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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden endocrino-
metabolico complejo, frecuente en mujeres en edad reproductiva,
caracterizado por la presencia de disfuncién ovulatoria y exceso de
andrégenos. El SOP estd asociado a una alta prevalencia de
resistencia a la insulina, adiposidad central y dislipidemia,
probablemente debido a alteraciones funcionales del tejido adiposo.
Los adipocitos expuestos a un exceso de andrdgenos tienden a ser de
mayor tamafio y a presentar una alterada secrecién de adipoquinas y
citoquinas, io que se ha denominado estado de bajo grado de
inflamacidn crénica. El objetivo de este estudio fue evaluar la
expresion génica en tejido adiposo subcutdneo abdominal y la
concentracion sérica de IL-6, TNF-a y MCP-1, adiponéctina y leptina, y
su relacidon con caracteristicas antropométricas y hormonales del
sindrome de ovario poliquistico. Adicionalmente, se evalué Ia
expresién del receptor de andrégenos en tejido. Incluimos 10 mujeres

con SOP y 7 mujeres no hiperandrogénicas como grupo control, entre




27

18 y 42 afos y con un indice de masa corporal comparable. Los
resultados muestran que en suero la concentracién de leptina v la
relacién leptina/adiponectina fue mayor en las mujeres con SOP, en
comparacién a las controles; sin diferencias en la expresion de sus
genes. La concentracion sérica de las citoquinas fue comparable entre
ambos grupos. A su vez, la expresidn génica de ellas y del receptor de
andrégenos no mostro diferencias entre mujeres controles y con SOP.
Al corregir por edad, el contenido de grasa visceral medido por NMR
fue mayor en las mujeres con SOP en comparacién al grupo control,
mientras que el contenido de grasa subcutdnea fue similar entre los
grupos. En conjunto, los datos indican que el SOP estaria asociado a
una mayor concentracién sérica de leptina, sin un efecto mayor en la
expresién génica de las adipocitoquinas en el tejido adiposo
subcutdneo. Por otra parte, la presencia de mayor contenido de
tejido adiposo visceral en mujeres con SOP podria ser consecuencia
de una mayor sensibilidad androgénica de este compartimiento, tal
como ha sido previamente postulado. La comprensién y correcta
interpretacién del papel que cumplen los factores pro-inflamatorios en
el SOP, podria ayudar a identificar nuevas estrategias terapéuticas
para prevenir y tratar las complicaciones asociadas, con énfasis en el

sobrepeso y obesidad como agravante en diferentes patologias.
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SUMMARY

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a complex endocrine-
metabolic disorder common in women of reproductive age,
characterized by the presence of ovulatory dysfunction and androgen
excess. PCOS is associated with a high prevalence of insulin
resistance, dyslipidemia and central adiposity, probably due to
functional alterations of adipose tissue. In this sense, adipocytes
exposed to androgen excess are more likely to have a larger size and
an altered secretion of adipokines and cytokines, which has been
termed chronic low-grade inflammation. The aim of this study was to
evaluate gene expression in abdominal subcutaneous adipose tissue
and serum IL-6, TNF-a and MCP-1, adiponectin and leptin, and its
relationship with anthropometric and hormonal characteristics of
polycystic ovary syndrome. In addition, androgen receptor expression
was evaluated in adipose tissue. We included 10 women with PCOS
and 7 non-hyperandrogenic women as control group between 18 and

42 years and a comparable body mass index. The results show that

xii




serum leptin and leptin/adiponectin ratio were higher in women with
PCOS compared fo controls, without variation in their gene
expression. Serum concentrations of the other cytokines were
comparable between both groups. In turn, mRNA gene expression of
cytokines and androgen receptor showed no differences between
controls and PCOS women. By correcting for age, the amount of
visceral fat measured by MRI was higher in women with PCOS
compared to the control group, while the content of subcutaneous fat
was similar between groups. Overall, the data indicate that the PCOS
condition could be associated with increased serum leptin, without a
major effect on gene expression of adipokines in subcutaneous
adipose tissue. Moreover, the presence of a higher content of visceral
adipose tissue in women with PCOS may be the result of a greater
sensitivity to androgens in this compartment, as has been previously
postulated. The understanding and correct interpretation of the role of
pro-inflammatory factors in PCOS may help identify new therapeutic
strategies to prevent and treat the associated complications, with
emphasis on overweight and obesity as aggravating factor in different

pathologies.
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INTRODUCCION

Sindrome de ovario poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es uno de los
desérdenes endocrino-metabdlicos mas frecuentes, afectando a cerca
del 10% de I[as mujeres premenopausicas y caracterizado
principalmente por la presencia de anovulacidén crénica e
hiperandrogenismo. Ademas, la mayoria de estas mujeres presentan
hiperinsulinemia, dislipidemia y obesidad de tipo abdominal (Legro,

2001).

El SOP es una enfermedad compleja en términos de herencia,
en la cual variantes gendémicas protectoras vy predisponentes
contribuyen con factores ambientales, como la dieta y el estilo de
vida, llevando a la expresion fenotipica del sindrome (Escobar-

Morreale y col., 2005).

La obesidad juega un rol preponderante en el desarrollo y

severidad del SOP. Las mujeres con SOP frecuentemente son obesas




(Fernandez-Real & Ricart, 2003), mas aln, cerca del 28% de las

mujeres con sobrepeso y obesidad tienen SOP (Ferrante, 2007).

El hiperandrogenismo presente en el SOP también podria influir
en la fisiopatologia de la obesidad. Probablemente las mujeres con
SOP presentan un circulo vicioso que comienza con el
hiperandrogenismo favoreciendo la acumulacién de grasa visceral que
induce la RI y la hiperinsulinemia resultante facilita la secrecidn de

andrégenos en esas pacientes (Siiteri, 1987).

Entre el 60-70% de las mujeres con SOP acumulan grasa en la
zona abdominal, lo que se denomina “obesidad central o abdominal”
(Carmina y col., 2007), este tipo de obesidad ha sido asociada con
anormalidades metabdlicas y disfuncién del tejido adiposo (TA)

(Group, 2004).

Se ha reportado que el TA de mujeres con SOP presenta
adipocitos de gran tamafio denominados hipertréficos y alteraciones
en el metabolismo de los lipidos. Ademas, se ha sefialado que en este
tejido existe una alteracién en la  expresién y secrecién de
adipocitoquinas (Carmina y col., 2008; Escobar-Morreale y col., 2011;

Lee & Pratley, 2005; Wild y col., 2011).

A pesar de que el sobrepeso y la obesidad por si solos no




causan SOP, la ganancia de peso en una
genéticamente predispuesta a desarrollar esta pai
suficiente para amplificar y agravar algunas manif

condicién (Barber y col., 2006; Villa & Pratley, 2011

Si bien algunos estudios han descrito un

mujer que estd

tologia, podria ser

astaciones de esta

).

aumento en las

concentraciones circulantes de moléculas pro-inflamatorias en el SOP,

aun no son del todo concluyentes y no ha sido pg

sibie establecer si

esos hallazgos son funcién de la obesidad, de la adiposidad central o

del hiperandrogenismo con el que cursa esta patol

2005).

Uno de los datos mas consistentes se refieren

ogfa (Munir y col.,

a la leptina. Se ha

sugerido que las mujeres con SOP tienen altas concentraciones

circulantes de esta molécula y que ella podria estar envuelta en la

patogénesis del hiperandrogenismo y alteraciones

esta patologia (Cervero y col., 20086).

Las evidencias genéticas que podrian susten

observada en el SOP, estan dadas principalmente

genes que codifican para algunas citoquinas proin

en la fertilidad de

tar la inflamacion
por variantes en

flamatorias y sus

receptores, los cuales estan asociados con manifestaciones frecuentes

en esta patologia como RI, obesidad y diabetes (Erd

ogan y col., 2008;




Escobar-Morreale y col., 2001; Escobar-Morreale y

col., 2005; Méhlig

y col., 2004a). Mas aln, se ha demostrado que [a actividad de las

enzimas esteroidales también podria regularse por la concentracién de

las adipocitoquinas (Munir y col., 2005).

Se ha planteado que dentro de la disfun

presentan las mujeres con SOP, podria encontrarse

cion del TA que

un alterado perfil

de expresion génica de las adipocitoquinas. Un estudio en TA de

mujeres con SOP demostréd una menor expresion del ARN mensajero

de adiponectina en comparacion a mujeres no

hiperandrogénicas

(Sepilian & Nagamani, 2005). Se ha observado ademds, que existen

diferencias en la expresion génica de adipocitoquinas del tejido

adiposo visceral (TAV) de mujeres obesas con SOP

en comparacion a

mujeres controles de peso similar. Estos hallazgos podrian sugerir que

los andrdgenos tienen una funcién de “masculiniza
mujeres con SOP, lo que explicaria, en parte, el tipo
distribucién de la grasa en esta patologia (Cortén

hecho, algunos estudios han encontrado que las

cion” en el TA de
de acumulacién y
y col., 2007). De

mujeres con SOP

presentan mayor contenido de grasa visceral que las mujeres sin esta

patologia, y similar al de los hombres (Borruel y col., 2013),

Si bien, la contribucién que tienen las adip

ocitoquinas en la




obesidad ha sido ampliamente descrita, es menos claro lo que ocurre
en un modelo particular como el sindrome de ovario poliquistico, en el
cual la obesidad y el sobrepeso interactiian con el hiperandrogenismo
para modular la funcién del TA y, particularmente, la expresién de

citoquinas a nivel local y sistémico.

Sobrepeso

Obesidad

Hiperandrogenismo

Figura 1. Sindrome de ovario poliquistico: Un estado de obesidad e
hiperandrogenismo. El SOP es una condicién particular de sobrepeso u obesidad,
que cursa con un exceso de andrégenos. Ambos componentes coexisten en esta
patologia y cada uno contribuye en la fisiopatologia del otro, conformando un
“circulo vicioso”.




Obesidad y tejido adiposo

La obesidad es una enfermedad muitifactorial, producto de la
interaccion de -componentes genéticos, habitos alimenticios,
comportamiento social, sicolégico, celular y factores metabélicos; que
puede ser definida como un aumento en la acumulacién de grasa
corporal producto de un desbalance entre la ingesta calérica y el

gasto energético (Bohler y col., 2010; Sikaris, 2004).

La organizacién mundial de la salud define obesidad con un
indice de masa corporal (IMC) sobre 30 kg/m?, este valor da cuenta
de una relacidén alterada entre el peso y la talla de un individuo
(Fernandez-Real & Ricart, 2003; Sikaris, 2004). Estudios sugieren que
la obesidad se encuentra asociada a un bajo grado de inflamacién,
proceso que estd mediado por elevados niveles de adipoquinas,
citoquinas y quimioquinas (Gonzdlez y col., 2005). Ademads, se
reconoce que este estado inflamatorio esté presente a nivel sistémico,
tisular e intracelular (Halberg y col.,, 2008; Hotamisligil & Erbay,

2008; Visser y col., 1999).

Es ampliamente aceptado que en |a obesidad, el TA estd
aumentado (Fernandez-Real & Ricart, 2003). Actualmente se

considera que el TA es un organc complejo y esencial, con alta




actividad endocrina y metabdlica y que constituye el mayor sitio para
el metabolismo de esteroides sexuales (Kershaw & Flier, 2004; Siiteri,

1987).

El TA expresa y secreta gran variedad de péptidos bioactivos
conocidos como adipoguinas y citoquinas, las cuales actlan tanto a
nivel local como sistémico. También expresa numerosos receptores
capaces de responder a sefiales aferentes provenientes de hormonas
circulantes y dei sistema nervioso central. A través de esta red
interactiva, el TA estd envuelto en la coordinacién de una variedad de
procesos bioldgicos, incluyendo el metabolismo energético, la funcién
neuroendocrina, reproductiva e inmune (Kershaw & Flier, 2004). Tales
caracteristicas, son atribuibles en su mayoria, al TA blanco, el cual es
muy versatil, variando su funcidn si su localizacién es alrededor de los
drganos, lo que se denomina tejido adiposo visceral o en la capa
subcutanea de la piel, llamado tejido adiposo subcutdneo (Hotamisligil

& Erbay, 2008; Ibrahim, 2010; Sikaris, 2004).

El TA blanco consta de diferentes tipos celulares como
fibroblastos, preadipocitos y macréfagos, y es responsable del
almacenamiento de la grasa (Smas & Sul, 1995). Los principales

componentes celulares de este tejido son los adipocitos. Aungue su




principal funcién es controlar el balance energético, aimacenando y
movilizando triacilglicerol, ellos también juegan un rol fundamental
como dérgano endocrino y paracrino. El TA se expande cuando el
numero y tamafio de los adipocitos aumenta (Lefterova & Lazar,

2009).

Se ha propuesto que la asociacion con desérdenes metabdlicos
se deberia principalmente a la acumulacién de TAV (Goodpaster y
col., 2005). No obstante, dado que el TAS es el mayor depdsito de
grasa, constituyendo cerca del 80% de la grasa total, su contribucion

también es fundamental (Wahrenberg y col., 1999).

La funciéon del TA estd desregulada en la obesidad. El TA de
individuos obesos estd caracterizado por adipocitos hipertréficos, un
perfil de expresion génica proinflamatorio y una desregulacion en la
secrecion de citoquinas, macréfagos y otras células inmunes (Kershaw
& Flier, 2004; Lee & Pratley, 2005; Weisberg y col., 2003). Ademas,
reclentemente se ha reportado que en esta condicion, el TA esta
caracterizado por mayor infiltracién de macréfagos del fenotipo M1 o
clasicamente activados y que los macréfagos son importantes
contribuyentes de la inflamacién (Cancello & Clément, 2006;

Dieudonne y col., 1998). A su vez, un aumento en la infiltracién de




macrofagos podria ser causado por diferentes quimoquinas secretadas
a nivel local (Cancello & Clément, 2006). Los macrdéfagos del TA
pueden constituir hasta el 40% de las células de un individuo obeso

(Weisberg y col., 2003).

El TA es un dérgano blanco para la accién de los andrégenos ya
que expresa sus receptores. El nimero de receptores de andrégenos
es mayor en el TAV que en el subcuténeo (Dieudonne y col., 1998;

Joyner y col., 2002).

Las evidencias indican que existe un dimorfismo sexual que
explicaria las diferencias entre hombres y mujeres en relacién a los
depdsitos de grasa subcutdnea y visceral y, por lo tanto, un estado
hiperandrogénico en la mujer podria promover el desarrollo de

obesidad abdominal (Borruel y col., 2013; Echiburl y col., 2012).

Los andrdgenos cumplen multiples funciones en el TA, una de
ellas relativamente conocida es la disminucién de la lipélisis (Blouin y
col., 2010; Dicker y col., 2004). Aunque no se ha logrado demostrar
que los andrdégenos sean responsables directos del bajo grado de
inflamacién, los antecedentes sugieren que podrian estar

involucrados.

Los andrégenos estimulan el crecimiento de los adipocitos,




modificando la expresion de enzimas y proteinas envueltas en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, en estrés oxidative y en la
diferenciacién de preadipocitos a adipocitos maduros (Cortén y coi.,

2007).

Por otro lado, tanto el receptor de estrégenos como el de
androgenos se expresan en macréfagos derivados de células de
monocitos humanos y, por lo tanto, los esteroides sexuales también
serfan mediadores de la funcién de los macréfagos (Cutolo y col.,

1996).

Tanto el TAV como el TAS expresan varias enzimas envueltas en
el metabolismo de hormonas esteroidales y podrian contribuir o
modular el hiperandrogenismo observado en algunas patologias como

el SOP (Gambineri y col., 2002).

La importancia de la funcién endocrina del TA es enfatizada por
las consecuencias metabélicamente adversas que producen tanto un
exceso como el déficit de este tejido, lo que seria regulado por la
concentracion de las adipoquinas y citoquinas que secreta, tanto a

nivel local como sistémico.
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Adipoquinas, Citoquinas e inflamacién

Se ha observado que ciertas condiciones como la obesidad, la
resistencia a la insulina, la dislipidemia, el sindrome de ovario
poliquistico, la diabetes 2 y la enfermedad cardiovascular presentan
inflamacién crénica (Fujioka y col., 1987; Kanai y col., 1990). Un
factor comun entre ellas podria ser la presencia de mayor contenido
de TA, el cual es capaz de producir factores que actiian directa o

indirectamente como mediadores sistémicos de inflamacion.

El eje del mecanismo del proceso de inflamacidon ha sido
relacionado a hipoxia, causada principaimente por una reducida
vascularizacion de los tejidos. Un estado de hipoxia podria aumentar
la disponibilidad de varios factores envueltos en procesos

inflamatorios (Bell y col., 2008; Goossens y col., 2004).

La respuesta inflamatoria crénica estd caracterizada por una
produccién anormal de adipoquinas y la activacion de varias vias de
sefializacién proinflamatorias, resultando en la produccién de

marcadores bioldgicos de inflamacion (Hotamisligil y col., 1993).

Dentro de las moléculas mas estudiadas y que participan en el
proceso de inflamacién se encuentran las ilamadas adipoquinas como

adiponectina y leptina, y las citoquinas como la interleuquina 6 (IL-6),

11




la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y el factor de

necrosis tumoral a (TNF-a).

TNF-a fue descrito, inicialmente, como un factor inductor de
endotoxinas causante de necrosis tumoral (Ruan & Lodish, 2003). Es
producido por monocitos, linfocitos, TA y musculo y se ha descrito que
alteraciones en su produccién estarian involucradas en la patogénesis
de la obesidad y del sindrome metabélico (Dieudonne y col., 1998).
En el TA, TNF-a es secretado por adipocitos y células estroma-
vasculares (Frayn y col., 2003). La forma biolégicamente activa es de
17-kDa y ejerce su efecto a través de sus receptores de tipo I y II.
Las concentraciones circulantes de TNF-a son bajas en relacién a las
concentraciones locales del TA y es probable que esté directamente
envuelto en el desarrollo de hiperandrogenismo (Ruan & Lodish,
2003). La expresion de este factor es mayor en el TAS gque en el TAV
(Fain vy col., 2004; Wajchenberg, 2000) y se encuentra aumentada en
roedores y humanos obesos (Fernandez-Real & Ricart, 2003; Ruan &

Lodish, 2003).

IL-6 es otra citoquina que se ha asociado con obesidad e
insulino resistencia (Fernandez-Real & Ricart, 2003). En circulacién se

encuentra en multiples formas glicosiladas (de 22 a 27 kDa) y su
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receptor es homélogo al receptor de leptina; pres

unida a [a membrana y otra soluble.

En contraste a TNF-a, IL-6 circula en altas co

torrente sanguineo en humanos. Tanto la e
concentracion plasmatica de IL-6 se correlacionan

obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a

los resultados aun son confiictivos respecto a

envueltos en la RI (Moshage y col., 1988; Ped

entando una forma

ncentraciones en el
xpresién como la
positivamente con
la insulina, aunque

los mecanismos

ersen & Febbraio,

2007). En el TA, IL-6 y su receptor son expresatlos por adipocitos y

por {a matriz del TA (Fain y col., 2004). La expresidn y secrecién de

IL-6 es de 2 a 3 veces mayor en el TAV en comparacion al TAS (Fain y

col., 2004; Wajchenberg, 2000).

adipocitos, células del sistema inmune, fib

endoteliales y musculo esquelético (Hotamisligil &
inhibe

factor, la adipogénesis y disminuye

adiponectina (Fernandez-Real & Ricart, 2003).

Es producida por macréfagos,

roblastos, células

Erbay, 2008). Este

la secrecion de

MCP-1 es una quimioqguina, un tipo de citd’c[hina, cuya principal

accion es reclutar monocitos hacia los sitios de inf

amacion (Gerhardt

y col.,, 2001; Wellen & Hotamisligil, 2003). Se ha establecido que

tanto los adipocitos como las células estroma-vasc
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secretan MCP-1 (Wellen & Hotamisligil, 2003), sin embargo monocitos
y macrofagos son la principal fuente de produccidn de esta proteina
(Yoshimura y col.,, 1989). La proteina humana tiene un peso
molecular de 13 KDa y ejerce su efecto a través de su receptor CCR2

(Charo y col., 1994).

En modelos animales, su concentracion plasmatica, asi como su
expresion y la de su receptor en el TA estan directamente
relacionados a procesos inflamatorios y grado |de infiltracion de
macrofagos (Egashira, 2003; Sartipy & Loskutoff, [2003; Takahashi y

col., 2003).

La expresion de MCP-1 en el TA de sujetos obesos ha sido
correlacionada con obesidad vy con alteraciones frecuentes en esta
condicién, como resistencia a la insulina, dislipidemia, hipertensién y

diabetes (Cancello y col., 2005; Sartipy & Loskutoff, 2003).

La adiponectina y la leptina son adipoquinas producidas

principalmente por el TA. La adiponectina es |una proteina con

propiedades insulino sensibilizantes, antiaterogénicas y
antiinflamatorias (Bohler y col., 2010). Esta molécula regula la
relacién entre peso corporal e insulino sensibilidad, protegiendo

contra la resistencia a la insulina y la diabetes tipo |2 (Glintborg y col.,
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2006). Tiene 3 formas mayores de distinto peso molecular, siendo la

mas activa la de mayor peso molecular, la cual actia suprimiendo la

produccidén hepatica de glucosa (Michalakis & Segars, 2010). La

accion de la adiponectina en el metabolismo de la glu

cosa es mediada

a través de 2 receptores distintos de tipo 1 (AdipoR1) y 2 (AdipoR2)

(Yamauchi y col., 2003), llevando a la activacidon de

AMPK, PPAR-y y

presumiblemente por otras vias aun no caracterizadas (Yamauchi y

col., 2007). Es posible, inciuso, que algunas de las vjas de accién de

adiponectina [leven a cambios en los macréfagos

desde un fenotipo

inflamatorio M1 a uno antiinflamatorio M2 (Mandal y CIOL' 2011).

La concentracidon plasmatica de adiponectina estd reducida en

sujetos obesos y en condiciones de resistencia a |

sy produccién disminuye a medida que aumenta

adipocito en el TAS (Drolet y col., 2009; Meyer y ¢

col., 2001).

Su concentracién se correlaciona ne
testosterona (Escobar-Morreale y col., 2006; Orio

col., 2005) vy se ha observado que este andrége

a insulina, ademas

el volumen del

4 2013; Weyer y

tivamente con

y col., 2003; Xu y

tiene un efecto

inhibitorio en la isoforma de alto peso molecular (Xu y| col., 2005).

La leptina es una hormona clave en la homeostasis energética y
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en la funcidon neuroendocrina (Cervero y col

adipoquina de 18-KDa, codificada por el gen ob (M

i

1

2006). Es una

!

Iafrei y col., 1995).

. . p .
Su funcion es regular el apetito, el gasto energético vy la funcidn

reproductiva e inmune (Zhang y col., 1994). Act

receptor (LEPR), el cual tiene 6 isoformas, siendo

ua a través de su

a soluble capaz de

regular la concentracién sérica de leptina (Gorska y, col., 2010).

La leptina, como regulador de la ingesta de

alimentos y del

gasto energético, aumenta la oxidacién de grasa en tejido y por tanto

la sensibilidad insulinica (Goumenou y col., 2003)

lipogénesis y estimula la lipdlisis, reduciendo los

intracelulares en el musculo esquelético, higado

pancreaticas (Zhang y col., 1994). La leptina

produccion de IL-6 y como consecuencia, de protei

Algunos autores han demostrado que

Ademas, inhibe la

niveles de lipidos

y células beta

puede Inducir la

|
na C reactiva.

la concentracién

|
|

plasmatica de leptina, asi como la expresién de ARNm en el adipocito

correlacionan fuertemente con obesidad en human
1995; Lonnqgvist y col., 1995; Maffei y col.,

concentracidn de leptina en sujetos obesos, podria

resistencia en organos blancos (Stefanovic y col., 2

Se ha descrito que existe una diferencia
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expresion de leptina (Montague y col., 1997; Sagd y col., 1997), la

cual no es completamente explicada por la difere

ncia en la cantidad

de grasa entre hombres y mujeres, si no que probablemente por la

concentracién de esteroides sexuales (M. Rosenbau

Como hemos mencionado anteriormente)

regulan numerosos aspectos de la funcién del

metabolismo lipidico y la diferenciacién. Actlan

receptor (RA), el cual modula algunas funciones f

m y col., 2001).

los andrdégenos
TA, incluyendo el
a través de su

siologicas a través

de la activaciéon transcripcional de genes rio abajo (Dicker y col.,

2004).

Los receptores de andrégenos funcionales estdn presentes en el

TA humano, en las células estromales, en adipoci

preadipocitos diferenciados in Vitro (Dieudonne y cc

Se ha demostrado que los andrdogenos regu

lipogénesis en el TA de mujeres (Dicker y

tos maduros y en

l., 1998).

lan la lipdlisis v la

col.,, 2004). En

preadipocitos subcutidneos diferenciados in vitro, la testosterona

inhibe la lipdlisis estimulada por catecolaminas (Di

cker y col.,, 2004).

Por lo tanto, es probable que el RA pudiese estar involucrado en

modular la accién de algunas adipocitoquinas

en estados de

sobrepeso y obesidad, amplificado atiin mas este fenémeno en estados
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hiperandrogénicos como el sindrome de ovario poliquistico.

En sintesis, se sabe que tanto las citoquinas y adipoquinas
secretadas por el TA, como un exceso de andrégenos en la mujer,
podrian promover o favorecer el desarrollo de resistencia a la insulina
(RI) y obesidad, condicionando el estado de bajo grado de inflamacién
cronica caracteristico del SOP; sin embargo no estd claro de qué

manera se establece esta asociacion.

Weight gain
Normal hyperandrogenism
adipose “
tissue N\
.
+ Visceral “a
‘ adiposity
’ |
I Metabolic
| Hypopertfusion disturbances
J + Macrophages and CV risk
* Androgens | * Activated NF«<B factors
‘ r - -
4 CRP
[ 4« TNFa pd
il tes L6
1 Leptin
Insulin resistance/hyperinsulinemia . .
s ype ¥+ Adiponectin
+ & Vistatin
* « Resistin
\ *+ Other mediators

Spritzer PM, Reproduction 2015 149:219

Figura 2. Modelo de interaccion para el aumento de peso y exceso de
andrégenos en el sindrome de ovario poliquistico Un tejido adiposo
hipertréfico inducido por ganancia de peso y/o hiperandrogenismo libera varias
adipocitoquinas que contribuyen al desarrollo de un estado hiperinsulinémico y de
resistencia a la insulina, el cual promueve, adicionalmente, un aumento de la
secrecion de andrégenos por el ovario.
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HIPOTESIS

PP —

El sindrome de ovario poliquistico es un tr?storno endocrino-
metabdlico que se caracteriza por Ia presencia de t.%:besidad abdominal
e hiperandrogenismo, el cual podria exacerbair el estado pro-
inflamatorio que, a su vez, se ha relacionadoécouﬁ este tipo de
obesidad. Nuestra hipotesis es que mujeres con ISO!P presentan un
alterado perfil de expresion de genes pro—inflar;“latji)rios del tejido

adiposo subcutéaneo, comparados con mujeres no; hiperandrogénicas

de edad e indice de masa corporal similar.

—— e e e ] —
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el perfil de expresion de genes pro

mujeres con SOP y mujeres no hiperandro

reproductiva.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

nflamatorios en

r

genicas en edad

i.- Determinar, mediante PCR cuantitativo, el perfil de

expresion de genes  pro-inflamatorios: TNF-a

adicionalmente adiponectina y leptina en tejido a

, IL-6, MCP-1 vy

diposc de mujeres

con SOP y de mujeres no hiperandrogénicas de edad e indice de

masa corporal similar.

2.- Cuantificar el contenido de macréfagos presentes en el tejido

adiposo de mujeres con SOP y compararlc al de mujeres no

hiperandrogénicas de edad e indice de masa corporal similar.

3.- Correlacionar el perfil de expresion génica de los

marcadores pro-inflamatorios con las concentraciones séricas de las

citoquinas TNF-a, IL.-6 y MCP-1.




MATERIALES Y METODOS

Diseino del Estudio

Corresponde a un disefio caso-control en e

cual se estimé [a

expresion génica de adipocitoquinas proinflamatorias del TAS y su

asociacion con la concentraciéon sérica de estos
manifestaciones clinicas y bioquimicas del sin

poliquistico.

El estudio contd con la aprobacién de los

correspondientes y se encuentra en el marco del

metabolitos y con

drome de ovario

Comités de ética

proyecto Fondecyt

1110864, titulado “Reproductive and metabolic features during the

menopausal transition and the early postmenopausal period in women

with polycystic ovary syndrome (PCOS): deepening into the

pathophysiology of PCOS.

Tamaiio de |a muestra

Se propuso estudiar 6 mujeres con SOP

y 6 mujeres no

hiperandrogénicas como grupo control. Finalmente logramos reclutar
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17 mujeres en total, 10 mujeres con SOP |y 7 mujeres no

hiperandrogénicas. Estudios con un nimero de participantes similar
han logrado encontrar diferencias significativas entre mujeres
controles y con SOP para la expresion génica de citoquinas en el TA
(Covington y col., 2015; Martinez-Garcia y col., 2013; Seow y col.,

2011).

Sujetos

Se estudiaron 10 mujeres con SOP y 7 mujeres no
hiperandrogénicas como grupo control. Todas ellas|se encontraban en
la etapa reproductiva, entre 18 a 42 afios y presentaron un indice de

masa corporal entre 20 y 30 kg/m?.

Las pacientes con SOP se reclutaron de mujeres que asistian
regularmente a control al policlinico docente del Laboratorio de

Endocrinologia y Metabolismo de la Facultad de Medicina Occidente de

la Universidad de Chile y fueron diagnosticadas como portadoras de
SOP de acuerdo al criterio de la conferencia de consenso de la
National Institute of Health (NIH, 1990). Este criterio requiere de 2
caracteristicas para su diagndstico: presencia de hiperandrogenismo
clinico o bioquimico y alteraciones menstruales, en ausencia de otra

causa especifica de enfermedad de origen ovarico, adrenal o
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hipofisiario (Zawadzki & Dunaif, 1992).

Los criterios diagnosticos de SOP de acuerd
fueron:

- Alteraciones menstruales

Presencia de oligoamenorrea o amenorrea.

considerd como ciclos de mas de 35 dias y menos

o al consenso NIH

Oligomenorrea se

de 90 dias (menos

de 8 ciclos menstruales por afioc) y amenorrea se definidé como

ausencia de menstruacion por un periodo de 3 meses o0 mas.

- Hiperandrogenismo

El hiperandrogenismo clinico se evalué como la presencia de

hirsutismo, con un valor de Score de Ferriman-Ga

tipo y distribucién de vello como indica la figura 3.

El hiperandrogenismo bioquimico se

concentracion serica de testosterona >

androstenediona > 2,46 ng/ml y/o un indice de

(IAL) > 6; de acuerdo a valores de corte previame

lwey = 8, segun el

definid por una

0,80 ng/ml, de
andrégenos libres

nte establecidos en

poblaciéon chilena sana de nuestro laboratorio (Maliqueo y col., 2003).

El TAL se calculd de acuerdo a la relacidon ent
sérica de testosterona total y su proteina transpor,

a la siguiente férmula:
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IAL= Testosterona total nmol/l x 100

SHBG nmol/l

Figura 3. Escala de cuantificacion y distribucion de vello corporal de
Ferriman-Gallwey modificada. Esta escala permite cuantificar el grado de
hirsutismo en las mujeres. Se asigha un valor de 1 a 4 a la densidad del pelo
terminal en cada una de las 9 areas de referencia, de no presentar vello se asigna el
valor 0. 5i el resultado de la sumatoria total de puntos es = 8 se considera
patolégico.

Si bien el criterio de NIH no considera el aspecto ecografico de
los ovarios para el diagndstico de SOP, la mayoria de las pacientes

presentaron un ovario de morfologia compatible con SOP de acuerdo
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al consenso de Rotterdam del afio 2003 (Group, 2004). El cual
establece que un ovario de morfologia complatible con SOP es aquel
gue presenta un volumen aumentado (= 10 ml) y/o la presencia de
12 o mas foliculos de entre 2 a 9 mm; siendo suficiente con que sdlo

1 ovario se encuentre afectado.

Las mujeres controles sanas fueron reclutadas de las mismas
areas geograficas que el grupo con SOP. Se incluyeron aquellas que
no evidenciaron hiperandrogenismo clinico o bioquimico y que
preseéntaron ciclos menstruales regulares (entre 28-32 dias), con un

examen fisico y ginecoldgico normal.

En ambos grupos se excluyeron mujeres que se encontraban
con tratamiento de anticonceptivos orales, terapias hormonales u
otros medicamentos que pudiesen modificar la funcién hormonal por
al menos 6 meses previos al estudio. Tampoco se incluyeron mujeres

diabéticas previamente diagnosticadas.

2

Protocolo de estudio

Las mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion, tanto
para el grupo con SOP como para el control, fueron entrevistadas e
invitadas a participar en el estudio. Aquellas que ingresaron

voluntariamente, fueron informadas sobre la naturaleza del estudio y
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se les efectué una evaluacién completa, la que incluyé anamnesis
dirigida, examen fisico general y ginecoldgico, y consignacién de
parametros antropométricos. Posteriormente, todas ellas se
presentaron en ayunas en nuestro laboratorio (entre las 8:00-9:00
hrs am) y se efectuaron una prueba de tolerancia a la glucosa oral
con determinacion de glucosa e insulina. En la muestra basal se
determiné ademas el perfil lipidico, los esteroides sexuales y la
concentracion de adipocitoquinas. El estudio se efectudé durante la
fase folicular temprana (entre el 3° al 5° dia de regla) y en las
mujeres con SOP con amenorrea en cualquier momento. Durante este
periodo se efectuaron también, una ecografia transvaginal con
medicion del volumen ovarico y recuento del nimero de foliculos.
Todas las participantes se efectuaron un examen de composicion
corporal mediante absorciometria dual de rayos X (DXA) para
determinar la composicion de grasa en distintas zonas del cuerpo y
una resonancia magnética nuclear en la cual se les evalué el

contenido de grasa visceral y subcutanea.

Para finalizar el estudio, se tomaron una biopsia de grasa

abdominal subcutanea, para la caracterizacion del perfil de expresidén

génica.
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Todas las mujeres firmaron los consentimientos informados
correspondientes, aprobados por los comités de Etica de Investigacién
en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile y comité de Etica Cientifico del Hospital Clinico de la Universidad

de Chile.

Determinaciones antropométricas

1.- Indice de masa corporal (IMC): Es un indice que evalda la
relacién entre el peso corporal y la talla de un individuo, cominmente
utilizado para clasificar el sobrepeso y obesidad en adultos. Se calcula
de acuerdo a la siguiente férmula: IMC= Peso (kg)/ talla® (m). Esta
relacién permite clasificar a un individuo en una categoria de peso.
Peso normal es considerado como un IMC entre 18 a 24.9, el
sobrepeso se define con un IMC enire 25 a 29.9 y la obesidad es
clasificada como un IMC 2 30 kg/m?. Esta clasificaciéon corresponde a
la recomendacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

(WHO, 1995).

2.- Indice cintura-cadera (ICC): Corresponde al diametro de
cintura minimo dividido por el diametro de cadera maximo, dado por
la férmula: ICC=didmetro cintura (cm)/didmetro cadera (cm). Esta

relacién permite una estimacion del tipo de obesidad, en la mujer
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debiera ser menor a 0.85. Un patron de distribucion de grasa alterado

estd dado por un ICC =0.85, lo que se denominada androide.

3.- Pliegues cutdneos: Los pliegues cutdneos se consideran una
medida de valoracién de la cantidad de TAS, determinado por el
espesor del pliegue de la piel (sin incluir el mdsculo). En este estudio
incluimos los pliegues tricipital, subescapular, abdominal y suprailiaco.
Fueron medidos con un caliper (Lange Skinfold Caliper, Cambridge
Scientific Industries) y expresados en milimetros (mm). La evaluacion
de estos pliegues permitié calcular el porcentaje de grasa total y

troncal, dado por las siguientes férmulas:

Porcentaje de grasa total (Faulkner)= [(P tricipital+ P subescapular+

P suprailiaco+P abdominal)] x 0.213 +7.9

Porcentaje de grasa troncal (abdominal)=

. P subescapular+P suprailiaco+ P abdominal

4.- Absorciometria dual de rayos X (DXA): Esta técnica permitio
evaluar la composicion de huesos (densidad mineral désea) y de
tejidos blandos del cuerpo {(masa muscular y masa grasa), asi como

el contenido de grasa corporal total y regional. Este procedimiento se
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realizé6 en el Centro de Diagndstico del Instituto de Nutricién y
Tecnologia de los Alimentos (CEDINTA), utilizando un densitdometro

Lunar DPX-L (Lunar, Madison, WI; software version 1.30).

5.- Resonancia magnética nuclear (NMR): Esta técnica permitio
cuantificar el volumen de la grasa subcutanea abdominal y visceral. El
protocolo con;sistic') en recostar a la paciente en posicidn supina para
tomar imagenes sagitales de la regidon abdominal, adquiriendo cortes
transversales de 10 mm de espesor desde el espacio intervertebral
L4-L5, continuando hacia los pies para cubrir el abdomen completo.
Las imdgenes adquiridas fueron analizadas usando el software Image
] (National Institute of Health, Bethesda, MD)

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). La figura 4 muestra como se demarcaron

las zonas abdominal y subcutanea.

Este procedimiento se realizd en el Servicio de Radiologia,
Unidad de Resonancia Magnética, del Hospital Clinico de la
Universidad Catdlica de Chile. El equipo utilizado fue un resonador

Philips Intera MRI 1.5T (Philips Healthcare).
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Figura 4. Cuantificacion de la grasa visceral y subcutanea evaluada por
resonancia magnética nuclear (NMR). El cuadro 4a corresponde a la imagen de
NMR original. El cuadro 4b muestra la imagen binaria. Las flechas en a y b indican
un artefacto en la imagen y su correccion, respectivamente. El cuadro 4c demarca el
area de tejido adiposo visceral (TAV) y el 4d del tejido adiposo subcutaneo (TAS).
Las imagenes fueron analizadas usando el software Image J. Inicialmente cada
imagen fue transformada en binaria, eliminando los artefactos confundentes. Para el
calculo del volumen de TAV y TAS se delined semiautomaticamente cada una de las
zonas y se consideré el numero de pixeles blancos de cada imagen binaria
multiplicado por el volumen de cada pixel (espesor de corte).

Biopsi iido adipos

Las pacientes fueron citadas en ayuno, a las 7:30 am, al
Hospital Clinico de la Universidad de Chile, José Joaquin Aguirre. El

procedimiento fue efectuado por un cirujano previamente capacitado,
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en una sala estéril y con la infraestructura adecu
muestra de TA abdominal subcutdneo de aproxin

de acuerdo al procedimiento que se realiza

ada. Se obtuvo una
nadamente 600 mg,

en el Centro de

Investigacion Biomédica de Pennington (Baton Rouge, LA, USA).

En resumen, el procedimiento consisti
anestésico en la zona abdominal peri-umbilical
Posteriormente se hizo una incision de 5-6 mm a
insertd una aguja de Bergstrom para colectar
succion. El TA obtenido mediante esta técnica

celular.

0 en inyectar un
(lidocaina al 2%).
través de la cual se
el tejido mediante

minimiza la ruptura

El tejido fue cortado inmediatamente en secciones de

aproximadamente 100 mg y congelado en nitrdgeno liquido a -70°C

hasta su procesamiento. Un trozo de TA fresco

analisis por inmunohistoquimica.

Determinaciones biogquimicas

Todas las participantes se efectuaren una pr,
la glucosa oral (PTGO), posterior a un ayuno de

Luego de la toma de la primera muestra de sangr,

fue destinado para

ueba de tolerancia a
entre 8 a 12 horas.

e, se le dio a ingerir

a cada paciente, una solucién de 75 grs. de glucosa disuelta en 250-

300 ml de agua fria. Posteriormente, se tomaron

a los 30, 60 y 120 minutos postcarga de glucosa.
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En cada muestra se




determiné glucosa e insulina. En [a muestra basal se midié la
concentracion de friglicéridos, colesterol total, colesterol HDL y se
calculé el colesterol LDL (formula de Friedewald). Ademas, se
determind la concentracion de gonadotrofinas: hormonas [uteinizante
(LH) y foliculo estimulante (FSH) y de esteroides sexuales: globulina
transportadora de esteroides sexuales (SHBG), testosterona,
androstenediona, 17-hidroxiprogesterona y estradiol. Finalmente, se
determinaron las citoquinas inflamatorias: TNF-a, IL-6; MCP-1,

adiponectina y leptina.

Estimacion de resistencia a la insulina

De acuerdo a los valores obtenidos de la PTGO, se pudo
caracterizar a las participantes segin presentaban o no resistencia a
la insulina, de acuerdo a la presencia de alguna de las siguientes

alteraciones:

1.- Concentracion sérica de insulina

Un valor de insulina en ayuno >12.5 uU/ml 6 a las 2 hrs post-

carga de glucosa > 60 ulU/ml, se consideraron como marcador de RI.

2.~ Modelo de valoracion homeostdtica (HOMA-IR)

El cdlculo de HOMA-IR es un método para la valoracidén de la




resistencia insulinica que se ha aplicado principalmente en estudios
poblacionales vy posee una buena correlacion con el clamp
euglicémico considerado el “gold standard”. Tiene menor costo y
complejidad, lo que favorece su aplicacion en estudios de prevalencia
y es ampliamente utilizado en Ila practica clinica. Para su
determinacion se utiliza la concentracién de insulina y de glicemia
basal a través de la siguiente formula descrita por Matthews

(Matthews y col., 1985):

HOMA-IR= Insulina en ayunas (pU/ml) x Glicemia en ayunas {mg/dl} / 405

Un valor de HOMA-IR >2.5 se considera como resistente a la

insulina, sin embargo un valor menor no descarta su presencia.
3.- indice de sensibilidad a la insulina (ISI composite)

Este método permite evaluar sensibilidad a la insulina vy
probablemente es el que mejor se correlaciona con el clamp

euglicémico (Matsuda & DeFronzo, 1999). Su formula estd dada por:

ISI composite: 10000

\/(GA x IA) x (Promedio {glucosa] x [insulina])

GA! glucosa plasmatica en ayunas (mg/di}, 1A: insulina plasmatica en ayunas (UI/ml)

Un valor de ISI composite <4.5 permite catalogar a un individuo

como resistente a la insulina.




Paridmetros antropométricos-bioquimicos

Para dar cuenta de las caracteristicas del TA se utilizaron 2
parémetros que integran mediciones antropométricas y bioquimicas,

ios cuales se definen como:

1.- Producto de acumulacion lipidica (PAL): Este indice se
determino con la concentracion sérica de triglicéridos y el diametro de
cintura. Ha sido propuesto como un marcador continuo de sobre
acumulaciéon lipidica y un buen predictor de enfermedad
cardiovascular y diabetes (Kahn, 2005), en mujeres la formula esta

dada por:

PAL= [Didmetro cintura (cm) -58] x Triglicéridos (mmol/I)

Se han propuesto valores de normalidad dependiendo de la

edad, mujeres entre 18-24 afios <16.0 y entre 25-49 afios <24.6.

2.- Indice de adiposidad visceral (IAV): Este indice comprende
un modelo matematico que integra el IMC y la circunferencia de
cintura con la concentracion de colesterol HDL y de triglicéridos (TG).
Se ha propuesto que refleja la adiposidad visceral y estados de
resistencia a la insulina (Amato y col., 2010). Es un buen predictor

de obesidad, pero relacionado ademas a sindrome metabdlico

(Zimmet y col., 2005).




Se calcula por la formula:

IAV= Didmetro cintura x (TG/0.81) x (1.52/HDL)

36.58 + (1.89 x IMC) ’

Didmetro cintura (cm), IMC (ka/m?), TG {nmol/l}, HDL {nhmol/1)

Ensayos bioguimicos y hormonales

La glucosa sérica fue determinada por el método de glucosa
oxidasa (Roche) y evaluada colorimétricamente en un fotometro, el
coeficiente de variacion intra e inter ensayo fue <2.0%. El perfil
lipidico (triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL) fue
determinado por un ensayo colorimétrico (Roche), con un coeficiente
de variacién intra e inter ensayo de <2.0%. La concentraciéon de
colesterol LDL fue calculada por la férmula de Friedewald (LDL=

colesterol total - [HDL+TG/5]).

La concentracion de insulina fue medida por un ensayo
inmunorradiomeétrico (IRMA) (DIASource, Nivelles, Belgium), con
coeficientes de variacién intra e interensayo de 3% vy 7%,

respectivamente.

La SHBG fue determinada por IRMA con un kit comercial
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(Siemens Healthcare Diagnostics), con coeficientes de variacion intra

e interensayo de 5.0% y 7.9%. }
1

La testosterona, 17-OHP (DIASource, Nivelle‘ts, Belgium),

androstenediona (DIASource, Nivelles, Belgium) y estra!diol (Siemens
|
Healthcare Diagnostics) fueron determinados por radioinmuno ensayo

(RIA). Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron de
|

3.5% y 5.5 % para testosterona, 1.9% y 5.0% para 17tOHP, 3.8% y

7.5% para androstenediona y 2.7% y 5.0% para estradi;oi.

l

{H y FSH fueron medidos por un ensayo de inrrinunoabsorcién

|
ligado a enzimas (ELISA) (IBL International). Los cci:eﬁcientes de

variacion intra e interensayo fueron de 5.6 % y 6.2 % yl de 10.8 % y
l

i

10.6 %, respectivamente. |

La concentracion de TNF-a, IL-6; MCP-1, adiponecl-tina y leptina

1

séricas fueron determinadas por Luminex (Luminex 200, Austin, TX).

Esta metodologia consiste en una plataforma de deteccién diagnostica

basada en los principios de la citometria de flujo, c,?uya principal

ventaja es que permite medir simultdneamente varios analitos en un

mismo ensayo y utilizando pequefios volimenes de muestra con una
|

sensibilidad y especificidad muy alta. Basicamente (ial ensayo se

. . . . . | res
realiza en la superficie de micro esferas de poliestireno especificas

|
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b
para cada metabolito, las cuales tienen anclados IosT‘s analitos de

deteccion. La cuantificacion de los metabolitos se rea:liza haciendo

pasar las microesferas marcadas con 2 fluordforos lc/u por una
1

corriente de flujo. La concentracién de cada metabolito;esté dada de
acuerdo al marcaje fluorescente interno de cada micro elsfera (tipo de
metabolito y cantidad relativa). Los coeficientes de var{iiacién intra e
inter ensayo fueron no mayor de 2.9% vy 5.6%, paral los distintos
metabolitos. El limite de deteccién fue de 0.1 pg/ml pafra TNF-a, 0.4
pg/ml para IL-6, 1.1 pg/ml para MCP-1, 6.0 pg/ml parai adiponectina
y 4.7 pg/ml para leptina. Las determinaciones de atiﬂipocitoquinas
séricas se realizaron en el Departamento de Viroloéjfa (Proyecto

I
Luminex), Facultad de Medicina Norte de la Universidad de Chile.

METODOLOGIA MOLECULAR

1.- Obtencion de ARN mensajero (ARNm)

o b bt e ek pk o e oy o e

La extracciéon de ARNm total del TAS, se realizé mlediante un kit
comercial para extraccién de lipidos de tejido “RNeasy{( Lipid Tissue
Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Germany) de acuerdo a las in+:|icaciones del
fabricante. Este es un procedimiento simple que nos perimitié obtener

un producto de Optima concentracion e integridad{a partir de
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aproximadamente 100 mg de tejido. Brevemente, el procedimiento
comprendié cuatro fases diferenciadas: homogenizacién, extraccion,
purificacién en mini columnas y finalmente elucion. La concentracion y
calidad del ARN fue determinado por espectofotometria (ND-1000
spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE9), las
concentraciones estuvieron en un rango de entre 50 y 300 ng/ul con
un rendimiento Azeo/280>1.8. La integridad de algunas muestras se
corroboro por electroforesis con un gel denaturante de agarosa al 1%

en presencia de bromuro de etidio, como se muestra en la figura 5.

ARN1 ARNS Marcador
peso
molecular

4000 pb

ARNr 285

—— (:2000,pb
e 1500 pb

ARNr 185

Figura 5. Gel de integridad para evaluar la calidad del ARN extraido de las
biopsias de grasa subcutanea. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio, indica integridad del ARN del TAS mediante la visualizacion de
bandas de ARN ribosomal (18S y 28S).

Todas las muestras fueron tratadas con desoxirribonucleasa

(DNasa) (RNase-Free DNase Set Qiagen), como un paso anexo en el
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mismo protocolo de extraccion, con el fin de remover posibles

contaminantes de ADN gendmico.

2.~ Sintesis de ADN complementario (ADNc)

La primera hebra de ADNc se sintetizé a partir de igual cantidad
de ARN inicial, 250 ng, utilizando la enzima transcriptasa reversa
Superscript III (SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix for
gRT-PCR, Invitrogen), en un volumen de reaccién final de 20 pl, de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

3.- Amplificacion de ADN por la técnica de PCR

cuantitativo en tiempo real (qPCR)

El ARNm fue transcrito en forma reversa y amplificado por PCR
en tiempo real en un termociclador Stratagene Mx 3000P (Agilent,
USA) usando las condiciones de ampilificacién indicadas para el master
mix comercial (Taqgman Universal PCR Master Mix II, Applied
Biosystems) y las sondas Tagman (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) especificas para cada uno de los genes de interés: TNF-q,
IL-6, MCP-1 y adicionalmente adiponectina, leptina y el receptor de
androgenos (RA). Las sondas TaqMan utilizadas en los ensayos de

expresion génica se detallan en la tabla 1.
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La mezcla para la amplificacion por PCR contenia: 10 ul del
Master Mix, 1 Ul de cada sonda 20x (concentracién final de 1x), 4 pl
de ADNc y 5 pl de agua, en un volumen final de 20 pl. El protocolo
consistid en una denaturacion inicial a 95°C por 10 minutos, seguida
de 40 ciclos con una denaturacién a 95°C por 15 segundos y 1 minuto
a 60°C como fase de hibridacién y extensién. Las muestras se

amplificaron en cuadruplicado.

Para la normalizacion de los datos se utilizd el gen de GAPDH
segiin el método 222 (Livak & Schmittgen, 2001; Schmittgen &
Livak, 2008). El parametro del ciclo umbral (Ct) se definidé como el

ciclo en el cual la intensidad de la fluorescencia excedid un umbral

fijo.
Gen Nombre comercial
CCL2 CCL2 (Hs00234140_ml)
TNF-a TNF (Hs01113624_g1)
iL-6 IL6 (Hs00985639_m1)
Adiponectina AdipoQ (Hs00605917_m1i)
Leptina LEP (Hs00174877_m1)
Receptor de andrédgenos AR (Hs00171172_m1)
GAPDH GAPDH (Hs99999905_m1)

Tabla 1. Sondas Taqman (Applied Bliosystems). Genes caracterizados en los
analisis de expresién y nombre comercial de cada sonda Tagman utilizada en los
ensayos de PCR en tiempo real.
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CARACTERIZACION DEL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO

ABDOMINAL

1.-Inmunohistoquimica

Las muestras de TA fresco fueron fijadas en formalina al 10%
por 48 horas a temperatura ambiente y luego embebidas en parafina
en un sistema automatizado. En cada muestra se realizaron cortes
serfados (secciones de 5 pm), los que fueron montados en
portacbjetos xilinizados. Se obtuvieron 3 niveles para cada muestra, a
intervalos de 50 um. Las secciones fueron deparafinizadas en xiloles
consecutivos y en una serie de alcoholes de concentracién
decreciente. Se realizd una recuperacion antigénica con citrato de
sodio 10 mM, pH 6.0, a 80°C durante 20 minutos. Luego se efectud el
bloqueo de peroxidasa enddgena con H,0, al 3% por 20 minutos y
posteriormente el bloqueo de uniones inespecificas por el mismo
tiempo (Invitrogen #00-3218). En cada portaobjeto, se incubé una
seccion con anticuerpo anti CD68 por 30 minutos (1:800, Dako
#M0814) y otra sdlo con la solucién de dilucion de los anticuerpos
(Invitrogen #00-3218) como control negativo. Posteriormente, las
secciones fueron incubadas con un anticuerpo secundario biotinilado y

el sistema de estreptavidina peroxidada (LSAB), segun las
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instrucciones del fabricante (Dako #K0679). Finalmente, las secciones
fueron contra tefiidas con hematoxilina. Se utilizd amigdala como
control positivo. La figura 6 muestra una inmunohistoquimica

representativa de una mujer control y una con SOP.

(d) o "

‘ﬁq.

£ 2 I S

Figura 6. Inmunodeteccion de macrofagos en tejido adiposo subcutaneo de
mujeres controles y con SOP. Las microfotografias muestran secciones
representativas de tejido adiposo subcutaneo (TAS) de una mujer control (M70) y
una mujer con SOP (M89), incubadas con el anticuerpo anti CD68 y contra tefiidas
con hematoxilina. La figura 6a y 6d corresponden un corte de amigdala utilizada
como control positivo (barra 100 y 25 pm, respectivamente). La figura 6b y 6e
muestran una seccion de tejido adiposo de una mujer control (barra 200 y 25 pm,
respectivamente). La figura 6c y 6f corresponde a TAS de una mujer con SOP
(barra 100 y 50 pm, respectivamente). En el panel superior, los cuadros contienen
macrofagos positivos. En el panel inferior, las flechas indican macréfagos positivos.
A: Adipocitos uniloculares (adipocitos blancos), TC: Tejido conectivo.

2.-Recuento de macrofagos

Las células CD68 positivas se reconocieron como los nucleos

rodeados de tincion café. Debido al tamafio de las muestras se hizo
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un barrido completo (10X) de la totalidad de los cortes en blsqueda
de la tincidn especifica, luego se confirmé con aumento 40X y se
contaron los nacleos. Debido al escaso nimero de macrofagos totales,
se considerd la sumatoria de la cuantificacidn en cada nivel,

obteniendo un nmero total para cada muestra.

Se definieron, arbitrariamente, categorias de acuerdo al nimero

de macréfagos presentes, las cuales se describen a continuacion.
Categorias presencia macréfagos
0: 0 macrofagos totales
1: 1 a 10 macréfagos totales
2: 11 a 30 macroéfagos totales
3: 31 a 50 macréfagos totales

3.- Calculo de area de los adipocitos

La determinacién del &rea de los adipocitos se realizé mediante
el andlisis de imagenes computarizadas con el programa Imagel
(NIH). Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio LEICA
DM2000. La metodologia consistid en medir 100 adipocitos,

escogiendo 2 campos al azar y con la precaucién de que las zonas
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estuvieran histolégicamente bien conservadas. Finalmente se
promedid el drea de los adipocitos de cada muestra y se expresé en

mm?.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos son expresados como medianas y rango. Dado el
nimero de muestras que se incluyé en cada grupo, se utilizé
estadistica no paramétrica. Las diferencias entre los grupos se
evaluaron mediante el test de Mann-Whitney. Las comparaciones
entre porcentajes se realizaron con el test de Fisher. Para evaluar las
correlaciones entre los distintos parametros se realizaron
correlaciones bivariadas de Spearman. El efecto confundente de la
edad fue evaluado mediante regresion multiple. Los andlisis fueron

realizados en el programa SPSS 17.0.

44




RESULTADOS

La tabla 2 muestra las caracteristicas clinicas de las mujeres
controles y con SOP. Las mujeres con SOP presentaron un peso e
indice de masa corporal comparable al de las mujeres controles, sin
embargo fuvieron una edad significativamente menor (p= 0.034).
Salvo por la estatura que fue menor en las mujeres controles, los
otros parametros antropométricos como circunferencia de cintura y
cadera, la relacion entre la cintura y la cadera y la presién arterial
también fue similar entre ambos grupos. Las mujeres con SOP
presentaron mayor grado de hirsutismo de acuerdo al score de
Ferriman-Gallwey (p=0.007) y un volumen ovarico aumentado
(p=0.020), en comparacion a las mujeres controles. Al corregir todos
estos parametros por la edad, se mantuvieron las diferencias entre los

grupos.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de mujeres controles y con sindrome de ovario

poliquistico (SOP)

C sop p
(n=7) {n=10)
Edad (afios) 41.0 (30.0 - 42.0) 31.0 (18 - 42) 0.034
Peso (kg) 57.7 (51.0 - 70.0)  68.0 (54.0 - 83.0) 0.051
Talla (m) 1.52 (1.48 - 1.61) 1.60 (1.49 - 1.70) 0.025
IMC (kg/m?) 25.0 (21.6 - 29.8) 26.9 (20.8 - 30.1) 0.379
Circ. cintura (cm) 75.0 (58.0 - 85.0) 85.0 (650. - 87.0) 0.171

Circ. cadera (cm) 65.0 (86.0 - 108.0) 97.0 (86.0 - 106.0) 0.557

ICC 0.83 (0.54 - 0.94) 0.84 (0.70 - 0.99) 0.435
PAS (mm Hg) 110 (90 - 120) 100 (90 - 130) 0.403
PAD {mm Hg) 70 (60 - 70) 65 (50 - 80) 0.712
Score Ferriman-Gallwey 1 (0-2) 11 (2-18) 0.007
Volumen ovarico (cc) 4.7 (3.7 - 6.9) 8.2 (5.2 - 18.1) 0.020

IMC: Indice de masa corporal, ICC: indice cintura/cadera, PAS: presion arterial sistdlica, PAD: presidn
arterial diastolica. Datos expresados en mediana y rango. p<0.05 se considera significativo.

La tabla 3 muestra el perfil hormonal de las mujeres estudiadas.
Las mujeres con SOP presentaron mayor concentracion de 17 OHP,
androstenediona y testosterona que las mujeres controles. El indice
de andrégenos libres tendié a ser mayor en las mujeres con SOP,
aunque sin alcanzar significancia estadistica (p=0.064). La hormona
foliculo estimulante fue menor en el grupo de mujeres con SOP
(P=0.010), mientras que las concentraciones de hormona luteinizante

y de SHBG fueron comparables entre ambos grupos.
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Tabla 3. Parémetres hormonales de mujeres controles y con sindrome de ovario
poliquistico {SOP)

C SOP P
{n=7) {n=10)
LH (UI/L) 3.2(0.8 -62.9) 2.6(1.1-7.0) 0.922
FSH (UI/L) 8.4 (6.1 - 10.8) 55(1.0-7.4) 0.010
17-0OH Progesterona (ng/mil) 0.80 (0.31 - 1.79) 1.6 (0.9 - 2.5) 0.025
Androstenediona (ng/ml) 1.8(1.0-3.1) 2.9(1.6 -4.0) 0.040
Testosterona (ng/ml) 0.51 (0.23 - 0.62) (.81 (0.31 - 1.55) 0.051
Estradiol (pg/ml) 37.1 (10.7 - 69.2) 30.4 (11.7 - 67.2) 0.329
SHBG (nmol/L) 88.1 (42.3 - 118.3) 52.2 (5.4- 107.8) 0.283
IAL 2.2(0.9 -~ 4.6) 6.5 (1.2 - 56.3) 0.064

IAL: indice de andrégenos libres. Datos expresados en mediana y rango. p<0.05 se considera
significativo.

Los parametros metabdlicos se presentan en la tabla 4. Las
mujeres con SOP presentaron concentraciones basales de glucosa e
insulina comparables al grupo control, a su vez el perfil lipidico
también fue similar entre los grupos. En las determinaciones
posteriores a la carga de glucosa, se pudo evidenciar que las mujeres
con SOP presentaron mayor secrecién de insulina, con una diferencia
estadisticamente significativa para el area bajo la curva de insulina
(p=0.040). Los parametros indicativos de secrecion de glucosa fueron

comparables entre ambos grupos.

Al corregir por edad, no se observaron variaciones en e| analisis

para ninguna de estas variables.
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Tabla 4. Parametros metabdlicos en mujeres controles y con sindrome de ovario
poliquistico (SOP)

C SOP P
{(n=7) (n=10)

Ayuno

Glucosa basal (mg/dl) 75 (68-92) 83 (57-101) 0.696
Insulina basal {uUl/mi) 10.8 (7.7-13.4) 10.3 (4.5-15.0) 0.922
HOMA-IR 2.0(1.5-2.8) 1.9(1.1 -3.7) 0.845
Triglicéridos (mg/dl) 144 (84-209) 148 (76 -224) 1.000
Colesterol total (mg/dl) 205 (150-240) 164 (138 -185) 0.064
Colesterol HDL (mg/dl) 48.7 {30.8 - 66.8) 45.6 (25.5 -64.9) 0.626
Colesterol L.LDL {(mg/dl) 180 (121-246) 152 (105.9-176.3) 0.118
Post-estimulo

Glucosa (mg/dl) 91 (76-133) 104 (73-167) 0.329
Insulina (uUI/ml) 86.1 (17.8-99.7) 98.5 (23.4-278.4) 0.205
Promedio glucosa 111 (83-132) 114 (89-145) 0.526
Promedio insulina 38.2 (24-94) 70.5 (53-134) 0.064
ABC glucosa 14205 {(10110-17250) 14565 (10440-19140) 0.696
ABC insulina 4996 (2896-12998) S§730 (7107-20013) 0.040
ISIcomposite 5.4 (3.5-6.8) 3.9 (1.9-5.6) 0.118

ABC: area bajo la curva. Datos expresados en mediaha y rango. p<0.05 se considera significativo.

La tabla 5 muestra el contenido de grasa total vy
compartimentalizada para las zonas subcutdnea y visceral. La
determinacion de los pliegues cutdaneos medidos con un caéliper,
demostro que el contenido de grasa subcutdnea fue comparable entre
ambos grupos de mujeres, tanto para la sumatoria de los pliegues
totales (Faulkner), asi como para los pliegues de la zona abdominai.
De manera similar a [o evaluado mediante los pliegues, la
cuantificacién de grasa corporal por absorciometria dual de rayos X
tampoco encontrd diferencias en la composicidn de grasa total y

abdominal.

Por su parte, la resonancia magnética nuclear no permitié
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encontrar diferencias sustanciales en la cantidad de grasa subcutanea
entre mujeres controles y con SOP, asi como tampoco en [a relacidn
entre el compartimento visceral y subcutaneo. Sélo el contenido de
grasa visceral se encontrd discretamente aumentado en la mujeres
con SOP aunque sin alcanzar una diferencia estadisticamente

significativa (p=0.315).

Finalmente se calculd el producto de acumulacion lipidica y el
indice de adiposidad visceral, resultando ambos parametros

comparables entre mujeres controles y con SOP.

Si bien como ya se menciond, el contenido de grasa visceral fue
solo levemente superior en las mujeres con SOP, al corregir por edad
se observé que esta diferencia se hizo estadisticamente significativa
(p=0.046), con un mayor contenido de grasa visceral para las
mujeres con SOP; el resto de los parametros se mantuvieron

comparables luego de ajustar por la edad.
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Tabla 5. Contenido de grasa total, abdominal y visceral en nujeres controles y con
sindrome de ovario poliquistico (SOP), evaiuado mediante diferentes métodos

C S0P P
(n=7) (n=10)

Pliegues cutdneos |
% Grasa total (%) (Faulkner) 27.0 (19.2-38.6)  34.7(23.7-40.5) 0.239

Z pliegues abdominales (mm) 68.5 (40-107) 104.0 (57-120) 0.157
DXA

Grasa total (%) 33.9 (9.8-42.0) 39.2(19.3-42.6)  0.427
Grasa troncal total (%) 36.5 (8.1-45.8) 40.3 (15.6-47.7) 0.222
RMN

TAS (cc) 2981 (1009-3860) 3135((1673-4215) 0.560
TAV (cc) 794.6 (234-2389) 1595 (194-3515) 0.315
R TAV/TAS 0.25 (0.14~1.02) 0.40 (0.11-2.10) 0.711
Indices antropométrico-

biogquimico

PAL 22,1 (1.6-65.8) 44.4 (6.0-70.8) 0.329
IAV 3.1 (1.8-4.5) 3.3 (1.2-5.9) 0.696

TAS: tejido adiposo subcutdneo, TAV: tejido adiposos visceral, PAL: producto de acumulacion lipidica,
1AV:indice de adiposidad visceral. Datos expresados en medsana y rango, p<0.05 se considera
significativo
La tabla & muestra el porcentaje de mujeres con sobrepeso y
con una distribucion de grasa de tipo androide de |acuerdo al ICC vy al
producto de acumulacién lipidica. El 42.9% de las mujeres controles y
el 70% de las mujeres con SOP presentaron sobrepeso, porcentaje
que fue comparable entre los grupos (p=0.263). La distribucién de

grasa corporal de tipo androide tampoco mostré diferencias entre

ambos grupos.

A pesar de que el porcentaje de mujeres con el PAL sobre el
valor de corte normal fue comparable entre ambos grupos, al corregir

por edad se observd que las mujeres con SOP tenian mas alterado
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este indice (p=0.039).

Tabla 6. Prevalencia de alteraciones antropométricas y antrg

pométrica-bioquimica

en mujeres controles y con sindrome de ovario poliguistico {(SOP)

[¢ SOP p
{n=7) qn= 10)
% Sobrepeso-obesidad (IMC>25 kg/m?) 42,9 70.0 0.263
% Obesidad tipo androide (ICC>0.85) 42.9 40.0 0.906
% PAL elevado 42.9 80.0 0.787

IMC: Indice de masa corporal, ICC: indice cinturafcadera, PAL: producto de

acumulacién lipidica.

La tabla 7 muestra la prevalencia de RI, evaluada por distintos

indicadores. Si bien el porcentaje de mujeres

catalogadas como

resistentes a la insulina varié dependiendo del método que se utilizd

para definirlo, fue siempre similar entre las muje

SOP para un mismo parametro.

Tabla 7. Prevalencia de resistencia a la insulina, evaluada po

res controles y con

r distintos indicadores

en mujeres controles y con sindrome de ovario poliquistico (SOP)

[e SOP P

(n=7) (n=10)
RI (HOMA-IR>2.5) 14.3 10.0 0.760
RI (Insy>12.5 y/o-Ins;sgmn> 60 UI/ml) 85.7 80.0 0.115
RI (ISIcomposite <4.5) 42.9 80.0 0.787
RI (cualquiera de los 3 indicadores) 85.7 90.0 0.115

RI: resistencia a la insulina

La tabla 8 muestra la concentracién de

citoquinas séricas

determinadas por Miliplex. Los datos indican que las mujeres con SOP

presentaron mayor concentracidn sérica de leptina en comparacion a

la mujeres controles (p=0.030). IL-6, MCP-1, TNF-
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mostraron diferancias estadisticamente 5|gn|f|c tlvas entre ambos

grupos. Al corregir por la edad, se mantUVOJ|
I

concentracién de leptina entre los grupos (p=0:(

hh_‘v;—_n. A o 1

i

a diferencia en la

004). Respecto a la

concentracién de las otras adipocitoguinas, aparentemente, la edad

"

|

5|=
|I

no parece ejercer un efecto.

Tabla 8. Concentracién de citoquinas séricas (MILLIPLEX MAP) en mujeres controles

y con sindrome de ovario poliquistico (SOP) 1u
-.r

c ‘S0P p
{n=7) (n! 10)
IL-6 (pg/ml) 3.9(1.6-12.5) 2.3 (0 3-59 0.174
MCP-1 (pg/ml) 209.5 (160 - 348) 195 (111 - 548) 0.704
TNF {(pg/ml) 2.0 (0.5 -6.4) 1.9 (D 15 -4.3) 0.871
Adiponectina (ug/ml) 22.5(7.5-60.4) 17.0 (4 3-51.6) 0.588
Leptina {(ng/ml) 8.2 (3.4-16.7) 19.2 (6' 1-25.0) 0.030

Datos expresados en medlana y rango, p<0.05 se considera significativo |

La figura 7 presenta la expresion génica de las adipocitoquinas y

del receptor de andrdégenos. No se obs:e,rvaron diferencias

estadisticamente significativas en la expresic’mi de ARNm entre el

i

grupo control y con SOP para los genes estudiado"q.

|
!
|
|
J
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Figura 7. Perfil de expresion génica en tejido adiposo subcutaneo de
mujeres controles y con SOP. Para el analisis de expresion génica el ARNm fue
trascrito en forma reversa y amplificado por PCR en tiempo real en un termociclador
Stratagene Mx 3000P (Agilent, USA) con una master mix comercial (Tagman
Universal PCR Master Mix II, Applied Biosystems) y sondas Tagman para cada gen.
Para la normalizacion de los datos se empled el gen GAPDH. Las muestras se
amplificaron en cuadruplicado. La linea roja marca la expresion basal del grupo
control. Los valores son expresados en promedio + EEM.

La figura 8 muestra la relacion leptina/adiponectina para su
concentracion sérica y expresion génica. Se observd que la relacion
entre la concentracion sérica de leptina y adiponectina estuvo
significativamente aumentada en las mujeres con SOP en
comparacion a la mujeres controles (p=0.013). Esta relacion no se
mantuvo para su expresion génica (p=0.807). Al corregir por la edad,
se conservd la relacion de la concentracidon leptina/adiponectina

aumentada en las mujeres con SOP (p=0.041), sin modificaciones en
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la expresion génica.
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Figura 8. Relacién leptina/adiponectina para la concentracién sérica (A) y
expresién génica (B) en mujeres controles y con SOP. Valores expresados en
promedio & EE, * p<0.05 al comparar MC vs MSOP. |

La figura 9-A muestra una imagen de un corte de tejido adiposo

abdominal subcutdneo de una mujer control y de una mujer con SOP,

en las cuales se observan el tamano de los adipocitos. La figura 9-B

muestra un gréfico del area de los adipocitos del TAS en ambos

grupos de mujeres. Observamos que el area promedio de los

adipocitos fue comparable entre las mujeres controles y con SOP, Las

mujeres con SOP presentaron un aumento de 11% en el area de sus

1
|
!

adipocitos en comparacién al grupo control,

estadisticamente significativo.
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Figura 9. Area de los adipocitos del tejido adiposo subcutaneo en mujeres
controles y con SOP. La figura 9A muestra una microfotografia de tejido adiposo
subcutaneo (TAS) de una mujer control Y una mujer con SOP (barra 200 Hm). La
figura 9B representa el promedio del area de los adipocitos obtenido para cada
grupo de mujeres. Los valores estan expresados en promedio + EEM. Las secciones
de TAS fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. Las imagenes de los adipocitos se
adquirieron con un microscopio LEICA DM2000 y el andlisis del area se realizd con el
programa Image] (NIH). Para cada muestra se midieron 100 células de 2 campos al
azar (40X).

La tabla 9 muestra la cuantificacién de macrofagos en el TAS
abdominal de ambos grupos de mujeres. No logramos observar
diferencias en el nimero de macréfagos por &rea, ni en la distribucién

porcentual en distintas categorias para la presencia de macrofagos
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entre mujeres controles y con SOP.

Tabla 9. Cuantificacidon de macrdfagos en tejido adiposo de mujeres controles y con
sindrome de ovario poliquistico (SOP)

C SOP p

(n=7) {(n=10)
N° macrogagos/area 4(0-47) 4 (0 - 50) 0.767
Categoria N° macrofagos n (%) n (%)
0 macrdéfagos n (%) 2 (28.6) 3(30)
1-10 macréfagos n (%) 4 (57.1) 4 {40) 0.632
11-30 macréfagos n (%) 0 2(20)
31-50 macrofagos n (%) 1(14.3) 100

La tabla 10 muestra las correlaciones bivariadas de Sperman,
entre distintos parametros. Si bien no se encontraron correlaciones
entre la expresidon génica y la concentracion sérica de cada
adipocitoquina, se observaron otro tipo de asociaciones. Entre ellas
podemos mencionar, por ejemplo, en las mujeres con SOP una
asociacién negativa entre la concentracion sérica de adiponectina y el
drea bajo la curva de insulina y una asociacion positiva entre la
concentracién sérica de MCP-1 con el numero de macréfagos en TA.
Ademas, observamos una asociacion positiva de la grasa troncal
medida por DXA con el IAL y con la expresidn génica de CCL2; de la
concentracién sérica de leptina con el IAV, y una asociacién negativa
entre la expresion de adiponectina en grasa y el peso corporal. En

estas mujeres también se encontrd una asociacién positiva de la edad
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con la concentracion sérica de TNF-a y de MCP-1 y negativa con la
expresion de adiponectina. Por dltimo, encontrames una correlacion
positiva entre el area de los adipocitos y el contenido de grasa

visceral.

En las mujeres controles, encontramos una asociacion positiva
de la edad con parametros antropométricos de peso y contenido de
grasa corporal: IMC, contenido de grasa corporal medido por los

pliegues cutdneos, el contenido de grasa visceral y la relacién

TAV/TAS.




Tabla 10, Correlaciones bivariadas para distintos parametros en mujeres controles

y con sindrome de ovario poliquistico (SOP)

sSOoP
r D r D
IAL % grasa troncal 0.607 0.148 0.879 0,001
(DXA)
RCCL2 0.036 0.939 0.745 0.013
Concentracion |
sérica
MCP-1 N° macréfagos 0.177 0.738 0.683 0.029
Adiponectina ABCinsulina 0.657 0.156 -0.636 0.048
Leptina HOMA-IR -0.657 0.156 -0.855 0.002
IAV 0.314 0.544 0.830 0.003
Expresion
génica
RTNFA Peso 0.500 0.253 -0.809 0.005
IMC 0.500 0.253 -0.707 0.022
R TAV/TAS 0.536 0.215 -0.700 0.036
RLEP RADIPOQ 0.821 0.023 0.842 0.002
peso 0.214 0.645 -0.675 0.032
RADIPOQ RILG6 -0.179 0.702 0.685 0.029
EDAD IMC 0.815 0.025 0.119 0.743
TAV 0.852 0.015, 0.494 0.177
Grasa total 0.820 0.046 | -0.067 0.864
(Faulkner) !
2 Pliegues 0.820 0.046 0.017 0.966
cutaneos
R TAV/SAT 0.852 0.015 0.343 0.366
(MCP-1} 0.273 0.600 0. 634 0.049
(TNF-a) -0.395 0.439 0.640 0.046
RADIPOQ 0.074 0.875 -0,707 0.022
Area adipocito __ TAV -0.200 0.747 0.747 __ 0.010

r: coeficiente de correlacién de Spearman
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DISCUSION

|
En este estudioc en mujeres chilenas con SOP en edad

reproductiva obser‘vamos que ellas presentaron una alta
concentracion de leptina sérica en comparacién a las mujeres
controles. Mas audn, la relacion entre la concentracién de
leptina/adiponectina | también fue mayor en este grupo. La
concentracion séricaide adiponectina, IL-6, TNF-a y MCP-1 fue similar

entre las mujeres con SOP y controles. Por su parte, la expresion

génica de las adipocitoquinas y del RA tampoco mostro diferencias

entre los grupos. |Cabe mencionar que las mujeres controles
presentaron un pron'iledio de edad mayor que las mujeres con SOP. A
pesar de ello, el hec;ho de que las concentraciones de adipocitoquinas
fueran similares entri'e los grupos no fue atribuible a la diferencia de
edad. Las mujeres c%:on SOP presentaron un perfil hiperandrogénico,
con presencia de RI y obesidad, sin alteraciones en el metabolismo de

la glucosa ni del |perfil lipidico. Las mujeres con SOP siendo

comparables en IMC a las mujeres controles, mostraron un mayor
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contenido de grasa visceral al corregir por la edad, lo que podria

explicar en parte las alteraciones metabdlicas descritas en el SOP.

Es probable que las mujeres con SOP desarrollen un circulo
vicioso en el cual el hiperandrogenismo favorece el deposito de grasa
visceral y el desarrollo de RI, y esto a su vez, facilita la secrecién de
andrégenos en estas pacientes (Escobar-Morreale y col., 2006). Si
bien, se ha puesto gran interés en estudiar el efecto de la obesidad en
las mujeres con SOP, es menos claro lo que ocurre en estados
intermedios como el sobrepeso, categoria en la que se encuentran las

mujeres en este trabajo.

Nuestros datos mostraron que las mujeres con SOP presentaron
mayor concentracién sérica de leptina que las mujeres controles,
siendo ambos grupos comparables en IMC. Si bien [a expresién del
gen de leptina en TA se encontré levemente aumentada, no alcanzé
significancia estadistica, probablemente por el bajo nimero de
mujeres estudiadas. Cabe seflalar que estudios anteriores han
reportado que la leptina es una de las pocas adipoquinas que podria
encontrarse aumentada en circulacion en mujeres con SOP (Cervero y

col., 2006).

Fulghesu AM et al. encontraron que mujeres italianas con SOP
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tenian una alta concentracion de leptina, Ial cual ademas se
correlacionaba con el IMC (Fulghesu y col., 2011). No obstante, otros
estudios en mujeres con SOP han mostrado que la concentracién de
leptina es equivalente a la de mujeres controles, luego de ajustar por

grasa corporal (Remsberg y col., 2002; Vicennati y col., 1998).

Dos fuentes de produccién de leptina son el TA y el ovario, y
ambos son afectados en su estructura y funcidon en estados de
obesidad e hiperandrogenismo (Pasquali y col., 2006). Existe
evidencia de que la administracion de leptina a animales
experimentales induce anovulacién por efecto directo al ovario

(Duggal y col., 2000).

En relacién a la adiponectina, estudios previos han reportado
resultados conflictivos. Algunos han encontrado disminucién en la
concentracion de adiponectina en mujeres con SOP comparadas con
mujeres controles pareadas por IMC, mientras que otros no han
encontrado estas diferencias (Fulghesu y col., 2011; Wickham y col.,
2011). Un meta analisis que inciuyd mas de 3400 mujeres, concluyd
que después de ajustar por IMC, la concentracién de adiponectina era
menor en las mujeres con SOP y se correlacionaba con la RI (Toulis y

col., 2009). Sin embargo, uno de los grandes! problemas es que
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muchos de los estudios han medido adiponectina total y no la de alto
peso molecular que al parecer tiene mayor correlacion con
sensibilidad insulinica. En este sentido, un estudio en el cual se
determind la concentracién sérica de la adiponectina de alto peso
molecular, luego de ajustar por IMC y masa grasa, no encontrd
diferencias significativas entre mujeres controles y con SOP, pero si
describié una correlacién entre adiponectina y grasa visceral en las
mujeres con SOP (Barber y col.,, 2008b). Nuestros resultados son
comparables a este dltimo estudio, ya que medimos la adiponectina

de alto pesc molecular sin encontrar diferencias entre los grupos.

Uno de los parametros que se han propuesto para caracterizar
la funcionalidad del TA es la relacién leptina/adiponectina, la cual ha
sido descrita como un buen marcador del estado inflamatorio en el
SOP (Xita y col., 2007). En el presente estudio encontramos que las
mujeres con SOP presentaron aumentada esta relaciébn para la
concentracién sérica de las adipoquinas, lo que estd de acuerdo con lo
descrito previamente (Golbahar y col., 2012; Savastano y col., 2011).
Sin embargo, esta relacién no se encontrd alterada para la expresion
génica. Lo que podria indicar que a pesar de que ambos genes tienen

una expresién similar, hay otros factores que estarian influyendo en la

concentraciéon de las proteinas en circulacion. Entre ellas podriamos




mencionar la concentracion de insulina o de andrégenos, las cuales se
encuentran aumentadas en las mujeres con SOP. Ademas, como ha
sido postulado previamente, modificaciones post-transcripcionaies
también podrian contribuir a la concentracion de las adipocitoquinas

circulantes (O'Connor y col., 2010).

Respecto a las otras citoquinas, clasicamente se ha considerado
que las mujeres con SOP tienen mayor concentracién de proteina C
reactiva, IL-6 y TNF-a (Lindholm y col., 2011; Orio y col., 2003;
Xiong y col., 2011), sin embargo dos estudios recientes encontraron
que esas diferencias descritas son causadas exglusivamente por la
obesidad y no por la condicién SOP (Escobar-Morreale y col., 2003;

Méhlig y col., 2004b).

Nuestros resultados muestran que las concentraciones séricas
de IL-6, TNF-a y MCP-1 fueron comparables entre ambos grupos de
mujeres, lo que es concordante con estudios en los cuales no se han
encontrado diferencias en la concentracién seérica de citoquinas entre
mujeres controles y con SOP, cuando los grupos son comparables en

IMC (Lin vy col., 2011; Xiong y col., 2011).

Tanto las caracteristicas intrinsecas del adipocito, asi como la

expresién génica de las adipocitoquinas son importantes en el




desarrollo de disfunciones metabdlicas. Se ha élemostrado que el

didmetro de los adipocitos de mujeres con SOP es aproximadamente

25% mayor que el de mujeres controles de igual IMC (Manneras-Holm

y col., 2011) y que se asociaria con presencia de RI (Lee & Pratley,

2005). En este estudio evaluamos el area de los adipocitos y su
]

funcionalidad a través de la expresién del ARNm de adipocitoquinas.

El tamafio de los adipocitos del TAS de las mujeres con SOP fue
comparable al de mujeres controles, lo que concuerda con los
reportado por Rosenbaum et al (D. Rosenbaum y col., 1993). Sin
embargo difiere de lo que han descrito una serie de trabajos en los
cuales hallaron que los adipocitos de mujeres con SOP tienen mayor
didmetro y volumen que los de mujeres controles (Lee & Pratley,
2005; Manneras-Holm y col., 2014; Mannerds-Holm y col., 2011; Villa
& Pratiey, 2011). Los adipocitos hipertréficos podrian ser
consecuencia de variaciones en su capacidad de almacenamiento y/o
funcion lipolitica y se han asociado a presencia de RI (Lee & Pratley,
2005; Manneras-Holm y col., 2011). En este sentido, nuestro grupo
de mujeres controles y con SOP no difirieron en prevalencia de RI ni
en la concentracién de lipidos séricos, sin embargo este estudio no

evalud la actividad lipolitica en el TAS. No obstante, en las mujeres

con SOP encontramos una correlacién positiva entre el area de los




adipocitos del TAS y el contenido de grasa viscéral, lo que podria
|

interpretarse fisiolégicamente ya que se ha descrito que cuando el

TAS alcanza su capacidad méxima de acumulacién de triglicéridos, el

exceso de lipidos se desvia hacia el TAV, incrementando asi el

volumen de este compartimento (Ali y col., 2011).i

Nuestros resultados indican que la expresidn génica de las
adipocitoquinas en el TAS de las mujeres con SOP, no difiere a la del
grupo control. Estos resultados concuerdan con un estudio en
poblacién sueca en el cual se encontrd que la expresién de TNF-a y
MCP-1 en TAS de mujeres obesas con SOP fue similar al de mujeres
obesas controles. Este estudio reporté ademas, que la presencia de
macrdfagos fue comparable entre los grupos, concluyendo que seria
la obesidad, mas que la condicién SOP, la que podria explicar las
diferencias encontradas en otros trabajos (Lindholm y col.,, 2011).
Otro estudio mostré resultados similares para la expresién de
adiponectina y leptina en TA en poblacién danesa (Svendsen y col.,
2012). Por el contrario, Carmina et al. describieron que habia una
menor expresién de adiponectina y leptina en TAS de mujeres con
SOP (Carmina y col.,, 2008). Sin embargo, esas diferenclas las

i
atribuyeron al nimero de participantes, a la metodologia de obtencion

de la muestra y al background genético y étnico.




Evidencia reciente sugiere que los macrofagos que infiltran el TA
secretan citoquinas y contribuyen al estado proinflamatorio sistemico
observado en sujetos obesos (Weisberg y col., 2003). En este estudio
no encontramos diferencias en el niimero de macréfagos que estan
infiltrando el TAS entre las mujeres con SOP y controles. Esto podria
explicarse, por un lado, en base a que ambos grupos presentaban un
IMC y una concentracién de citoquinas similar. No obstante, en las
mujeres con SOP observamos una correlacién positiva entre la
concentracién sérica de MCP-1 y el nimero de macréfagos en tejido,
lo que confirma la regulacion que se ha observado entre ellos (Hu y
col., 2011; Tao y col., 2012). |

|

Dado que los andrégenos cumplen una activa funcion en regular
el metabolismo de los adipocitos e influyen en el remodelamiento de
los depésitos grasos, es de suma importancia evaluar su contribucién
en el SOP, cuyo eje central es el hiperandrogenismo. Tanto
andrégenos como estrogenos influyen en la distribucion y funcién del
TA a través de la unidn a sus receptores esgpcificos, los cuales
presentan una densidad y actividad diferente enlel TAS y en el TAV

(Rodriguez-Cuenca y col., 2005). Estos depésitos también difieren en

la expresién de enzimas envueltas en el metabolismo de hormonas

esteroidales (Blouin y col., 2009).




}

1
Datos recientes sugieren que los esteroides sexuales no sélo
influyen en la acumulacién de grasa, sino que ademas en la funcién

del TA y en la concentracién de las adipocitoquinas (Luque-Ramirez y

col., 2013).

Modelos animales expuestos a andrégenos desde la etapa
prenatal, confirman la importancia de los andrégenos en el
remodelamiento y distribucién del TA, asi como en las posibles
consecuencias metabdlicas deletéreas que podrian desarrollarse a lo
largo de la vida (Padmanabhan y col., 2010). Este fenémeno también
se evidencia en ciertos rasgos antropométricos y metabdlicos que
hemos detectado en nifias y nifios nacidos de mujeres con SOP desde
etapas tempranas de la vida (Recabarren y col., 2008; Sir-Petermann
y col., 2007). La desregulacién de la adipogénesis, como
consecuencia de un exceso de andrégenos en etapas tempranas
podria llevar a RI sistémica por conversion de grasa desde depositos
subcuténeos a sitios ectdpicos como higado y musculo y perpetuar de

esta manera el SOP (Eisner y col., 2003; Roland y col., 2010).

Un estudio de expresién génica del RA en TA, demostré que los
niveles de ARNm estaban aumentados en mujeres danesas con SOP

en comparacién a un grupo control (O'Connor y col., 2010). A
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diferencia de esos resultados, en el presente estudio no encontramos
diferencias en la expresiéon génica del receptor de andrégenos entre
las mujeres controles y con SOP, asi como tampoco observamos
alguna asociacién directa del receptor con la expresién o

concentracién de las adipocitoquinas.

En este sentido, la concentracién de andrbgenos séricos de las
mujeres con SOP no se correlaciond con la concentracidn ni expresién
génica de las adipocitoquinas. Estos datos son concordantes con un
estudio en mujeres con SOP conducido por Pusalkar et al en el cual se
concluyd que a pesar gue estas mujeres tenian altas concentraciones
de androgenos y leptina, esas hormonas se réﬂgulaban de manera

independiente (Pusalkar y col., 2010). h

Los estudios acerca de !a relacidon entre las adipocitoquinas y los
andrégenos han sido sujeto de resultados conflictivos, por lo tanto, no

|
I a r -
se ha logrado establecer de manera absoluta una correlacion directa

entre ellos (Seftel, 2005; Yiimaz y col., 2009). |

I
Aln no existe claridad si en el SOP, el exceso de androgenos
promueve el estado de inflamacién o si ocurre en sentido inverso
(Repaci y col., 2011). En virtud de la primera hipotesis, cabe recordar

que los andrégenos causan hipertrofia de los adipocitos, regulan la
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expresion de proteinas y enzimas envueltas en el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos, y participan en la difef'enciacién de
preadipocitos a adipocitos maduros (Cortén y col., 2007). Ademas,
promueven la activacién de células mononucleares (Gonzalez, 2012).
Esto sugiere que el excese de andrégenos en €l SOP ponria promover
el proceso inflamatorio (Cortén y col., 2007; Gonzalez, :;_012).

A favor de la segunda hipdtesis, estudios in vitro han
demostrado que estimulos proinflamatorios tienen la capacidad de
regular positivamente las enzimas esteroidogénicas de.las células de
la teca del ovario, responsables de la produccién de aqdrc’:genos, ese

hallazgo podria indicar que la inflamacién estimula directamente la

produccién de andrdégenos al menos a nivel del ovario en mujeres con

SOP (Gonzélez y col., 2005; Gonzalez y col., 2009).

¢

Es interesante mencionar un estudio que propéne que en el
SOP, el hiperandrogenismo podria ejerce un efecto antiinflamatorio
cuando la obesidad estd presente, por tanto no }promoveria la
inflamacién en este desorden (Ek y col., 1997). Eéa Gni;ca observacion
supone que los andrdgenos tienen un efecto pleit?trépico en la

inflamacion, dependiente de una combinacién entre el,SOP y el peso

presente en cada individuo (Ek y col., 1997; Gonzalez )/ col., 2012).
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En este trabajo no logramos establecer correlaciones entre la

expresién génica y la concentracion sérica de cada adipocitoquina. Lo
;

que nos permite sugerir que la concentracidon circulante de las

adipocitoquinas podria ser reflejo del microambiente particular o estar

siendo modulada por vias o mecanismos post—trang,crichonaIes, en los

cuales también participan otros tipos celulares. Estiudios“ recientes han

demostrado que cerca del 90% de las adipoquinas liberadas por el TA,

excepto adiponectina y leptina, podrian ser atribuible$ a células no
|

grasas (Fain y col., 2004). La secuencia de eventos en la cascada

inflamatoria con el TA compromete las células inmunes, primero
|

linfocitos y luego los macréfagos (Nishimura y coI.,‘% ZOOQ).
!

No obstante, este estudio logrd establecer corrglaciones entre
algunos parametros clinicos y bioquimicos. En las mujeres con SOP se
encontré una asociacién negativa entre la concentracién sérica de
adiponectina y el drea bajo la curva de insulina y una asociacion

f
positiva entre la concentracién sérica de MCP-1 y ‘el nimero de
macréfagos en TA. También hallamos una asociaciénipositiva de la
concentracion de leptina con el HOMA-IR y con el IP%V. Algunas de

estas observaciones habian sido previamente reporte‘adas (Kanda vy

col., 2006; Manneras-Holm vy col., 2011; Stienstra y co!., 2011; Wang
! |

y col., 2011). Ademas, se observaron algunas correlaciones entre la
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expresién génica de adipocitoquinas con parametros de distribucién

de grasa y peso corporal. Finalmente, en este grupo se'encontré una
i i

asociacion positiva de la edad con la concentracién sér.ic::a de TNF-a y

de MCP-1 y negativa con la expresion de adiponectina, parametros
y

que probablemente} pudieran modificarse con el pascf: del tiempo,
| |

llevando incluso a una exacerbacién de la hiperinsuliner}'ﬂa (Puurunen
y col., 2011; Ramanand y col., 2014). |

: . L, i
En las mujeres controles, se encontré una correlacion positiva

de la edad con el IMC y con el contenide de grasa corporai evaluado
|

por distintos métodos, lo que es concordante con e‘,studlos previos que
han reportado un cambio en la distribucién de grasa corporal en
mujeres de la pot?lacic'm general a medida que se acercan a la

menopausia (Sower§ y col., 2007).

Mas especificamente, se ha descrito que las mujeres durante

este periodo de fransicidn podrian ir empeorando su condicién

|
metabdlica, con un evidente aumento de peso y;redistlribucién de la

| , .
grasa corporal hacia la zona abdominal y gIL’!teo;—fechral (Sowers y

1

col., 2007). [

L

;
*
j
Dado que erg el grupo de mujeres con SOP vy controles se

presentaron diferentes correlaciones entre |la expresién y la




|
|

concentracién de las adipocitoquinas y los parametros hormonales y

antropométricos, se refuerza el concepto de que probabll'emente existe
una regulacién distinta en el TAS de cada grupo, la que estaria
modulada por un rhicroambiente local, en el cual pos;iblemente las
enzimas que partici[:;an tienen distintas actividades,y gat:illan una serie
procesos biolégicos‘particulares dependiendo de las co:ndiciones que

presenta cada mujer. |

El desarrolloﬁ de un exceso de TA se ha asociado

consistentemente con inflamacién crénica causada por infiltracion de

celulas inmunes ;i activadas vy sobreproduccir.i'm de citoquinas
proinflamatorias. Imualmente, el TAV se asocid mas estrechamente
con anormalidades metabohcas gue la adiposidad subcutanea (Hamdy
y col., 2006; Lebovitz & Banerji, 2005). Posiblemente, fporque el TAV
es mas vulnerable ‘“;a la pérdida de regulacién inmuneiy por tanto a
inflamacion. Adn no esta claro si lo que desencadena Ie}ns alteraciones
metabdlicas es la adiposidad, la inflarmacién y/u otros f:actores. Se ha
|
sefialado que mthas de las alteraciones er? las| citoquinas y
adipoquinas en sarﬁlgre reportadas en mujeres con SQP podrian ser
.
producto de un ma\E(or contenido de TA (Puder y col., 2005; Yildirim y
col., 2003), dado qiue varios estudios han encontrado un aumento en

marcadores inflamatorios en pacientes con SOP cbesas y delgadas
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con alto contenido. de grasa abdomina! (Escobar-Morreale y col.,

2011: wild y col., 2011).
i

Debido a queien el presente estudio se evalud el contenido de
grasa corporal por r:nétodos con diferentes grados de complejidad, es
posible concluir queg ambos grupos fueron comparables en cuanto a la
distribucién de grasf;a del TAS. Con respecto al TAV, debemos ser mas
cautos en la interpretaciéon de los resultados pues, alli corregir este
parametro por la {adad, se observd que el conteniclé; de TAV fue

estadisticamente mayor en las mujeres con SOP en comiparacidn a las

mujeres controles (;j:>=0.046).

AuUn no hay ccénsenso respecto al patrén de distribucion de grasa
corporal en el SOP, y al parecer dependen del tipo de TA que se
evalGia, del grado de obesidad de las participantes y de la técnica
utilizada. Un estudio conducido por Barber et al. no encontré
diferencias en el ::ontenido de grasa subcutanea y visceral entre
mujeres obesas con y sin SOP (Barber y col., ;2008a=). De manera
opuesta, otros grupos han reportado que las mujeires con SOP, incluso
de peso normal, tie;nen un mayor contenido de grasa en comparacién

a mujeres controleé de igual IMC (Carmina y col.,|2007; Huang y col.,

2013; Sprung y coil., 2014). Interesantemente un estudio demostré
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que las mujeres delgadas con SOP tenian menor contenido de grasa

visceral que las mujeres controles (Dolfing y col., 2011).

Se ha postulado que la mayor desregulacién en las mujeres con
SOP podria observarse en el TAV, el cual estaqia acumulando los

acidos grasos v triglicéridos extra del compartimerilto subcutaneo. Sin

embargo, la dificultad en la obtencién de este tejido no nos permitid
estudiarlo. No obstante, no se debe minimizar la contribucion del TAS,

pues en extension constituye el mayor depdsito de grasa, cerca del

[

80% de la grasa totél, ademas es el principal secretor de adiponectina
y leptina (Cortén vy, col., 2007; Cortén y col., 2(?08; Wahrenberg y

col., 1999). Ademds, estudios cuidadosamente ejecutados han
;
sefialado que el TAS es mas fuertemente asociado con mediciones de

estimacion de sensibilidad insulinica derivadas derivada del clamp-
euglicemico hiperin:sulinemico, el test de referencia para medir la

sensibilidad insulinica (Abate y col., 1995; Goodpaster y col., 1997).

Fox et al. mostraron que tanto el TAV como el TAS fueron asociados

!

con un perfil metabdlico adverso, destacando la importancia que

tienen ambos depdsitos (Fox y col., 2007).

i
Recientement:e se ha reportado que dep‘c;:')sitos de grasa de

diferentes origenes. difieren en cuanto a sus marcadores inflamatorios

!
I
i
|
i

74




H
(Huber y col., 2008; Poulain-Godefroy y col., 2008) y analisis de
perfiles genomicos y proteémicos en mujeres obesas con SOP han
revelado cambios en varias vias bioldgicas (Cortéon y col., 2007;
Corton y col,, 200?). A pesar de que en algunos estudios se han
encontrado diferencias en la expresion de moléculas inflamatorias de
mujeres con SOP, pi’incipalmente en el TAV, no implica que este tejido
sea responsable absoluto de la concentracién sérica de las citoquinas,
ya que sdélo un limiﬁftado nimero de mediadores derivados del TA son
liberados a la circulacion en cantidades suficientes como para
provocar un aumento de la concentracidn sistémica y asi lo
demuestran dos estudios (Dahlman y col., 2005; Murdolo y col,,

2007). :

En conclusiérf:, podriamos decir que el hiperandrogenismo no
confiere un efecto |;articular en las caracteristicas y contenido del TAS
de mujeres jovenes con SOP de peso normal y con sobrepeso. No
obstante, existiria un grado de disfuncion de este tejido evidenciado
por el aumento;, de la leptina sérica y de Ia relacion
leptina/adiponectina, sin alteraciones aparentes en la expresion
genica de las aci:lipocitoquinas ni del receptor de andrégenos.
Interesantemente, observamos que las mujeres con SOP presentaron

un mayor contenido de grasa visceral en comparacién al grupo
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control, probablemente debido a que este compartimento es mas
sensible que el TAS a la accién de los androgenos. No podemos
descartar que las caracteristicas observadas en el TAS y en el perfil
inflamatorio de las mujeres con SOP pudiese modificarse si las
mujeres con SOP aumentan de peso, agregandose nuevas

alteraciones o empeorando las preexistentes.
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CONCLUSION

!
En el contexto ide la caracterizacién de factores proinflamatorios
en mujeres normopeso Yy sobrepeso con SOP, esta investigacién ha

hecho los siguientes aportes:

1.- Las concentraciones séricas de IL-6, TNF-a, MCP-1 vy
adiponectina de lasfmujeres con SOP no estuvieron aumentadas al

compararse con mujeres controles de edad y peso similar.

2.~ El aumento de la leptina sérica y de la relacion
leptina/adiponectina; que presentaban estas mujeres, podria dar

cuenta de algtin tipo de disfuncién del tejido adiposo.

3.- El tejido?adiposo subcutdneo de las mujeres con SOP

presentd una expresion génica normal de IL;e6, TNF-a, MCP-1,

adiponectina y leptina, donde los andrdgenos no ;barecen tener un rol
]

mayor en su expresién. Ademds este tejido mostro caracteristicas
i

morfoldgicas similar%es a las de mujeres controles.
i

4.- El aumento del contenido de tejido adiposo visceral, pero no
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del subcutaneo en I?s mujeres con SOP podria ser consecuencia de

una mayor sensibilidad a los andrégenos de este compartimento.

En conjunto, podemos decir que mujeres con S0P en edad
reproductiva y con isobrepeso tendrian un patron de expresion de
citoquinas del tejidoz adiposo subcutaneo comparable al de mujeres
controles de igual péso corporal, con un aumento sélo en la secrecion

L
de leptina sérica. :;Sin embargo no podemos descartar que en
condiciones mas sieveras de obesidad, en interaccién con los

androgenos e insulin‘ia, pudiera modificarse el perfil proinflamatorio.
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Figura 10. Modelo integrativo propuesto: Caracteristicas del tejido adiposo
subcutaneo, secrecién y expresion génica de adipocitoquinas y respuesta
del tejido adiposo visceral en mujeres controles (MC) y con SOP (MSOP) de
peso normal, con sobrepeso y obesas. (A) En una condiciéon de peso normal, el
TAS y TAV de las MSOP es similar en su cantidad, funcion vy expresion de genes
proinflamatorios al de mujeres controles de igual peso. Sélo la leptina sérica podria
estar aumentada en las MSOP. (B) En estados de sobrepeso, las MSOP podrian
presentar indicios de una disfuncion del TAS, con una disminuida capacidad de
almacenar TG, desviando el exceso hacia el TAV. Frente a este estimulo los
adipocitos del TAV acumulan los TG y aumentan de tamafio, lo que observamos en
las MSOP como un mayor contenido de TAV en comparacion a las MC. Las otras
propiedades del TAS no sufririan modificaciones sustanciales. La leptina sérica se
encuentra aumentada en las MSOP. (C) En franca obesidad es probable que las
MSOP presenten un TAS con adipocitos con una muy limitada capacidad de
expansién, por tanto de almacenar TG. La cantidad de este tejido es igual o
levemente superior al de MC. Sin embargo, podrian presentar un evidente aumento
del contenido de TAV, el cual acumula el exceso de TG. La leptina sérica se
mantendria aumentada y es probable que otras adipocitoquinas presenten una
alterada secrecién. Ademds, el TAS al estar sometido a un mayor estrés podria
presentar diferencias en la expresion génica de algunas adipocitoquinas. TAS: tejido
adiposo subcutdneo, TAV: tejido adiposo visceral, TG: triglicéridos.
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