 madird IMC y hormonas.

4. Agregar que e puede retirar cuando quiera.

Agradeciendo de anbemano vuestra abencion, saluca atentamernte,

MEM rrva,
Prorg. N2 091-2011L
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