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PREMIO FASEN - Primer premio basico

Efecto del hiperandrogenismo prenatal sobre la fertilidad

Effect of Prenatal Hyperandrogenism on Fertility
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RESUMEN

Introduccion: El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una de las endocrinopatias reproductivas més
frecuente en mujeres en edad fértil. Dado que la infertilidad es un problema que afecta a numerosas parejas
con deseo de concepcion en el presente trabajo nos centramos en el estudio del Gtero, 6rgano encargado de
mantener y proteger al feto en desarrollo durante la gestacién.

Objetivo: Evaluar como la reprogramacién fetal afecta la funcionalidad del tejido uterino durante la etapa
puberal y durante la etapa adulta.

Material y Métodos: Se utiliz6 un modelo murino de hiperandrogenizacién prenatal (HA). Para ello se
utilizaron ratas Sprague-Dawley las cuales fueron inyectadas en los dias 16 a 19 de gestacién de manera
subcutdnea con aceite vegetal (grupo Control -C-) o con 2 mg de testosterona (grupo ~-HA-). Un grupo fue
sacrificado a los 60 dias —etapa puberal- realizandose una caracterizacion de la funcionalidad uterina y otro
grupo fue estudiado a los 90 dias —etapa adulta— evaluandose la fertilidad por via natural y bajo estimulacion
gonadotroéfica.

Resultados: Durante la etapa puberal el grupo HA prenatalmente presenté un estado proinflamatorio
elevado caracterizado por un aumento de la Prostaglandina E (PGE) uterina y la enzima limitante de la
sintesis de PGs, Ciclooxigenasa 2 (COX2). El estrés oxidativo del tejido uterino evaluado a través de peroxi-
daci6n lipidica no mostré diferencias entre C y HA como asi tampoco el metabolito antioxidante, Glutation.
El receptor activado por proliferadores peroxisomales gama (PPAR y) se encontré aumentado con respecto
al grupo C. En la etapa adulta el grupo HA presenté disminuida su capacidad reproductiva y esto se revirti6
luego del tratamiento con gonadotrofinas.

Conclusiones: Bajo este modelo, el HA condiciona la funcionalidad uterina disminuyendo la capacidad re-
productiva de animales HA. El tratamiento con gonadotrofinas restablece dicha funcién, permitiendo a los
animales HA alcanzar la prenez. Rev Argent Endocrinol Metab 52:73-78, 2015
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ABSTRACT

Introduction: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common endocrine-reproductive disorder that affects
women in their reproductive age. Prenatal hyperandrogenism is able to induce polycystic ovary syndrome
(PCOS) in rats. PCOS is the commonest cause of anovulatory infertility. PCOS is not only a reproductive
pathology, since it includes metabolic disorders (insulin resistance, impaired glucose tolerance, type 2 diabe-
tes mellitus, high risk factor for cardiovascular diseases) and psychological symptoms (depression, increased
anxiety, low self-esteem). However; the pathophysiology of PCOS is complex and remains unclear.

Objectives: 1) To evaluate how hyperandrogenism (HA) affects the function of the uterine tissue at pubertal
age. 2) To study the fertility of rats during adult life with and without gonadotropin stimulation.
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Pregnant Sprague-Dawley rats were prenatally injected daily with 2 mg free testosterone (HA group) or vehicle
(Control group) from day 16 to day 19 of gestation. Female offspring were study at pubertal and adult age.
The uterine oxidative stress was quantified by lipid peroxidation index (LP) and antioxidant glutathione
(GSH) content. No differences were found between LP and GSH. The protein expressions of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPAR y), and the limiting enzyme of the PG synthesis, cyclooxygenase
2 (COX2) and the uterine PGE content increased in the HA group with respect to the C group.

We also studied fertility at adult stage with and without hormone induction. The fertility rate decreased in
HA. Hormone induction reversed the fertility rate similarly to controls.

Conclusions: HA affects the uterine function in PCOS. HA increases protein levels of PPAR gamma, which
modulates the pro-inflammatory status. The uterine oxidative stress was balanced. Fertility was decreased in
the HA group and this was reversed by gonadotropin stimulation. Rev Argent Endocrinol Metab 52:73-78, 2015
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INTRODUCCION

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una
patologia heterogénea que afecta entre el 6-10 %
de las mujeres en edad reproductiva’. Esta se
caracteriza por hiperandrogenismo, hirsutismo,
oligo o amenorrea y/o quistes ovaricos®. Entre
las manifestaciones reproductivas se incluyen
infertilidad, diabetes gestacional, abortos espon-
taneos y también desérdenes hipertensivos, entre
otras®. Pero SOP no solo es una patologia de
indole reproductiva sino que genera anomalias a
nivel endocrino y metabdlico como insulinorre-
sistencia, sindrome metabdlico, obesidad y riesgo
cardiovascular incrementado®®. En el desarrollo
de la patologia intervienen el estilo de vida ademas
de un componente genético atin no completamente
establecido”.

Debido a la heterogeneidad de la patologia
fue necesario aunar criterios de diagnédstico y
tratamiento mediante consensos. En el altimo
realizado, en el afno 2006, en la conferencia de la
Sociedad de Exceso de Andrégenos, se concluy6
que es necesario reunir al menos dos de las tres
caracteristicas que posee SOP, entre las cuales
se encuentran: 1) Hiperandrogenismo clinico o
bioquimico: hirsutismo o hiperandrogenemia. 2)
Oligo o anovulacién 3) Ovarios poliquisticos por
ecografia®®,

A partir de estos criterios es posible clasificar 4
fenotipos de SOP: a) SOP severo con anovulacion,
hiperandrogenismo y ovarios poliquisticos. b) SOP
con anovulacién e hiperandrogenismo ¢) SOP con
hiperandrogenismo y ovarios poliquisticos d) SOP
normo-androgénico con ovarios poliquisticos y
anovulacion®?,

La etiologia del SOP es atin desconocida, pero
la hipétesis actual sostiene que durante la ges-

tacién un exceso de andrégenos genera un am-
biente intrauterino desfavorable, lo que induce
reprogramacion fetal ocasionando consecuencias
en la vida adulta del feto en desarrollo®!V. Una
de ellas es la infertilidad que afecta del 16 al 20 %
de las parejas en edad reproductiva. La reduc-
cién de la cantidad y/o calidad de los foliculos
ovaricos, ya sea por la edad o por las condiciones
patolégicas, causa disminuciéon en la fertilidad
femenina?.

La mayoria de las mujeres que padecen SOP
poseen infertilidad anovulatoria. Segtn las tltimas
estadisticas, del total de mujeres con problemas
ovulatorios al 75 % le fue diagnosticado SOP, mien-
tras que del total de mujeres con abortos recurren-
tes el 80 % presentan la patologia quistica de ova-
rio"?. Existen diversos tratamientos para abordar
la infertilidad o el deseo de concepcién en pacientes
SOP entre los cuales se encuentran estimulaciéon
ovarica con FSH, citrato de clomifeno y agonistas
de GnRH, entre otros®+'®. En general, una de
las primeras lineas de tratamiento en pacientes
obesas es la pérdida de peso y el ejercicio fisico,
lo que podria restablecer la ovulacién y favorecer
el embarazo como asi también prevenir o mejorar
las complicaciones metabdlicas que trae aparejado
SOPY"18 Pero en el caso de mujeres delgadas o
aquellas mujeres obesas luego de haber realizado
dieta y ejercicio es posible utilizar un protocolo de
induccién de la ovulacion con el objetivo de formar
un solo foliculo mediante el aporte de FSH ade-
cuado®®??_ La induccién de la ovulacién se puede
obtener mediante dos mecanismos: accién directa
sobre el eje hipotalamo-hipofisario incrementando
la secrecién endégena de gonadotrofinas (anties-
trégenos o GnRH pulsétil) o por administracién de
gonadotrofinas exégenas que acttian directamente
sobre el ovario?*%),
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley prenadas las
cuales fueron inyectadas en los dias 16 a 19 de
gestacion de manera subcutanea con aceite vegetal
(grupo Control C) o con 2 mg de testosterona (gru-
po HA). Un grupo de crias hembras fue sacrificado
a los 60 dias (etapa puberal) (N = 10 animales/
grupo) y otro grupo fue estudiado a partir de los
90 dias (etapa adulta) con el que se realizaron
estudios de fertilidad (N = 30 animales/grupo).
Durante la etapa puberal, se analiz6 en el tejido
uterino el estado inflamatorio via cuantificaciéon
de Prostaglandina E (PGE) por Radioinmunoen-
sayo (RIA) y de la enzima limitante de la sintesis
de PGE, Ciclooxigenasa 2 (COX2) por Western
Blotting (WB).

El estrés oxidativo fue evaluado a través de la
peroxidacién lipidica (LP) como medida del dano
celular y la concentracién de glutation total (GSH)
como antioxidante, por espectrometria.

Por otra parte, la regulacion lipidica fue estudia-
da a través de los niveles circulantes del receptor
activado por los proliferadores peroxisomales gama
(PPARYy).

Durante la etapa adulta, se estudié6 la capacidad
reproductiva por via natural de las hembras, las
cuales fueron puestas en apareo durante 3 dias, los
animales fueron ciclados cada dia y se determind
prefnez por presencia de espermatozoides en el
extendido vaginal. Se obtuvieron los siguientes
parametros: Indice de Fertilidad (IF) como la
cantidad de hembras que logré parir crias vivas
del total que fue puesto en apareo y la capacidad
materna como el cuidado de las crias por parte de
la madre, hasta 72 h posnacimiento. Por otro lado,
se evaluo la respuesta al tratamiento con gonado-
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trofinas. Los animales HA y C fueron sometidos a
un protocolo de induccién de la ovulacién. Al dia
0 fueron inyectados con gonadotrofina coriénica
equina (eCG) y al dia 2 con gonadotrofina coriénica
humana (hCG), en ese periodo los animales fueron
ciclados para estudiar su ciclo estral, su respuesta
a la induccién de la ovulacién y para determinar
prenez por presencia de espermatozoides en el
extendido vaginal.

Los resultados fueron analizados mediante el
programa Instat (GraphPad software, San Die-
go, CA, USA) e Infostat — a través de analisis de
variables categodricas por tablas de contingencia.

RESULTADOS

En la etapa puberal, el grupo HA present6 un esta-
do proinflamatorio caracterizado por aumento de
PGE con respecto al grupo C (Grafico 1A) y de la
expresion proteica de COX2 con respecto al grupo
C (Grafico 1B).

El estrés oxidativo del tejido uterino a través de
la peroxidacion lipidica no mostré diferencias entre
los grupos C e HA (Grafico 2A) como asi tampoco
la concentracién de GSH (Grafico 2B).

Los niveles de PPARy se encontraron aumenta-
dos en el grupo HA respecto del grupo C. (Gréafico 3)

En la etapa adulta, se estudi6 la capacidad re-
productiva por via natural y se obtuvo que el grupo
HA presenta disminuida su capacidad reproductiva
respecto el grupo C (Grafico 4A). Luego del trata-
miento con gonadotrofinas, se observé que el grupo
HA respondi6 de la misma manera que el grupo C
al protocolo de induccién de la ovulacién (Grafico
4B). La cantidad de crias y la capacidad materna
no se vio afectada en el grupo HA. (Grafico 5A y
B, respectivamente)
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Grafico 1. A) Contenido de PGE uterina cuantificado por radioinmunoensayo especifico, p <
0,007 por t de student b) Expresion proteica uterina de COX2 de ratas por la técnica de Western

Blotting, p < 0,05 por t de student.
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Grafico 4. indice de fertilidad — cantidad de hembras que logré parir crias vivas del total
que fue puesto en apareo- A) Por via natural p < 0,05 B) con estimulacion gonadotrofica
(protocolo de inyeccion a dia 0 con eCG y dia 2 con hCG)
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Grafico 5. A) Capacidad materna: Sobrevida de las crias hasta 72 h posnacimiento. B) Numero
de crias nacidas en promedio por madre
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DISCUSION

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una
de las patologias mas comunes asociadas a este-
rilidad femenina, ademas de ser considerada la
endocrinopatia mas frecuente en mujeres en edad
reproductiva. El tratamiento de mujeres infértiles
con SOP genera numerosas controversias, es por
ello que se realizan consensos para establecer
criterios de diagnéstico y tratamiento.

En el presente trabajo estudiamos el tejido uterino
en un modelo murino, que nos permite estudiar SOP
permitiéndonos evaluar la programacion fetal. Nos
focalizamos en el estudio de los mecanismos involu-
crados como PPAR gama, PGE y estado oxidativo
durante la etapa puberal. Este mismo modelo fue
utilizado para el estudio de la capacidad reproductiva
durante la etapa adulta por via natural y mediante
el uso ex6geno de gonadotrofinas que permitieron
revertir la fertilidad, que se ve afectada por HA.

CONCLUSION

Segun los resultados expuestos en el presente
trabajo, la HA establece durante la etapa puberal
un estado proinflamatorio por alteracién de los ni-
veles proteicos de PGE y la enzima limitante de su
sintesis, COX2. Los niveles proteicos del factor de
transcripcion PPAR gama se encuentran elevados
modulando numerosas funciones uterinas. Por otro
lado, sugerimos la existencia de un balance en el
estado oxidativo del tejido uterino.

La HA condiciona la funcionalidad uterina, dis-
minuyendo la fertilidad durante la etapa adulta. La
utilizacién de gonadotrofinas permite la reversion
de dicha afeccién.
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