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Resumen

Las alteraciones metabdlicas en mujeres suelen presentar un trasfondo de alteraciones en la
secrecién y activacion de la insulina, dando como resultado un estado de hiperinsulinemia. Se
ha demostrado que la hiperinsulinemia no solo tiene un papel patolégico sobre el metabolismo,
sino que también tiene efectos negativos sobre la esteroidogénesis. Una enfermedad que nos
permite apreciar esta serie de alteraciones metabdlico-hormonales es el SOP descrito como un
trastorno endécrino-metabdlico que causa serias alteraciones desde la adolescencia hasta la
menopausia. Algunos autores mencionan que el aumento de andrégenos caracteristico del SOP
esta relacionado con la resistencia a la insulina que se desarrolla tras afios de hiperinsulinemia.
Dicha alteraciéon de la insulina y sus acciones puede contribuir al desbalance hormonal en
células de la granulosa, afectando con ello la ovulacién y la fertilidad en dichas pacientes. En el
ovario, las células de la granulosa murales estan a cargo de la produccion hormonal (estrégeno
y progesterona) y las células de la granulosa tipo cumula tienen funciones metabdlicas
relevantes para la sobrevivencia y maduracion del ovocito. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la insulina sobre la funcionalidad de las células de la granulosa humana de pacientes
con problemas de infertilidad y donantes de ovocitos del Instituto Ingenes y analizar los
mecanismos moleculares implicados. Dentro de la estrategia experimental se emplearon células
de la granulosa (murales y cimula) que fueron expuestas a insulina. Las células de la cimula
se expusieron de manera individual (paciente infertil o donante de ovocitos) a 50 nM de insulina
para determinar las posibles alteraciones en la funcionalidad del transporte de glucosa mediante
ensayos de captura de glucosa radioactiva y para evaluar el efecto de la insulina sobre la

expresion de los genes PTGS2 y GLUTS6.

Se encontr6 que las células de la cimula de pacientes y donantes mostraron una tendencia a
aumentar la captura tras la exposicidon a ésta, mientras que al evaluar la expresion de genes
mediante qRT-PCR se encontré que disminuye la expresion de PTGS2 en un 84% vy la
afectacién de GLUT6 es variable. Por otro lado, las células de tipo mural fueron cultivadas en
pool (mezcla de células de pacientes y donantes) y se analizé la posible afectacion en la
produccion de progesterona causada por la exposicion a insulina. Estas células se expusieron
a 50 nM de insulina y posteriormente se cuantificé la produccién de progesterona mediante un
ensayo inmunoluminométrico, y se evalué la expresiéon de genes involucrados en la
esteroidogénesis ovarica (HSD3B, HSD17B, CYP11A1) mediante gRT-PCR. Los resultados
mostraron una disminucién en la produccién de progesterona en un 25% tras la exposicion a
50nM. Al evaluar el efecto de la insulina sobre la expresién de genes involucrados en la

produccién de progesterona, como CYP11A1, SF-1 y HSD3B1 se encontrd que la exposicion a

Xi



50 nM de insulina aumento la cantidad de transcrito de estos tres genes en 56%, 32% y 36%,

respectivamente.

En conclusidn, la disminucion en la expresién de PTGS2 causada por la insulina en las células
de la cumula podria explicar en parte porque las pacientes SOP tienen una tasa baja de
ovulacion, sabiendo que este gen esta relacionado con la inflamacion del foliculo y la liberacién
del ovocito, por lo que explorar los mecanismos del efecto de la insulina puede tener
implicaciones importantes para entender la afectacion en la fertilidad de estas pacientes. En las
células murales los resultados indican la necesidad de plantear nuevas estrategias para analizar
los mecanismos moleculares que contribuyen a la alteracién de la produccién de progesterona
y que parecen ser divergentes de los efectos de la insulina sobre la expresion de genes

relacionados con la esteroidogénesis

xii



Abstract

Women present metabolic alterations, which usually have a background of alterations in insulin
secretion and activation, resulting in hyperinsulinemia. Hyperinsulinemia has been shown not
only to play a role in metabolism, but it also has adverse effects on steroidogenesis. A disease
that allows us to appreciate this series of metabolic-hormonal alterations is Polycystic Ovary
Syndrome (PCOS), which has been described as an endocrine-metabolic disorder that causes
severe alterations from adolescence to menopause. Some authors mention that the increase in
androgens, typical in PCOS, is related to the insulin resistance that develops after years of
hyperinsulinemia. This alteration on insulin can contribute to the hormonal imbalance, thereby

affecting these patients' ovulation and fertility.

In the ovary, mural cells are responsible for hormone production (estrogen and progesterone),
and cumulus cells have metabolic functions relevant to the oocyte's survival and maturation. To
evaluate insulin effect on human granulosa cells’ functionality in infertile patients and egg donors
from the Ingenes Institute and analyze the molecular mechanisms involved, we used human
granulosa cells (mural and cumulus) exposed insulin. Human cumulus cells were individually
exposed (patients or eggs donor) to insulin 50 nM to determine the possible alterations in glucose
uptake by a radioactive glucose capture assay and recording the gene expression of PTGS2
and GLUT6 by gRT-PCR. A variable response was found in the radioactive glucose assay in
cells from patients and donors, but mostly increasing after insulin exposure. In the evaluation of
gene expression by qRT-PCR, insulin exposure decreases PTGS2 by 84%, while the expression

of GLUT6 was inconsistently affected.

On the other hand, human mural cells were cultivated in a pool (mix of patients and eggs donor
cells), and the effect of insulin on progesterone production was analyzed. These cells were
exposed to insulin 50 nM, and an immunoluminometric assay quantified progesterone levels,
while steroidogenic' genes expression were evaluated (HSD3B, HSD17B, CYP11A1, SF-1) by
gRT-PCR. Progesterone production was affected 25% after exposure of 50 nM. The exposure
to insulin 50 nM increases the levels of the transcript of CYP11A1, SF-1, and HSD3B genes by
56%, 32%, and 36%, respectively. Finally, the decrease in PTGS2 expression coined by insulin
exposure in human cumulus cells could explain why PCOS patients have a low ovulation rate,
as this gene is related to follicular inflammation and oocyte release. Exploring, therefore, insulin's
effect may have important implications for understanding these infertility patients' impact. In
human mural cells, the results indicate the need to propose new strategies to analyze the
molecular mechanisms that contribute to the alteration of progesterone production and appear

to be divergent from the effect of insulin on the expression of genes steroidogenesis.
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1 Introduccién

1.1Hiperinsulinemia

La hiperinsulinemia se define como un estado en el que la concentracion de insulina
en sangre es mas alta que la concentracion considerada normal. En estado
hiperinsulinémico se presenta porque la persona tiene problemas para regular sus niveles
de glucosa en sangre porque el pancreas tiene que secretar una mayor cantidad de
insulina para mantener los niveles normales (compensatoria) o bien, porque hay una
estimulacién constante de la secrecion de insulina por un exceso de estimulo nutrimental

(carbohidratos principalmente, pero también por exceso de proteina).

1.1.1 Hiperinsulinemia y sus consecuencias metabolicas

1.111 Acciones de la insulina

La insulina tiene multiples acciones celulares, ademas de regular la captura de
glucosa. Ejerce efectos anabdlicos para aumentar el almacenamiento de lipidos y
proteinas asi como la promocién del crecimiento y diferenciacién celular [1]. La insulina
es central en el metabolismo energético con un papel esencial en la homeostasis de la

glucosay los lipidos.

La insulina tiene ejerce su accion sobre las células por medio de la unién a su
receptor en la superficie, un heterotetramero formado por dos dimeros, el a y el 3, unidos
por enlaces disulfuro, cada uno de los dimeros, ay 8, es producto de un gen [2, 3]. La
subunidad a es extracelular, contiene el dominio de unién al ligando, y puede inhibir la
actividad intrinseca de cinasa de la subunidad 3. La subunidad 3 se extiende a través de
la membrana, y la porcion citoplasmatica contiene proteinas intrinsecas con actividad de
tirosinas cinasas. La union del ligando induce la autofosforilacién del receptor de la
insulina en residuos especificos de tirosinas y aumenta su actividad de cinasa intrinseca
[1, 4].

La insulina estimula la captacion de glucosa aumentando la translocacion a la
membrana del transportador de glucosa GLUT4. La respuesta a la insulina consiste en la
movilizacion de las vesiculas intracelulares que contienen a este transportador hacia la

superficie de la célula mediada por accion de la PI13-K, que fosforila a los fosfolipidos y al



fosfatidilinositol de la membrana activando a la 3-fosfoinositido dependiente de la proteina
cinasa (PDK-1 y PDK-2) [5]. Estas cinasas activan serinal/treonina cinasas como
Akt/proteina cinasa B (Akt/PKB) y la proteina cinasa C, A y C atipica (PKCANC). Akt/PKB
transmite la sefial de fosforilacién de su sustrato de 160kDa, AS160. Estas dos vias

estimulan la translocacion de GLUT4 hacia la superficie de la célula [1].

En términos de almacenamiento, la activacion del receptor a insulina, permite la
actividad de la enzima glucdgeno sintasa es inhibida constitutivamente por la fosforilacion
de la enzima glicogeno sintasa cinasa-3 (GSK3). La activacion de Akt/PKB también
resulta en la fosforilacién de la serina y la inactivacién de GSK3, permitiendo un aumento
en la actividad de la glicégeno-sintasa, esto resulta en la sintesis de glicogeno. La insulina
estimula el crecimiento y diferenciacion celular a través de la via de las MAPK-ERK. Esta
via es activada por la fosforilacién, mediada por receptores de insulina, de Shc o IRS,
permitiendo su asociacion con Grb2 y el factor Son of sevenless que resulta en la
activacion de Ras. La insulina también regula la sintesis y la degradacion de proteinas a
través de la via mTOR que se activa por PI3-K; se piensa que esta via puede estar

relacionada en la activacion transcripcional de genes esteroidogénicos (Figura 1) [1].
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Figura 1.Mecanismos moleculares descritos para las principales acciones de lainsulina en células
de la granulosa.

En la figura se observan las diferentes cascadas de sefializacion involucradas en la activacion del receptor
a insulina. Figura tomada de [6, 7]



El papel de la insulina es permitir que las células tomen la glucosa para usarla
como combustible o almacenarla como grasa corporal, y esto lo hace de manera tejido
especifica [8]. La IR se ha descrito tradicionalmente como una disminucién de la habilidad
de la insulina para mediar las acciones metabdlicas relacionadas con la captacion de
glucosa, donde las células no responden adecuadamente a la hormona. Los tres tejidos
mas afectados por la IR son el muscular, hepatico y adiposo. En muasculo disminuye
notablemente la entrada de glucosa,la falla en la inhibicion de la produccion de glucosa
en el higado es el signo caracteristico de la IR a nivel hepatico, y la inhibicion de la lipolisis
en tejido graso es el problema principal en los adipocitos, resultando en el aumento de
las cantidades de insulina necesarias para lograr el control de la glucosa sanguinea y de
cada accién metabdlica para el manejo energético celular. En la IR hay aumento en los
niveles de insulina circulantes, basales y en respuesta a una carga de glucosa, si es que
las células beta-pancreaticas aun la producen [7, 9]Se ha observado que la resistencia a
la insulina ocurre en personas que tienen altos niveles de insulina circulante , exceso de
grasa almacenada en el higado y pancreas, y altos niveles de inflamacion [10] y también
se propone que sea justamente la IR la responsable de estas alteraciones.

Los casos cronicos de resistencia a la insulina se acompafian por un agotamiento
del pancreas y la disminucién severa en la produccién de la hormona; . Evidentemente la

consecuencia es la hiperglucemia.

La resistencia a la insulina puede desarrollarse cuando influyen los siguientes
factores: a) una dieta alta en calorias, alta en carbohidratos o alta en azlcar, b) estilo de
vida sedentario - teniendo poca actividad fisica; c) sobrepeso u obesidad que obedece a
estas dos causas d) altas dosis de esteroides durante un periodo prolongado, e) tener

estrés cronico; f) enfermedad de Cushing o enfermedad ovarica poliquistica.

El "estandar de oro" para evaluar la resistencia a la insulina in vivo es la
determinacioén de la hiperinsulinemia euglucémica de la pinza de glucosa. Es una técnica
cuantitativa que evalla las acciones de la insulina sobre la captacion de glucosa en todo
el cuerpo por medio de la infusion de una dosis deseada de insulina y el mantenimiento
de la euglucémia mediante una infusion variable de glucosa, donde la tasa se ajusta

segun las determinaciones frecuentes de glucosa en sangre arterializada y un principio



de retroalimentacion negativa [7]. En estado estable, la cantidad de glucosa que se
infunde es igual a la cantidad de glucosa absorbida por los tejidos periféricos, y se puede
usar como una medida de la sensibilidad periférica a la insulina, conocida como
eliminaciéon de glucosa mediada por insulina (IMGD) [7]. La produccion de glucosa
endogena, que refleja la produccion de glucosa hepatica y renal, se puede determinar
mediante la infusion de glucosa marcada isotopicamente en la linea de base y durante la
prueba de la pinza euglucémica [7]. Si bien el método de la pinza euglucémica es el
método de referencia para cuantificar la sensibilidad a la accion de la insulina, no es
rentable para estudios con muestras grandes para estudios del tipo casos y controles,

transversales o de seguimiento ya que requiere de multiples muestras [11].

Los métodos mas sencillos basados en una sola toma de muestra, como el modelo
homeostético de la glucosa (HOMA), en el que se mide la resistencia a la insulina en un
estado estacionario y en ayunas, se han utilizado mucho més en afios recientes. También
las pruebas de sobrecarga oral de glucosa (SOG) pueden ofrecer informacién sobre la

secrecion de insulina y su accion [11].

La hiperinsulinemia causa efectos patolégicos a través de 5 mecanismos

principales [12]:

o Glucotoxicidad continua que se detecta como hiperglucemia.

o Aumento de las especies de oxigeno reactivas y productos finales de
glicacién avanzada (AGES).

o Aumento del factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1).

o Aumento de la produccion triglicéridos con la consecuente liberacion de un
exceso de 4cidos grasos.

o Inflamacion cronica al alterar la produccion de citocinas.

1.1.2 Consumo de carbohidratos e hiperinsulinemia

Los carbohidratos son componentes organicos de gran abundancia e importancia
celular, son polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas cuya férmula general es (CH20)n.
Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades monoméricas que los constituyen, en

monosacaridos o azucares simples, oligosacaridos y polisacaridos [13]. Entre los
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monosacaridos el mas abundante es la glucosa, metabolito importante en el reino animal
para la obtencion de energia quimica y para la formacion de sustancias de reserva, en la

molécula de glucogeno [13].
Los carbohidratos presentan las siguientes funciones biolégicas:

o Energética: por su abundancia es considerado el combustible por
excelencia.

o Estructural: forman parte de la membrana celular.

o Reserva: almacenados en forma de polimeros en animales y plantas cuyos
componentes principales son el glucégeno y el almidén respectivamente.

o Sostén y proteccion: en los vegetales los carbohidratos forman estructuras

poliméricas, como la celulosa.

El metabolismo se define como el conjunto de procesos fisicos-quimicos-
fisioldgicos que ocurren en los organismos capaces de intercambiar sus componentes y
energia con el entorno, esto les permite la autoconservacion y autorreproduccion [13].
Existen distintas rutas metabdlicas que pueden ser lineales o ciclicas. Frecuentemente
los metabolitos o productos finales de una ruta suelen ser sustratos de reacciones de
otras rutas. Las rutas metabdlicas son un conjunto de reacciones que caracterizan un
proceso bioquimico determinado como pueden ser el metabolismo de los carbohidratos
llamada glucdlisis, puede ser anaerdbica fermentaciébn o aerdbica respiracion, el
metabolismo de lipidos o beta-oxidacion, o reacciones que usan aminoacidos ( proteinas)

como la desaminacién descarboxilacion que conduce al Ciclo de Krebs [13].

En la actualidad las guias nutricionales estandar recomiendan consumir de un 45
a 65% de carbohidratos, lo que en una dieta promedio de 2000 calorias se traduce en el
consumo de 900 a 1300 calorias, que a su vez implica consumir un total de 225 a 325
gramos por dia [14]. Sin embargo, hay multiples evidencias que sefialan que este elevado
consumo de carbohidratos es la causa principal de la epidemia de obesidad que se ha
desarrollado en los ultimos 30 afios [15].



1.1.21 Consumo de carbohidratos en México

Gaona y colaboradores en 2018 realizaron un estudio en el que se estimo el
consumo cotidiano de alimentos recomendables y no recomendables por caracteristicas
sociodemogréficas en la poblacidbn mexicana. Se encontré que los adultos y adolescentes
de nivel socioecondmico alto consumen una mayor cantidad de frutas, verduras, carne
no procesada, huevo, lacteos, comida rapida y botanas en comparacion con los
adolescentes y adultos de nivel socioecondémico bajo. En el articulo se expresa la
preocupacion debida al gran porcentaje de la poblacién (70% aproximadamente) que
consume bebidas no lacteas endulzadas ya que son la fuente principal de azucares

afnadidos en la dieta mexicana [16].

Un segundo estudio realizado en 1998 por el INSP y el Centro de Investigacion en
Salud Publica (CISP) en el cual se analizo el consumo energético y nutrimental de 9,101
mujeres mexicanas de 12 a 49 afios de edad, encontré que la mediana del consumo
energético fue de 1,568 kcal/dia, con 15% de proteina, 60% de hidratos de carbono y
25% de grasa. Se concluye que la poblacion femenil mexicana presenta deficiencias
importantes en su dieta, las cuales son mas acentuadas en mujeres embarazadas o
nodrizas, las de menor nivel socioecondmico, las que habitan en &reas

predominantemente rurales o indigenas y en las de la region sur [17].

Debido al sobrepeso y obesidad que afecta al 70% de los adultos en México, es
importante modificar la cantidad de carbohidratos que se consumen en la dieta
disminuyendo el consumo de alimentos como tortilla, pan y evitando la ingesta de
refrescos, asi como de jugos industrializados e incluso los naturales, ya que tienen un

alto contenido de azucar [18].
1.1.2.2 Glucotoxicidad por exposicién continua a carbohidratos

Cuando se mantiene un aumento crénico de la entrada de glucosa en plasma se
presenta la glucotoxicidad (mas del 65% del dia se registran concentraciones de glucosa
por arriba de 100 mg/dL/por mas de 3 meses, identificado por un porcentaje de
hemoglobina glicosilada superior a 6%), que induce la secrecién continua de la insulina,

y produce a nivel celular ce estrés en reticulo endoplasmico (RE) al aumentar la demanda



de proinsulina, que aumenta el flujo de proteinas, y genera una disfuncion mitocondrial
inducida por la hiperglucemia crénica que conduce a un aumento en el Ca*? citosélico a
largo plazo que se vuelve pro-apoptoético; en diferentes tipos celulares esta hiperglucemia
disminuye el nimero de mitocondrias y cambia su morfologia (aumento de volumen y
area de superficie externa), causa estrés oxidante (sobreproduccion y exceso de
especies de oxigeno reactivas, ROS) y la produccion de especies de nitrégeno reactivas

(RNS) durante el metabolismo celular [19].

La hiperglicemia cronica, ya como una condicidén patolégica, consiste en registrar
de manera frecuente concentraciones altas de glucosa en sangre (mas de 100mg/dL);
ésta causa alteraciones al epitelio corneal [20], inflamacion y disfuncién mitocondrial en
células inmunes [21], alteracion en las concentraciones circulantes y el aclaramiento renal
de productos finales oxidantes y de glicacion avanzada (AGES por sus siglas en inglés)

[22], estrés mitocondrial y activacién anormal de la via de sefializacion de Smad2 [23].

Por otro lado, la hiperinsulinemia, que se define como la necesidad de secretar
mas insulina de lo normal para lograr la euglucemia, y que es inducida cuando hay
exposicién constante a glucosa (hiperglucemias, tanto transitorias como constantes,
durante el dia inducidas por exceso de glucosa en la ingesta alimentaria), se presenta
propuesto un rango de referencia normal de insulina en sangre en ayuno de 5-13 pU/mL.

Se ha descrito que la hiperinsulinemia precede a la hiperglucemia hasta en 24 afos [24].

1.1.3 Sindrome Metabdlico

El estar sometidos de manera constante y elevada a una ingesta de carbohidratos muy
por encima de los niveles que pueden ser manejados con seguridad, lleva a niveles
elevados de glucosa en sangre (elevaciones frecuentes, altas concentraciones
sostenidas) lo que lleva a una estimulacion constante de las células beta pancreéticas
para la produccion de insulina que permitira controlar el nivel de glucosa en sangre. Este
constante ciclo glucosa-insulina esta directamente ligado a las alteraciones metabdlicas
gue se registran como indicadores diagnosticos del sindrome metabdlico [12]. El

sindrome metabdlico puede describirse como el conjunto de factores cardiovasculares

de riesgo, entre las que destacan la IR, la obesidad, dislipidemias aterogénicas e



hipertension arterial y anormalidades lipoproteicas que suelen incluir triglicéridos

aumentados, colesterol HDL bajo y elevacion de las particulas LDL pequefas [25].

En México, 8 de cada 10 muertes son ocasionadas por enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) que se han relacionado con obesidad y sobrepeso. De acuerdo a
un estudio de la Organizacidon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) del 2013, México ocupa la tasa mas alta de obesidad en adultos de
los paises que conforman la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE).

México cuenta con un indice de obesidad del 33%, colocandose en el cuarto méas
alto de Latinoamérica y el Caribe. Casi el 85% de la poblacion en México sobrepasa el
consumo de azucar recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). A
inicios de marzo de 2015 la OMS publicé nuevas directrices para la ingesta de azlucar en
nifos y adultos que exhortan a reducir el consumo de azucares libres a menos del 10%,
lo que equivale a 35g de azucar, y sefialan que una reduccién a menos del 5%,
equivalente a 25¢g de azucar, proporciona beneficios adicionales para la salud [26]. Se ha
publicado que en México se consume de 12 al 16% de las calorias totales del dia en

forma de azucar, lo que sobrepasa el limite recomendado por la OMS.

Un comunicado de la Organizacién Panamericana de Salud (OPS) explica que el
azucar no es un nutriente esencial y hay evidencia que muestra que en realidad puede
ser perjudicial al contribuir al sobrepeso, la obesidad y la caries dental [26]. Este consumo
excesivo de azUcar puede resultar dafiino en cualquiera de sus formas (sacarosa,
fructosa, glucosa, etc.) porque son calorias vacias y contribuyen al aumento de peso,

hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y diabetes [27].

Existe un acuerdo de forma casi unanime que sefiala que la resistencia a la insulina
(IR) es el vinculo fisiopatolégico comin en todas las alteraciones del sindrome
metabalico. Asi mismo, estas alteraciones metabdlicas causadas por el alto consumo de
azucares, que provienen de la ingesta excesiva de carbohidratos, se encuentran en los

diagnésticos de las pacientes con SOP [28].



El aumento y la presencia constante de insulina plasmatica esta relacionada con
el sindrome metabdlico, la diabetes gestacional y la diabetes tipo 2, y con las
enfermedades cardiovasculares y la gota [12].Se piensa que las alteraciones descritas
para este sindrome tienen una vasta fisiopatolégica comun, que es la resistencia
periférica a la insulina, acompafiada generalmente de hiperinsulinemia compensadora.
En los dltimos afios se han propuesto varios criterios para el diagnoéstico del sindrome
metabdlico, la guia propuesta por la Sociedad Internacional de Arterosclerosis (IAS por
sus siglas en inglés) propone pautas de facil aplicacién clinica basadas en la existencia
de tres de los siguientes cinco determinantes: aumento del perimetro de la cintura,
triglicéridos elevados, cHDL bajo, presion arterial elevada y la glucosa en ayunas
alterada. Los puntos de corte para cada uno de los parametros se muestran en la Tabla
4 [28]. Por otro lado, la OMS en 1999 propuso una definicion de sindrome metabdlico en
la que se exige que exista una tolerancia anormal a la glucosa, o diabetes mellitus, o

resistencia a la insulina (valorada con el modelo HOMA) (Tabla 1) [28].

Tabla 1. Criterios para identificar el sindrome metabdlico

Programa Nacional de Educacion Organizacién Mundial de la Salud
del Colesterol
Al menos 3 de los siguientes: Tolerancia anormal a la glucosa, diabetes
melitus y/o resistencia a la insulina (HOMA)
y al menos 2 de los siguientes:

Obesidad abdominal Obesidad abdominal
(perimetro de la cintura) (cintura/cadera)

Hombres > 102cm Hombres >0.90 cm

Mujeres > 88cm Mujeres >0.85cm

y/o IMC > 30
Triglicéridos > 150 mg/dL Triglicéridos > 150 mg/dL
(>1.7 mmol/L) (>1.7 mmol/L)
cHDL cHDL
Hombres <40 mg/dL Hombres <35 mg/dL
(<1.0 mmol/L) (<0.9 mmol/L)
Mujeres < 50mg/dL Mujeres < 39mg/dL
(<1.3 mmol/L) (<1.0 mmol/L)

Presion arterial >130/85 mmHg Presion arterial >140/90 mmHg
Glucemia >110 mg/dL Microalbuminuria >20 pg/min o cociente
en ayunas (6.1 mmol/L) albdamina: creatinina >30 mg/g

La tabla muestra las caracteristicas consideradas en el diagnostico del sindrome metabdlico
Tabla tomada de: SED, 2007



Se ha visto que las alteraciones del sindrome metabdlico tienen una alta
prevalencia en otras patologias, como, por ejemplo, en las mujeres con sindrome de
ovario poliquistico (SOP) cuya prevalencia es del 43 al 47%. El exceso en el peso y
obesidad son muy comunes en mujeres con esta enfermedad, asi como altos niveles de
insulina circulante, anormalidades lipidicas como reduccién en los niveles de colesterol
HDL vy altos triglicéridos [29, 30].

1.2 Sindrome de Ovario Poliquistico

El SOP es la endocrinopatologia mas frecuente en las mujeres, se puede presentar
desde la adolescencia; afecta del 3 al 10% de las mujeres y de un 5 a un 15% de las

mujeres mexicanas o de ascendencia mexicana [31, 32].

El SOP es una disfuncion ovarica caracterizada por una sintomatologia variable
con oligo-ovulacion o anovulacion, hiperandrogenismo, hiperplasia ovarica con presencia
de multiples quistes foliculares (usualmente bilaterales), infertilidad, oligomenorrea
(menos de ocho periodos menstruales en un afio) o amenorrea (ausencia de la
menstruacion durante tres meses consecutivos 0 mas) que empieza en la menarquia.
Muchas mujeres que presentan este sindrome tienen un alto riesgo de presentar
acantosis, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
dislipidemia, aumento del estado protrombotico y obesidad [32-34]. Esto puede resultar
en una taza mayor de diabetes mellitus tipo Il, higado graso, aterosclerosis subclinica,
hipertension, patologia cardiovascular y carcinoma endometrial [35].

La causa de esta enfermedad no es conocida aun, pero tiene una base genética
ya que hay una fuerte agregacién familiar, aunque el como se hereda es incierto. Se han
propuesto varios genes que podrian participar en la susceptibilidad, como los genes
involucrados en la biosintesis de hormonas esteroideas y los genes asociados con la
regulacion de la secrecion de la insulina y su accion, ya que la hiperinsulinemia es una
caracteristica prevalentes en estas pacientes [36]. Se ha sugerido que se trata de una
herencia autosémica dominante que se presenta en mujeres y varones, ya que se ha
observado que hay una mayor frecuencia de presentar la enfermedad entre las pacientes
y sus hermanas (32-66%) y las pacientes y sus madres (24-52%) [32]. Se han propuesto

otros factores primarios como posibles factores etioldgicos: alteraciones
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neuroendocrinas, factores medioambientales y defectos genéticos asociados al gen

CYP1lay polimorfismos en el locus VNRT del gen productor de insulina [33, 37].

Debido a su sintomatologia variable, esta enfermedad se suele diagnosticar por
discriminacion de signos. En 2003 la European Society of Human Reproductive and
Embryology (ESHRE) y la American Society for Reproductive Medicine (ASRM)
definieron a este sindrome (Tabla 4). Se propone que las pacientes diagnosticadas deben
presentar dos de los tres criterios siguientes: 1) oligoovulacién, anovulacién o ambas, 2)
hiperandrogenismo (clinico, bioquimico o ambos), 3) poliquistosis ovarica identificada en

una ecografia [32].

Tabla 2.Definicién del sindrome de poliquistosis ovarica

ESHRE/ASRM (Ré6tterdam) 2003
Comprende dos de tres de los siguientes:
1. Oligo-ovulacién o anovulacion
2. Signos clinicos y/o bioquimicos de hiperandrogenismo
3. Ovarios poliquisticos (excluyendo las enfermedades similares)

NHI (1990)
Comprende los dos siguientes:

1. Oligo-ovulacién
2. Hiperandrogenismo y/o hiperandrogenemia (excluyendo a los trastornos

similares)

AE/PCOS (2009)
1. Hiperandrogenismo: hirsutismo, hiperandrogenemia, o ambos y
2. Disfuncion ovarica: oligo-ovulacién —anovulacion, ovarios poliquisticos,
0 ambosy

3. Exclusién de otros excesos de andrégenos o trastornos similares

AE-PCOS, Androgen Excess and PCOS Society; ASRM, American society of
Reproductive Medicine; ESHRE, European Society of Human Reproduction and
Embriology; NHI, National Institutes of Health; PCOS, Sindrome de Poliquistosis Ovérica.

En la tabla se muestran los signos establecidos por distintas organizaciones de salud
para diagnosticar el sindrome de ovario poliquistico. Cuadro tomado de [32].

1.2.1 Signos
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Segun la Real Academia Nacional de Medicina (RANM) los signos son todas
aguellas manifestaciones objetivas de una enfermedad o un sindrome, que resultan
evidentes para un observador diferente al sujeto que lo presenta. A continuacion, se
describen los relacionados al SOP.

1211 Disfunciéon menstrual

En pacientes con SOP la disfuncion menstrual varia desde amenorrea u
oligomenorrea hasta menometrorragia episédica con anemia. La amenorrea y la
oligomenorrea pueden ser resultado de la anovulacién. En este escenario, la falta de
ovulacién impide la produccion de progesterona, que a su vez suprime la ovulacion. De
forma alterna, la amenorrea puede ser el resultado de las concentraciones aumentadas
de androgenos, de forma especifica los andrégenos contrarrestan a los estrogenos para
generar un endometrio atréfico. Con la amenorrea las mujeres con SOP pueden
presentar sangrados profusos e impredecibles. Estas pacientes no producen
progesterona debido a la anovulacion y se tiene como resultado la exposicion crénica a

estrogenos. Esto origina la estimulaciéon mitégenica constante del endometrio [34].
1.2.1.2 Hiperandrogenismo

La definicion clinica se da por la presencia de hirsutismo (determinada por una
calificacién mayor a 6 de la escala Ferriman y Gallwey) o la presencia severa o difusa de
acné/seborrea. De forma bioquimica se establece por niveles de testosterona total en
suero mayores a 0.76 ng/mL (intervalo normal de 0.14-0.76 ng/mL), y/o niveles de
testosterona libre (FT) en suero mayores a 4.7 pg/mL (intervalos normal 0.3-3.18 pg/mL)
[38].

La elevacion en los andrégenos se da por la presencia de la insulina y la hormona
luteinizante (LH) que estimulan la produccién de andrégenos en células ovéricas de la
teca [10]. De esta forma los ovarios secretan una mayor cantidad de testosterona y
androstenediona. En las mujeres con SOP se han observado elevaciones de testosterona
libre de un 70 a 80% y de un 25 a 65% de dehidroepiandrosterona (hormona basica en
la formacién de la testosterona y del estrogeno, DHEAS). La androstenediona elevada

contribuye al aumento de la estrona por medio de la biotransformacion de andrégenos en
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estrogenos gracias a la aromatasa lo que representa una mayor cantidad de estrégenos

periféricos [32].
1.21.3 Hirsutismo

Consiste en alteracion a nivel de unidad pilosebacea con mayor actividad
enzimatica de la 5a-reductasa, aumento de andrégenos y mayor crecimiento de vello
sexual en areas androgenodependientes como en la cara interna de muslos, brazos,
cara, barbilla. El grado y la severidad se evallan de acuerdo con la escala de Ferriman-
Gallwey. Se presenta comunmente al final de la adolescencia o al principio de la tercera
década de la vida [32, 37].

1214 Seborrea/Acné

Se preenta s6lo en 50% de adolescentes; su presencia a los 20 afios nos habla de
sobreactividad androgénica. En la edad adulta es menor al 15%, aun presentando

hiperandrogenismo.
1.2.1.5 Anovulacion

En pacientes con SOP los andrégenos se elevan, mientras que la progesterona
disminuye por la anovulacion, su mecanismo exacto se desconoce, pero se cree que la
hipersecrecion de LH participa en las irregularidades menstruales. La anovulacion puede
ser secundaria a la resistencia a la insulina ya que en pacientes con anovulacién y SOP
los ciclos ovulatorios se restablecen cuando reciben metformina [39, 40]. También se
piensa que el aumento de foliculos antrales grandes contribuye a la anovulacion [32].

1.2.1.6 Alteraciones en la secrecion de gonadotropinas

Los cambios en la secrecion de gonadotropinas (Hormona luteinizante LH y
hormona foliculoestimulante FSH) favorecen la presencia de anovulacion y problemas
sobre las pulsaciones de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que provocan
un aumento en la produccion de la LH y la FSH. Esta elevacion presenta una relacion

LH:FSH por arriba de 2:1 en cerca del 60% de las pacientes [41].
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1.2.1.7 Acantosis nigricans

Se presenta como una hiperplasia hiperpigmentada en el cuello o en pliegues
cutaneos como axilas y codos. Es un fenébmeno cutaneo caracterizado por la presencia
de placas gruesas, aterciopeladas y de color café grisaceo en los pliegues de flexion.
Correlaciona con los estados de IR e hiperinsulinemia compensatoria, aunque la
ausencia no descarta la existencia de IR. Se relaciona con obesidad hasta en el 74% vy
se asocia en el 30% de las pacientes con SOP. La hiperinsulinemiay la IR aparentemente
estimulan el crecimiento de los queratinocitos y fibroblastos dérmicos, generando los

cambios cutaneos caracteristicos de este signo (Hoffman, 2008; Rodriguez, 2013).

1.2.1.8 Alteraciones en la tolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y diabetes
mellitus tipos 2 (T2D)

Varios estudios (Tabla 3), han utilizado la pinza euglucémica y han confirmado que
las mujeres con ovario poliquistico tienen una profunda resistencia a la accion de la
insulina para la estimulacién de la captacion de glucosa y se ha llegado al consenso de
gue las mujeres obesas con SOP son aln mas insulinorresistentes [7]. En 1989, Dunaif
y colaboradores demostraron que la eliminacién de glucosa mediada por insulina (IMGD),
evaluada por el método de pinza euglucémica, fue significativa y sustancialmente menor
(~35-40%) en mujeres con SOP comparadas con mujeres control (reproductivamente
normales) comparables en edad y peso corporal. Esta disminucion en la eliminacién de
glucosa inducida por insulina en las pacientes fue de una magnitud similar a la reportada
en pacientes con diabetes mellitus tipo (T2D). La IMGD también disminuyé
significativamente en las mujeres con SOP delgadas, quienes tenian una tolerancia
normal a la glucosa [7, 42]. Los mismos autores en 1992 reportaron que la dosis efectiva
50 (ED50) de insulina para la captaciéon de glucosa aumenté significativamente y las tasas
maximas de IMGD se redujeron significativamente en mujeres delgadas y obesas con
SOP [10].
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Tabla 3. Estudios de pacientes con SOP y resistencia a la Insulina

Referencia Modelo Resultado Otros datos
-Sensibilidad a la insulina en un 50% en | +32 mujeres,
mujeres con SOP delgadas. pacientes con SOP

Morales et al., -Dos veces menos sensibilidad en mujeres | delgadas y obesas.
1996 con SOP obesas. +Diagndstico:
Casos y -La obesidad contribuye de forma adicional a | aparicién premeneal
[43] controles la RI. de oligomenorrea, 1
-Hiperinsulinemia compensatoria en las | de androstenediona,
pacientes. y/o testosterona,
-1 en la frecuencia de pulsaciones de LH en | evidencia por
ambas pacientes. ultrasonido de
-Correlacion positiva entre 17- | ovarios poliquisticos
hidoxiprogesterona (r=0.70), andrégenos
(r=0.72) y estrégenos (r=0.70) con los niveles
de insulina en suero.
Banaszewska, -Grupo con hiperinsulinemia: | HDL (11%), 1 | +Se separaron en
et al. 2006 colesterol total (23%), 1 en triglicéridos (57%) | dos grupos:
Mujeres con | en comparacibn con el grupo de | hiperinsulinemia vy
[44] SOP normoinsulinemia. normoinsulinemia
-6 meses después del tratamiento con | +El grupo con
metformina | del nivel de insulina (35%), | del | hiperinsulinemia
colesterol total (11%), | LDL (12%), | de | recibi6  metformina
triglicéridos (33%). (500mg).
-GCs de pacientes SOP IR alteracion de las | +Se separaron a las

Belani et al., proteinas involucradas en la cascada de | pacientes con SOP

2018 Fluido folicular | sefalizacion de la insulina como el aumento | en IRy no IR.

de mujeres en la fosforilacion de IRS, MAPK, PPAR,

[45] cony sin SOP. | ERK. Disminucion de la fosforilacion de PI3K,
Akt, PKC-C.
-GCs SOP con/sin IR: | expresion del mARN
y proteina de StAR, HSD3B, CYP19A1, 1783-
HSD y aumento en CYP11A1. Disminucién en
la produccion de progesterona y aumento de
la testosterona.

Casosy -70% de las SOP presentaron tolerancia a la | +Evaluaciones in vivo
Ciraldi et al., controles glucosa deteriorada y | eliminacién de | de tolerancia a la
2009 glucosa estimulada por insulina. glucosa.
-Los miotubos de las pacientes con SOP | +Evaluacién en tejido
[46] mostraron una respuesta de insulina reducida | adiposo y musculo
para la captacién de glucosay la sensibilidad. | fue  tomado  por
biopsia.
Pacientes -De 1508 mujeres seleccionadas para el | +Se separaron a las
He et al., 2019 | SOP infértiles | estudio 410 presentaron también sindrome | pacientes con SOP
metabadlico. enIRyno IR.
[47] -Estas 410 mujeres presentaron una duracion

mas prolongada de infertilidad y requieren
una mayor dosis de gondotropinas, tienen un
pico de estradiol mas bajo, se recuperan
menos ovocitos, menos embriones
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disponibles, menor tasa de utilizacién de
ovocitos.

Existe una asociacion entre la resistencia a la insulina, el hiperandrogenismo, el
SOP vy la obesidad, que a su vez exacerba la IR. En un estudio de casos y controles se
demostrdé que las mujeres tanto delgadas como obesas con SOP tienen una mayor
frecuencia de IR y T2D que las testigos de peso similar sin SOP [32]. Estas mujeres
también tienen mas riesgo de padecer intolerancia a la glucosa (ITG). Un estudio
realizado por Legro y colaboradores en 1999, demostré que las mujeres obesas con SOP
presentan prevalencia de IGT y T2D de casi el 30 y 70%, respectivamente.
Especificamente, se ha observado disfuncidn de las células B pancreéticas independiente

de la obesidad en las pacientes con SOP [7, 48].
1.2.1.10 Obesidad y dislipidemia asociadas a SOP

Las mujeres con SOP tienen una alta prevalencia de obesidad y aquellas con
obesidad de cuerpo superior a cuerpo inferior tienen una mayor frecuencia de
hiperandrogenismo [49]. En comparacion con testigos de edad similar, estas mujeres
tienen mayor tendencia a padecer obesidad, lo que se refleja en un mayor indice de masa
corporal (BMI) e indice cintura:cadera. Este patron de circunferencia de cintura
aumentada y de engrosamiento de los pliegues subescapulares también son predictivos
de resistencia a la insulina [50]. También se ha observado que los andrégenos pueden
aumentar la masa de grasa visceral en estas mujeres [51]. El perfil ater6geno clasico de
las lipoproteinas que se observa en SOP se caracteriza por elevacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), triglicéridos y relacion de colesterol total: lipoproteinas de alta
densidad (HDL), asi como HDL reducida [44]. Estas mujeres presentan una prevalencia
de casi un 70% de dislipidemia [32]. De forma independiente a la concentracion total de

colesterol, estos cambios aumentan el riesgo de cardiopatia en las mujeres con SOP.
1.2.1.11 Infertilidad

La falla ovulatoria es la causa principal de infertiidad en pacientes con SOP,

generalmente se debe a la falla en la progresion en el desarrollo folicular (no mayor a 10

16




mm). Hay que considerar como factores de infertilidad a las fallas ovulatorias, las
alteraciones del endometrio y su potencial impacto en la implantacion, la
insulinorresistencia e hiperinsulinemia que pueden dificultar la respuesta ovulatoria, la
implantacion y el desarrollo temprano del embarazo vy, la alta tasa de abortos de primer
trimestre asociados al SOP para entender las diferentes razones por las cuales hay
infertilidad. Se sabe que las mujeres con SOP tienen una frecuencia elevada de abortos
(30-50%) durante el primer trimestre -aproximadamente 15% en la poblacién general-
[52]. Se ha sugerido que el tener resistencia a la insulina esta asociado a los abortos y
en diversos estudios retrospectivos se ha observado que las mujeres con SOP que
consumen metformina durante el embarazo tienen una incidencia menor de abortos [53,
54].

En la Tabla 4 se muestran los factores que generan infertilidad asociados a esta
enfermedad [55].

Tabla 4. Factores de infertilidad asociados al SOP

Disfuncién ovulatoria
Resistencia a la Insulina
Alteraciones del desarrollo endometrial
Aborto de primer trimestre
Patologia obstétrica asociada al SOP

Datos tomados de Silva, 2010.
1.2.1.12 Cancer endometrial

Las mujeres que padecen SOP presentan un riesgo tres veces mayor de
hiperplasia y cancer endometrial, que son riesgos a largo plazo de la anovulacién cronica;
se cree que la exposicién crénica a los estrégenos sin oposicidbn provoca cambios
neoplasicos en el endometrio [56]. Este riesgo aumenta por los efectos del
hiperandrogenismo y la hiperinsulinemia al reducir la concentracion de la globulina

fijadora de hormonas sexuales (SHBG) y elevar los estrégenos circulantes [32].
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1.2.1.13 Esteroidogénesis ovarica

La esteroidogénesis ovérica es el término asignado a la funcién del ovario para
producir las hormonas esteroideas sexuales, alteraciones en esta se dan como resulta
de una desregulacién que causa el aumento de andrégeno y en consecuencia existe una
respuesta estrogénica limitada. La sobre estimulacion de la LH, en tiempo y dosis
dependiente, resultado de la regulacion negativa de los receptores a LH, reduce la
actividad de anclaje del colesterol, la actividad de 17, 20-liasa y de 17-hidroxilasa, con el
subsecuente incremento en 17-hidroxiprogesterona a andrégenos. En pacientes con
SOP, la concentracion de LH se encuentra elevada 40 a 60% comparada con la de
poblacion control, debido al aumento en la amplitud y frecuencia de los pulsos de LH [57,
58]. La Figura 2 muestra la sintesis de distintas hormonas esteroideas a partir del

colesterol.
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Figura 2. Sintesis de hormonas esteroideas
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En la figura se observan las diversas y complejas rutas de biotransformacion de colesterol
a hormonas esteroideas. Figura tomada de [59].

1.3 Fisiologia del crecimiento folicular y de la maduracién del ovocito

Durante la etapa prenatal, hacia los cinco meses, los ovarios contienen
aproximadamente 6 a 7 millones de ovogonias la mayoria mueren antes del nacimiento
por un proceso de apoptosis. Las ovogonias restantes comienzan la meiosis hasta el final
de la gestacion y se denominan ovocitos primarios. La ovogénesis se detiene en la
profase | de la primera division meiética. Cada ovario esta contenido dentro de su propia
esfera de células huecas, el foliculo ovarico. Cuando la nifia llega a la pubertad el nimero
de ovocitos se ha reducido a 400 000, de los cuales cerca de 400 de estos ovocitos
ovularan durante los afios de la reproduccion de una mujer y los restantes morirdn por
apoptosis. La ovogénesis cesa del todo en la menopausia. Los ovocitos primarios que no
han sido estimulados para concluir la primera division meiotica estan contenidos dentro
de pequefisimos foliculos primarios; los foliculos primarios inmaduros constan de sélo

una capa de células foliculares. [60].

En respuesta a la estimulacion con FSH, algunos de los foliculos y ovocitos
aumentan de tamafio y las células foliculares se dividen para producir multiples capas de
células de la granulosa que rodean al ovocito y llenan el foliculo. Algunos foliculos
primarios son estimulados para crecer aun mas y formaran una serie de cavidades llenas
de liquido llamadas microvesiculas; en esta etapa se denominan foliculos secundarios.
El crecimiento persistente de uno de estos foliculos se acompafara de la fusién de sus
microvesiculas para formar una sola cavidad llena de liquido llamada antro. En esta etapa

se conoce al foliculo como foliculo maduro o de Graaf [60].

Al desarrollarse el foliculo, el ovocito primario concluye su primera divisibn meiotica.
No se generan dos células completas, ya que solo una célula, que es el ovocito
secundario, adquiere todo el citoplasma. La otra célula formada en esta etapa se
convierte en un cuerpo polar pequefio que acaba por fragmentarse y desaparecer. El
ovocito secundario comienza la segunda division meibtica, pero se detiene la meiosis en
la metafase Il. La segunda divisibn meiética se termina si al menos un ovocito se ha
fecundado (Figura 3) [61].
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Figura 3. Etapas de desarrollo del vulo y del foliculo
En la figura se ilustra el proceso de crecimiento y maduracion folicular, asi como su ruptura y liberacion del
complejo cumula-ovocito. Finalmente, una vez liberado el ovocito el foliculo se convierte en un cuerpo ldteo,
el cual se degrada si no hay fecundacion o, en caso de haberla es un productor de hormonas durante el
embarazo. Figura tomada de [62]

1.3.1 Células de la granulosa

Las células de la granulosa son el tipo celular primario en el ovario que provee el
soporte fisico y ambiental requerido para el desarrollo del ovocito, ya que ademas de
proveer de hormonas como la progesterona y estradiol, también brindan nutrientes
metabdlicos. Se sabe que estas células expresan una amplia gama de transportadores
de glucosa sensibles y no sensibles a la insulina como los GLUTs 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,
11, 12 y 13. La expresion de los transportadores GLUT4 y 6 se ha visto diferencial en
relacion a las caracteristicas metabdlicas de las mujeres cuyas células se han evaluado.
Cunando se tiene un estado de IR en mujeres la expresion de GLUT4, un trasportador

de glucosa sensible a la insulina, se ve disminuida en comparacion a aquellas células de
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mujeres que no presentan IR. En contraste a este resultado se ha visto un aumento en la
expresion del transportador GLUT®6, un transportador pasivo de glucosa (no sensible a la
insulina), como una posible respuesta compensatoria ante el estado de IR de las células
[63].

Durante la foliculogénesis estas células se diferencian activamente en distintas
poblaciones, desde un estadio primordial de desarrollo a través de la ovulacion hasta la
fase lutea de desarrollo [64]. Las células de la pregranulosa se diferenciaran y proliferaran
para dar soporte al ovocito durante su crecimiento temprano y a través de la transicion

del foliculo de la fase primordial a pre-antral [65].

El inicio de la diferenciacion de las células de la granulosa ocurre sobre la
formacion del antro folicular, el cual corresponde aproximadamente al final de la fase de
crecimiento del ovocito. Las células de la granulosa y de la teca se encuentran rodeando
a los ovocitos. Conforme crecen los foliculos y se forma el antro, las células de la
granulosa se diferencian en dos subtipos: las células de la cimula, que se encuentran
rodeando y en intimo contacto metabdlico con el ovocito; y las células murales, que se
encuentran recubriendo la pared folicular formando un epitelio estratificado con la lamina

basal con un papel primario de esteroidogénesis [60].

1.3.2 Células murales

La progresion a lo largo de las etapas antral y de ovulacion ha sido considerada
dependiente de las gonadotropinas secretadas por la pituitaria (FSH y la LH —hormona
luteinizante-). La FSH induce la produccion del mARN del receptor de LH (Lhcgr) en
células murales, cuya expresion es requerida para que los foliculos respondan ala LH, y
desencadenar el proceso ovulatorio. La FSH y la LH son cruciales para la sintesis de
estrogeno [66]. En el foliculo preovulatorio, la vasculatura de las células de la teca esta
bien desarrollada y la capa mural de las células de la granulosa se encuentra en contacto
con las células sanguineas. Estas células responden a las variaciones en hormonas
circulantes y permiten la liberacion de los estrégenos directamente al efluente venoso de

los foliculos preovulatorios [67].
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El proceso de la esteroidogénesis ovarica sucede principalmente en el foliculo
antral maduro y el cuerpo luteo después de la ovulacion, involucrando varias reacciones

enzimaticas en las células de la teca y de la granulosa murales (Figura 4) [58].
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Figura 4. Esteroidogénesis ovérica
En la figura se muestra las reacciones enzimaticas realizadas en los dos tipos celulares, encargados de
la produccién de hormonas, presentes en el foliculo. Figura tomada y modificada de [58]

En las células de la granulosa murales, el colesterol es convertido a pregnenolona
en la mitocondria a través del citocromo P450 (CYP11A1) al escindir la cadena lateral del
colesterol. La pregnenolona difunde fuera de la mitocondria y es transportada al reticulo
endoplasmico liso donde es convertido a progesterona via 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (HSD3B). La androstenediona puede ser convertida a estrona por la
aromatasa (CYP19A1). La estrona es convertida a estradiol por la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (HSD17B) [68].

El estradiol no puede ser sintetizado sin la estricta coordinacion de las células de
la teca y de la granulosa, ademas de las hormonas LH y FSH derivadas de la pituitaria.

Las células de la teca en foliculos antrales tempranos solamente contienen receptores
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de LH. Una vez unido al receptor, la LH estimula la transcripcién de genes en las células
de la teca que codifican a las enzimas que se requieren para la conversion de colesterol
a andrégenos, estos pueden difundir desde las células de la teca a través de la membrana
basal, hasta las células de la granulosa [69].

Las células de la granulosa en foliculos antrales tempranos contienen solamente
receptores de FSH; en respuesta a la uniébn de FSH a su receptor se estimula la
transcripcion de genes en células de la granulosa que codifican a las enzimas necesarias

para la conversion de andrégenos a estrogenos [70].

1.3.3 Células de la cimula

Los ovocitos y las células de la camula (CC) crecen y se desarrollan de manera
coordinada y mutuamente dependiente. La interaccion entre las CC y el ovocito implica
tanto las uniones gap como los factores de sefalizacién paracrina. Las uniones gap
permiten la transferencia de moléculas pequefias y facilitan el intercambio de iones y
metabolitos de glucosa entre las CC y el ovocito. Mas all4 de la comunicacién entre las
CC y el ovocito, la composicion y el ensamblaje apropiados de la matriz del cimulo son
esenciales para la ovulacién, asi como para el paso eficiente del ovocito a través del
oviducto y la fertilizacion, ya que el hecho de no sintetizar los componentes de la matriz

del cimulo conducen a una fertilidad o esterilidad reducida [71].

Los componentes activos de la matriz de cmulos provienen de varias fuentes: son
sintetizados directamente por las CCs bajo el control de factores endocrinos y derivados
de ovocitos, son secretados por células de la granulosa o entran en el foliculo a través
del plasma sanguineo. Los factores derivados del ovocito inducen la expresion de varios
genes en CCs, incluyendo la acido hialurdnico-sintasa 2 (HAS2), y el factor de
diferenciacion de crecimiento 9 (GDF-9). En consecuencia, como blancos de GDF-9 se
expresan genes como el receptor tipo 2 de prostaglandinas (PTGER?2), la prostaglandina-
endoperoxido sintasa-2 (PTGS2, también llamada COX-2), la citocromo P450 aromatasa
CYP19A1, entre otros (Figura 5) [71].

Los requerimientos energéticos del complejo ovocito-cimula (COC) son unicos,

debido a que las CCs y el ovocito presentan diferentes necesidades metabolicas. Los
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ovocitos por si mismos son incapaces de tomar L-alanina o sintetizar colesterol a partir
de acetato, y metabolizan pobremente la glucosa para la produccion de energia. Las CCs
metabolizan substratos alternativamente, como aminoécidos, colesterol y glucosa, los

cuales son esenciales para el desarrollo y funcionamiento del ovocito [9, 72].
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Figura 5. Papel de las CCs en la regulacién del ovocito
En la figura de muestran los factores liberados por ovocito que inducen la diferenciacién y expresion de
marcadores de CCs. Figura tomada de [71]

1.3.4 Modelo in vitro de células de la granulosa

Diferentes grupos de trabajo, como Baumgarten en el 2014 y Pogrmic-Majkic en
el 2019, han establecido cultivos primarios de células de la granulosa que son capaces
de producir progesterona y estradiol, asi como de expresar marcadores propios de este
tipo celular como los mensajeros de CYP19A1 y CYP11A1 [73, 74]. Nuestro grupo de
trabajo también estableci6 un cultivo primario de células de la granulosa humana del cual
podemos obtener tanto células de la cimula como células murales. Las células de la
cumula aisladas del ovocito y mantenidas en medio de cultivo, mantienen la expresion de
marcadores transcripcionales propios, como HAS2 y PTGS2, durante las 18 h

posteriores. Después de 18 horas se puede observar una disminucién clara y marcada
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de PTGS2, que disminuye su expresion en un 70%, lo que genera una ventana de trabajo
en el laboratorio con estas células de al menos 6 horas [60, 75]. En este modelo in vitro
también se evaluaron marcadores transcripcionales propios de las células murales. Se
demostrd que las células ya se pueden considerar murales a partir de las 18 h de cultivo,
puesto que hay expresion del mMARN de LHCGR y CYP11A1 mediante RT-gPCR en el
cultivo total y midiendo la produccién de progesterona [60]. La expresion de la proteina o
del mMARN de LHCGR hace la diferencia entre el fenotipo de células murales o de células
de la cumula en foliculos preovulatorios, es el marcador clasico de este fenotipo. Los
ovocitos suprimen la expresiéon de mARN de LHR inducida por la hormona FSH en células
de la granulosa, siendo dependiente de la etapa de desarrollo del ovocito [76]. CYP11Al
es la enzima involucrada en el primer paso de la via esteroidogénica, encargada de
convertir el colesterol en pregnenolona localizdndose en mitocondria, y finalmente la
enzima HSD3B se encuentra rio abajo de la via esteroidogénica, encargada de convertir
la pregnenolona a progesterona (Figura 4); ambas enzimas son marcadores murales. Por
inmunodeteccion se mostr6é la expresion de estos marcadores a las 48 h de cultivo
indicando que el cultivo es de células murales; desde las 24 h las células son murales ya
gue cerca del 90% expresan ambos marcadores, a las 48 h el 98% del cultivo expresa
claramente ambos marcadores [60]. Este modelo de cumula y granulosa humana esta
bien caracterizado en ambas condiciones, de tal manera que es funcionalmente
equivalente a la granulosa in vivo y permite el andlisis de los efectos de sustancias
reprotoxicas que afectan la funcionalidad ovarica. Esto lo convierte en un modelo

adecuado para estudiar los efectos de la insulina sobre la granulosa humana.

1.4 Justificacion

La hiperinsulinemia es una caracteristica fuertemente arraigada en la paciente con
SOP. La insulina regula la esteroidogénesis ovarica, y la produccion de progesterona en
cultivos de ceélulas ovaricas humanas. Los mecanismos moleculares implicados en la
desregulacion de la funcionalidad de las células de la granulosa causada por la
exposicidén constante a insulina no han sido evaluados a profundidad; por lo tanto, su
analisis es esencial para avanzar en el entendimiento de las alteraciones metabdlico-

hormonales asociadas con la infertilidad en las pacientes con SOP.
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15 Hipotesis

La exposicion a insulina afectara la funcionalidad y expresioén génica de las células de la
granulosa en cultivo (células de la cimula y células murales), afectando la expresion de
componentes de la via esteroidogénica, la produccidén de progesterona y la captura de

glucosa.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion a insulina sobre la funcionalidad y la regulacion
transcripcional de genes esteroidogénicos en un modelo de células de la granulosa in
vitro (cumula y murales) para explorar los mecanismos moleculares implicados en las

posibles acciones toxicas de esta hormona.

1.6.2 Objetivos particulares

% Analizar los efectos de la exposicion a insulina sobre la produccion de
progesterona en las células de la granulosa/murales luteinizadas en cultivo.

% Analizar la expresion de los genes CYP11A1l, HSD3B1 y SF-1 en células
murales tras la exposicion a insulina.

% Analizar la expresion de GLUT6 y PTGS2 en células de la cumula
expuestas al tratamiento con insulina.

< Analizar las posibles vias de sefalizacion involucradas en la regulacion

ejercida por la insulina en células de la granulosa (cumula y murales).
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2 Métodos

2.1Disefio experimental

Se utilizaron células de la granulosa humana, obtenidas de pacientes que acuden
al instituto Ingenes SC por algun problema de infertilidad (excluyendo pacientes con SOP)
y donantes de 6vulos (mujeres fértiles) que fueron atendidas en el instituto. Se trabajo
con las células en los estadios de cumula y murales, ya que ambos tipos celulares
representan funciones ovaricas diferentes. Ambos cultivos fueron expuestos a insulina,
en las células de la cumula evalud la captura de glucosa y en las células murales
produccion de progesterona, por ser los eventos funcionales principales de estos tipos
celulares; asimismo, se evaluaron los cambios en la expresion de los genes relacionados

con la esteroidogénesis (Figura 6).

Células de la granulosa

l l

Cumula — Insulina — Murales
l | l |
22 P Expresion de genes:
g UacloniGes b PresIOiEs Evaluacion de esr,)teroido ér?icos
transporte de genes como i6 d
lucosa radiactiva PSTG2y GLUT6 JiiccVccionies CYP11A1, HSD3B,
g y progesterona HSD17By SF-1y
GLUTS6 (transporte
| pasivo de glucosa.
Donantes Pacientes

Figura 6. Disefio experimental

En la figura se muestra el disefio experimental planteado para realizar las evaluaciones propuestas en los
dos tipos celulares,
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2.2 Células de la cimula humana

2.2.1 Principio

Las células de la cumula se diferencian a este tipo celular gracias a factores liberados

por el ovocito, como GDF9 y BMP15, los cuales permite su diferenciacién de células

murales a células de la cimula y tiene lugar el COC. Las células obtenidas de pacientes

y donantes del instituto INGENES mantienen su identidad como célula de la cimula

durante periodos de tiempo cortos ya que se les ha removido el ovocito y sin este vuelven

a diferenciarse hacia células murales. En el laboratorio se tiene evidencia de que su

morfologia no ha cambiado y siguen expresando los marcadores especificos (Tabla 5)

gue las hacen células de la camula por un maximo de 18 h, no obstante, en el laboratorio

se trabaja con estas células por no mas de 6h, con el objetivo de evitar la fase donde se

da el switch de la expresién de marcadores.

Tabla 5. Marcadores de expresidn que se utilizan para identificar células de la cimula

Gen

CD44

BMPR2

ALKS5

RHAMM

HAS2
PTGS2

VCAN

Células de la Camula

Nombre

Glicoproteina de la
superficie celular
CD44
Receptor de proteina
morfogenética 6sea 2

Receptor TGF-beta
tipo 1

Receptor de movilidad
mediado por
hialuronano

Acido hialurénico
sintasa 2
Prostaglandina-

endoperoxido sintasa
2

Versican

Funcién

Receptor de hialuronona
(HA)

Se une a GDF9 para activar
a ALK5

Receptor de GDF9 y
BMP15. Activa la via de
sefalizacion de SMAD2/3

Receptor de HA. Regula la
activacion de ERK1/2

Convierte UDP-N- acetil
glucosamina en HA

Permite producir
prostaglandinas a partir del
acido araquidénico

Participa en la adhesion
celular, proliferacion,
migracion y angiogénesis

Informacion tomada de [77, 78]

Detectado en este
cultivo

No analizado en este
estudio

No analizado en este
estudio

No analizado en este
estudio

No analizado en este
estudio

No analizado en este
estudio

Positivo gPCR

Positivo gPCR
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2.2.2 Procedimiento

Para la utilizacion de las células de la camula que se obtuvieron a partir del
rasurado de ovocitos de pacientes y donantes del Instituto INGENES. Las células se
transportaron al CINVESTAV en medio de cultivo DMEM/F12 Advanced (ampicilina 50
U/mL, estreptomicina 50 pg/mL, gentamicina 10 pg/mL). Al llegar al laboratorio, se
realizaron tres lavados con PBS 1x atemperado, posteriormente las células se pasaron a
una caja de cultivo y se les adicioné de 100-200 pL de hialuronidasa (1mg/mL, no. cat.
140318, Sigma Aldrich), y se disgregaron con ayuda de la punta de la micropipeta de
1000 pL. Se pasaron a un tubo Falcon con 2 mL de medio y se homogeneizd, se

centrifug6 a 3200g por 5 minutos.

Se retird el medio con cuidado y se resuspendié con 1mL de medio nuevo. A un
tubo Eppendorf de 0.6mL se adicionaron 10uL de la suspension celular y 10uL de azul
de tripano (niumero de catalogo), se homogeneiz6 por pipeteo. Se tomé 10uL que se
colocaron en una laminilla (Countess cell counting chamber slides, Invitrogen) para llevar
al contador automatizado de células (Countess Automated Cell Counting, C10227
Invitrogen). Posteriormente se sembraron 300,000 células por pozo en una placa de 48
pozos en presencia de insulina (50 nM), y se incubaron a 37 °C y 5% de CO2 por 30 min
para calturas de glucosa y se sembraron 100,000 células por pozo en placas de 96 pozos
en presencia de insulina (50nM) y se incubaron a 37 °C y 5% de CO:2 por 4 o 6h para la

evaluacion transcripcional.

2.3 Cultivo Primario de células murales luteinizadas
2.3.1 Principio

Los cultivos primarios son utilizados frecuentemente como modelos in vitro debido
a que conservan la morfologia de las células del 6rgano del que fueron aisladas, sus
cromosomas tienen un numero diploide, tienen inhibicidbn por contacto y aunque su
crecimiento in vitro es limitado. Representan modelos mas cercanos a las células de las
gue se originaron, por tanto, su funcionalidad y actividad se asemeja a las de su ambiente
natural. Particularmente este cultivo primario ha sido caracterizado de manera detallada

con los marcadores que se observan en la Tabla 6.
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El cultivo primario es de células luteinizadas, ya que han perdido al ovocito, y de
manera natural, una vez que se da la ovulacion inicia la formacion del cuerpo luteo
conformado por células de la teca y de la granulosa. Las células murales luteinicas

forman la principal masa del cuerpo IUteo y secretan estrdgenos y progesterona.

Tabla 6. Marcadores de expresidn utilizados para identificar células murales

Células Murales

Gen Nombre Funcion Detectado en
cultivo
Enzima de escision del Convierte el colesterol en Positivo RT-PCR y
CYP11A1 colesterol pregnenolona CISHe IF
Hidroxi-A-5-esteroide  Convierte pregnenolona en  Positivo RT-PCR y
HSD3B1 deshidrogenasa progesterona CISH e IF
HSD17B1 Estradiol 17-beta Convierte la estrona en No analizado en
deshidrogenasa 1 estradiol estos estudios
Receptor de hormona Positivo RT-PCR y
LHCGR luteinizante. CISH e IF
Convierte la No analizado en
CYP19A1 Aromatasa androstenediona y estos estudios
testosterona en estrona
y estradiol

Informacion tomada de [60, 78]

2.3.2 Procedimiento

El cultivo primario de células murales se realizd a partir de un pool de células en
una proporcion 1:1 o 1:2 paciente-donante. Las células de la granulosa fueron separadas
del COC después del rasurado de los ovocitos de pacientes (que acuden por problemas
de fertilidad) y donantes (que acuden a donar sus ovocitos y no presentan problemas de
fertilidad) del Instituto Ingenes. De la obtencion de células de las pacientes se excluy6 a
aguellas con SOP, en la Tabla 7 se muestran la etiologia femenina de estas pacientes,
asi como su indice de masa corporal y el promedio de la edad, el peso y talla. De las
células de las donantes no si tienen registros sobre el estatus de salud ya que se

considera que son mujeres sanas, sin problemas de fertilidad o de peso.
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Tabla 7. Caracteristicas de las pacientes cuyas células se emplearon para el cultivo de células

murales
Etiologia femenina IMC Edad Peso Talla
[afios]  [kg] [m]
Edad 26 Bajo peso 2 37 63 1.6
Baja 8 Normopeso 33
respuesta
Endometriosis 5 Sobrepeso grado 1 10
Fallo 1 Sobrepeso grado 2 11
gestacional
RA
Normal 15  Obesidad tipo 1 9
Fallo tubario 4 Sin datos 5
Sin datos 11  Total 70
Total 70

Etiologias: edad: mujeres mayores de 35 afios; baja respuesta: al tratamiento hormonal; fallo gestacional
RA: fallo en reproduccion asistida en otro centro.

Las células se transportaron al CINVESTAV en medio de cultivo DMEM/F12
Advanced (ampicilina 50U/mL, estreptomicina 50ug/mL, gentamicina 10 pg/mL). Al llegar
al laboratorio se realizaron tres lavados con PBS 1x atemperado, posteriormente se
pasaron las células a una caja de cultivo y se les adicion6 de 100-200 uL hialuronidasa
(Img/mL, No cat.140318, sigma ALdrich), con la punta de la micropipeta de 1000 pL se
mezcl6 hasta disgregar. Se paso a un tubo Falcon con 2 mL de medio y se homogeneizg,
se centrifug6 a 32009 por 5 minutos. Se retiré el medio con cuidado y se resuspendié con
1mL de medio. A un tubo Eppendorf de 0.6mL se adicionaron 10 pL de la suspension de
células y 10 pL de azul de tripano (nimero de catalogo), se homogeneiz6 por pipeteo. Se
tomaron 10 L que se colocaron en una laminilla (Countess cell counting chamber slides,
Invitrogen) para llevar al contador automatizado de células (Countess Automated cell
counting, C10227 Invitrogen). Posteriormente se sembraron 100,000 células por pozo en
una placa de 96 pozos y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 por 24h. Posteriormente se

dio el tratamiento con insulina (50 y 100 nM) por 24 y 48h.
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2.4 Captura de glucosa radiactiva [°*H]-2-Deoxy D-glucosa
2.4.1 Principio

La captacion de glucosa radiactiva es una medida biologica de la entrada de glucosa a
las células que puede llevarse a cabo a través de transportadores o pasivamente para
probar activadores o inhibidores en el cultivo celular y como afectan el uso de glucosa y
la capacidad de la célula para responder a la insulina. El uso de material radiomarcado
mejora la sensibilidad de la medicién, particularmente con tritio (°H), asi como alta

resolucion. El 3H proporciona una sefial a nivel subcelular.
2.4.2 Procedimiento

Las células de la granulosa, cumula expuestas por 30 min a insulina 50 nM o
murales expuestas por 20 h a insulina 100 nM, o no expuestas a insulina se depositaron
en placas de 96 pozos. Posterior al tiempo de tratamiento con insulina se realizé el
ensayo de captura de glucosa siguiendo el protocolo reportado por Méndez-Flores y
colaboradores en el 2016 [79]. Posterior al tratamiento, las células fueron estimuladas
con una solucion tampon de ensayo, después de una absorcion del analogo de glucosa
por 30 min en la misma solucién, que contenia 0.4 uCi/mL de [*H]2DOG (20 nM), mas 1-
5 mM de 2DOG no marcada. Cuando se indic6 el NaCl fue sustituido por cloruro de colina
y se afiadi6 EDTA a la solucién tampén de ensayo. La captura de [°*H]-2DOG se inici6
mediante la adicién de 0.25 mL de solucion de captura por pocillo. Los parametros
cinéticos se estimaron mediante un ensayo de captacién con concentraciones crecientes
de 2DOG sin marcar: 0, 0.1, 0.5, 1 y 2 mM mas una concentracion fija de 2DOG marcada
(20 nM), el tiempo de recaptura fue de 30 min. La reaccion se detuvo por medio de la
aspiracion del medio radioactivo y se lavé el fondo con una soluciéon tampén de ensayo
frio (con hielo). Las células de la granulosa fueron lisadas con NaOH 0.1M a temperatura
ambiente, una alicuota de muestra fue usada para determinar proteina por el método de
Bradford, y la radioactividad de las muestras se determin6 por centelleo liquido en un
contador de centelleo Perkin Elmer. Los experimentos se realizaron por triplicado con

determinaciones por cuadruplicado.
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2.5Extraccion de ARN en células de la granulosa

2.5.1 Principio

La extraccion consiste en la separacion de polimeros de ARN con el fin de
estudiarlo, analizarlo o manipularlo. Para lograr dicha separacion se hizo uso de Trizol,
gue es una solucion monofasica de fenol y de isotiocianato de guanidina que permite el
aislamiento de ARN, ADN y proteinas. Durante la lisis, el Trizol mantiene la integridad del
ARN mientras se disuelven los componentes de la célula. Este método de purificacion
permite el uso de columnas que aseguran la elucion de ARN ultra-puro libre de sales e

inhibidores.
2.5.2 Procedimiento

El inicio del protocolo de extraccion de ARN se llevé a cabo con el uso de Trizol
Tri-Reagent (No cat.Sigma-Aldrich), posteriormente se siguié lo establecido en el
producto Direct-zo/™ RNA Microprep de Zymo Research. Dentro del tubo que contiene
las células de la granulosa lisadas se afiadié un volumen igual de etanol (95-100%). La
mezcla se transfiere a una columna Zymo-Spin™ IC Column y un tubo Collection Tube,
se centrifugd. Se transfirid la columna a un tubo nuevo de coleccion y se descarto el
liquido. En este paso se recomienda el tratamiento con ADNasa |, para lograr una mayor
pureza de la muestra de ARN. Después se anadieron a la columna 400 yL de Direct-zol™
ARN PreWash y se centrifugd. Se descarté el liquido y se repiti6 este paso. Se le
colocaron 700 yL de ARN Wash Tampon a la columna y se centrifug6é por 1 minuto se
descarto el liquido y se centrifugd de nuevo por 1 minutos para asegurar la remocién
completa del tampon de lavado. Se transfirié la columna con cuidado a un tubo libre de
ARNasa para eluir el ARN, se le anadieron 15 yL de agua DNAse/RNAse-Free a la
columna y se centrifugd por 2 minutos. Posteriormente se guardo el ARN a -20 °C (no

mas de un dia) hasta su uso.

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-gPCR)
2.6.1 Principio

La PCR se basa en la reaccion en cadena de la ADN polimerasa en la cual un fragmento

de ADN conocido es copiado y amplificado billones de veces. La PCR en tiempo real es
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una modalidad de la PCR de punto final, donde la acumulacién de ADN amplificado es
detectada y cuantificada a medida que la reaccién avanza, es decir, “en tiempo real”. Esto
se logra gracias a la incorporacion de una molécula fluorescente que se asocia al ADN
amplificado, donde el aumento de la fluorescencia es proporcional al incremento de la
cantidad de moléculas de ADN amplificadas.

2.6.2 Procedimiento

La RT-gPCR se realizé mediante el kit One-Step NZYSpeedy RT-gPCR(NZTech), la
mezcla de reaccidn se preparoé en frio: en un tubo de reaccién de 0.5 mL se agregaron 5
puL de mastermix NZYRT 2x que contiene dNTPs, MgCL:2 y un buffer RT optimizador, 0.4
pL de la mezcla de enzimas NZYRT que incluye la transcriptasa reversa NZY y el inhibidor
de ribonucleasas NZY para proteger al ARN de alguna degradacion, 0.4 pL del primer
forward y del reverse (20 uM), 4 ng de la muestra de ARN y el volumen necesario de
agua libre de nucleasas para llegar a un volumen de 10 pL ( cantidades por una reaccion).
Se agitd en vortex para mezclar los componentes y se guardé en frio. Las muestras se
llevaron a un equipo Step-one Plus con sistema de PCR en tiempo real (Applied
Biosystems) para realizar la amplificacion y cuantificacion. La RT-gPCR consiste en
sintesis inicial de cDNA llevada a cabo por la transcriptasa reversa a una temperatura de
60 °C por 5 min, la posterior activacion de la polimerasa da a 95 °C por 5 min, seguido
de 40 ciclos de 95°C de 3 seg seguido de una baja de temperatura a 60°C por 30 seg
para cada ciclo. Se afiadié estadio de curva de melt. La abundancia relativa del mARN
se calculé con el método 22T y se expresa como la muestra contra el control,

normalizando los niveles de expresion con la de HPRT.

2.7 Cuantificacién de progesterona
2.7.1 Principio

Ensayo inmunoluminométrico competitivo, que se basa en la interaccion antigeno-
anticuerpo. En un ensayo competitivo, un antigeno libre (Ag) compite con un antigeno
marcado (Ag*) por un numero fijo y limitado de sitios de unién del anticuerpo. La extensién
de la union anticuerpo (Ab)-Ag* depende de la concentracion de Ag libre. A mayor
concentracion de analito (Ag libre), menos Ag* se une al Ab, permitiendo la cuantificacion
de la concentracion del analito (Ag libre). Utiliza un anticuerpo monoclonal anti-
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progesterona para etiquetar N-(aminobutil)-N-(etilisoluminol) (ABEI) y utiliza otro

anticuerpo monoclonal para recubrir las microperlas magnéticas.

2.7.2 Procedimiento

Antes de la cuantificacion, se diluyeron los medios de cultivo con suero sanguineo
masculino. Para los medios de 24h la dilucion fue de 1:100 y para 48 h la dilucion fue de
1:200. El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo establecido en el
estuche MAGLUMI PRG (CLIA). Se usa un anticuerpo monoclonal anti-PRG
(progesterona) para marcar con ABEI y un antigeno purificado de PRG para marcar con
FITC. Se uso el analizador Snibe Diagnostic MAGLUMI 800. Se colocaron 40 pl de la
muestra/calibrador, 40 pl de la etiqueta ABEI, 40 pl de la etiqueta FITC y 20 pl de
microperlas nanomagnéticas. La muestra, el calibrador o el control marcado con ABEI,
FITC y las perlas magnéticas recubiertas con anti-FITC se mezclaron en el fondo y se
incubaron a 37°C por 15 min, formando complejos anticuerpo-antigeno; después del
sedimento en un campo magnético, se decantd el sobrenadante y seguido se hace un
ciclo de lavado por 1 min con 400 pl. Se agregaron los reactivos y se inicid una reaccion
guimioluminiscente rapida. La sefial de luz es medida por un fotomultiplicador dentro de
3 segundos, siendo proporcional a la concentracién de progesterona presente en las

muestras.

2.8 Inmunofluorescencia

2.8.1 Principio

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcaje que utiliza anticuerpos
unidos covalentemente a moléculas fluorescentes para identificar blancos especificos en
muestras celulares fijadas sobre un soporte solido. La fluorescencia es un tipo de
fotoluminiscencia en el cual las moléculas son excitadas por interaccion con fotones de
radiacion electromagnética. Cuando el componente absorbe luz a una longitud de onda
apropiada, hay excitacion de electrones que oscilan en resonancia. La luz emitida puede
ser observada directamente en el microscopio usando antigenos particulados. Esta

técnica es principalmente cualitativa, aunque con algunas variantes cuantitativas,
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resultando de gran utilidad para estudiar la presencia/ausencia y ubicacion subcelular de

proteinas.

2.8.2 Procedimiento

El cultivo de las células de la granulosa se fijé con paraformaldehido al 4% por 10
minutos. Seguido de un lavado con PBS, se permeabilizé por 10 min con el Tampon de
Inmunofluorescencia (0.1% de Triton, 0.02% de SDS, 10 mg/ml de BSA y PBS). Se lavo
una vez con PBS y se incubd con el anticuerpo primario toda la noche a 4 °C en camara
hameda. La dilucion del anticuerpo se hizo en el tampon de inmunofluorescencia, 1:25
para CYP11A1 (Novusbio, NBP1-54758, 0.05 mg/ml, [36]). Se dieron 2 lavados con PBS
y se incubd con el anticuerpo secundario por 1 h a temperatura ambiente en caAmara
hameda (la dilucion del anticuerpo serda de 1:75 y se hara en el tampén de
inmunofluorescencia, anti-rabbit para CYP11A1l). Se le dieron dos lavados con PBS y

finalmente se montaron con Vecta/Dapi.

29MTT
2.9.1 Principio
Las células vivas y metabdlicamente activas reducen el bromuro de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (de color amarillo) a un compuesto coloreado e
insoluble en agua llamado formazéan (color parpura). El precipitado de los cristales debe

ser disuelto utilizando un solvente. La lectura se hace a una absorbancia de 570 nm.

2.9.2 Procedimiento
Se prepar6 una solucién de MTT en PBS a una concentracion final de 5 mg/ml. A
cada pozo de las placas con células se le afiadié 20 pL de la soluciéon de MTT preparada,
posteriormente se incubo la placa durante 2 h a 37 °C, en atmésfera de CO, al 5%. Se
retird el medio y se le agregé 100 uL de isopropanol/HCI 0.4% para disolver los cristales
de formazan. La placa se mantuvo en agitacion por 2 minutos. Se tomaron 85 uL del
formazan disuelto y se pasaron a otros pozos nuevos. Posteriormente, se midieron a una

absorbancia de 570 nm mediante el espectrofotometro TECAN infinite M200PRO. Los

36



valores de MTT se ajustaron con su respectiva cantidad de proteina. Para determinar el
valor de proteina se retir0 el medio de cada pozo y se le agregoé 50 uL de tampdn de lisis
1x y se agité por 10 min. Se coloco 5 uL del lisado en un pozo nuevo y se le agregd 200
ML de Bradford 1x. Posteriormente, se midieron a una absorbancia de 595 nm mediante
el espectrofotdmetro TECAN infinite M200PRO.

2.10 Andlisis Estadistico
Se utilizé el paquete estadistico de GraphPad Prism 6. Se realizaron las pruebas
de distribucion de Dunnet y una ANNOVA de comparacion multiple. Los resultados se

expresan el promedio + el error estandar medio (SEM).
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3 Resultados

3.1Deteccion y cuantificacion de los mensajeros de GLUT6 y SF-1

Nuestro grupo de trabajo ha estandarizado un cultivo primario de células de la
granulosa humanas para el estudio del papel de diferentes xenobidticos y su asociacion
con infertilidad. En los trabajos de tesis de Herrera-Cogno y Palafox-Gomez, se ha
caracterizado dicho cultivo, al determinar la presencia de mensajeros de genes
esteroidogénicos empleando la técnica de RT-gPCR (marcadores moleculares para
cumula y murales). Gracias a estos trabajos, nuestro laboratorio cuenta con una bateria
de oligonucledtidos especificos para la amplificacion de estos marcadores moleculares y
evaluar asi cambios en la expresion. Para cumplir con el objetivo de nuestro proyecto y
determinar cuantitativamente los posibles cambios transcripcionales en genes de la
esteroidogénesis y uno metabdlico, se disefiaron oligonucledtidos adicionales para la
amplificacion de los genes GLUT6 y SF-1 (los oligonucledétidos para amplificar los otros

genes a evaluar ya estaban estandarizados en el laboratorio).

La secuencia completa de cada gen fue localizada en la base de datos National
for Biotechnology Information (NCBI). Con ayuda del programa Perl Primer3 se disefiaron
los iniciadores Forward y Reverse bajo las siguientes consideraciones: longitud de los
iniciadores de 20 a 24 pares de bases, contenido de G:C (Guanina: Citosina) entre 40 y
60%, y considerar en el disefio la ausencia de estructuras secundarias. En la Tabla 8 se
muestran las secuencias de los iniciadores y el tamafio del amplicon esperado para cada
gen; también se muestran estos datos para el gen HPRT el cual es utilizado como control

de amplificacion (gen endégeno).
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Tabla 8. Oligonucledétidos disefiados para GLUT6 y SF-1

Gen Iniciador Sentido Iniciador antisentido Tamaino
amplicon
HPRT GCCAGACTTTGTTGGATTTGA AATAGGACTCCAGATGTTTCCA 176
GLUT6 CTCGGCAATTTCAGCTTTGGGT TGGGATTTGGTCAGATGCAGGT 101
SF-1 TTCAGCCTGGATTTGAAGTTCC TAGTGGCACAGGGTGTAGTC 98

La estandarizacion de la amplificacion por PCR usando los oligonucleétidos
disefiados se realizo con ARN total extraido de células murales sin tratamiento previo con
insulina. La RT-gPCR se inicié haciendo la amplificacién de cada gen (GLUT6 y SF-1)
con un gradiente de temperaturas para determinar en cual se tenia la mejor amplificacion
sin la presencia de estructuras secundarias. Una vez que se tuvo la temperatura optima
se realiz6 una curva estandar con concentraciones variables de ARN para evaluar la
eficiencia de amplificacion de los oligonucleétidos disefiados. Se utiliz6 como control
interno la amplificacion del gen HPRT, ya estandarizado en el laboratorio. Como se
observa en la Figura 7, en la parte superior, todos los casos muestran curvas de
disociacion con un solo pico, lo cual corresponde a la amplificacion de un solo producto
con una temperatura de disociacion experimental (Tm: 80.2 °C para HPRT, 84.5 °C para
GLUT6 y 84.2 °C para SF-1) similar a la teérica (Tm: 78 °C, 82 °C y 80 °C
respectivamente). El analisis de la amplificacién de la curva estandar nos permitié
determinar la eficiencia de amplificacion de cada uno de los oligonucleétidos, la cual esta
por encima del 80%, que es el minimo aceptable para contar con un disefio de

oligonucledtidos cuantificables (Tabla 9).
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Figura 7. Caracteristicas dinamicas de los amplicones
En la parte superior de la figura se muestra las curvas de disociacion para HPRT, GLUT6 y SF-1, en donde

se observa la presencia de un solo pico de amplificacion. En la parte inferior se observan los resultados de
la curva estandar llegando a la obtencién de una R? de 0.99 para los tres genes amplificados.

Tabla 9. Eficiencia de amplificacién para los genes GLUT6 y SF-1

Gen Pendiente Eficiencia de
amplificacion (%)
HPRT ‘ -3.508 92.78
GLUT6 ‘ -2.9832 90.33
SF-1 ‘ -3.6146 89.104

Con la finalidad de corroborar la presencia de un solo producto de amplificacion,
se caracterizaron los amplicones mediante una electroforesis capilar en el equipo
LabChip GX. Como se muestra en la figura 8, los amplicones de GLUT6 y SF-1 presentan

una sola banda de amplificacion con un tamafo similar al teérico esperado (101 y 98 pb
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respectivamente). Mientras que HPRT muestra un ligero bandeo por arriba del peso
esperado, cabe destacar que dichas bandas no se definen en un peso especifico. La
tecnologia de LabChip GX ademas proporciona informacion relevante acerca de la
pureza y concentracion de cada uno de los productos de amplificacion, como se muestra
en la Tabla 10 la pureza de la amplificacion para los genes GLUT-6 y SF-1 es mayor al
85%. Sorprendentemente en el caso de HPRT esa pureza es de 95 %. Estos resultados
nos permiten corroborar que la sefial de amplificacion proviene del producto con el
tamafo esperado. Con estos resultados concluimos que tenemos un juego de primer para

la deteccion de GLUT6 y SF-1 con una buena eficiencia de cuantificacion.
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Figura 8. Electroforesis capilar
La figura muestra la separacién por electroforesis capilar de los productos de amplificacién de cada gen
evaluado, HPRT, SF1 y CYP11A1, en la que se observa una sola banda de amplificacion, las cuales
corresponde al tamafio tedrico.
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Tabla 10. Caracterizacion de los amplicones mediante electroforesis capilar

Gen Concentracion Pureza Tamafio
(ng/uL) (%) (BP)
HPRT 4.38 95.44 176
GLUT6 3.42 90.37 101
SF-1 24 88.15 98

3.2 Modelo 1 de células de la camula: Efecto de la insulina sobre la captura de
glucosa

3.2.1  Evaluacion del transporte de glucosa

Para evaluar la respuesta metabdlica de las células de la cimula, se llevaron a
cabo evaluaciones de la captura de glucosa radioactiva en estas células tanto de
pacientes como de donantes (ambas expuestas a estimulacién ovérica controlada con
gonadotropinas) de manera individual, y después de una exposicién por 30 min a una

concentracion de 50 nM de insulina.

En la Figura 9 se observa que las células de las pacientes (cuyas causas de
infertilidad se muestran escritas sobre sus barras correspondientes) y donantes,
presentan una respuesta metabdlica variable ante el estimulo de insulina. Esta
variabilidad en la captura de glucosa es muy diferente en las donantes ya que los
resultados de las tres son diferentes mientras que, en las pacientes, dos de ellas tienen
una captura similar que es muy alta en comparacion a las otras tres pacientes que tienen
una captura menor pero similar entre ellas; es importante notar que hay una tendencia a
aumentar la captura después del estimulo de la insulina. Este resultado indica que existe
variabilidad metabdlica en la respuesta a la insulina, diferente en cada muestra celular de
mujeres atendidas por infertilidad o donantes fértiles. Los datos como los niveles de
insulina en suero en ayunas o el valor de HOMA de cada paciente no pudieron ser

obtenidos de los expedientes.
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Figura 9. Captura de glucosa radioactiva de células de la cimula de pacientes y donantes individuales.
Las células de la camula que provienen de pacientes o donadoras (usadas de manera individual) fueron
tratadas con insulina 50nM por 30 min, y se realizé el ensayo de captura de glucosa radioactiva. Los
resultados se expresan en porcentaje con respecto a los controles no tratados y son el promedio de
duplicados con un error no mayor al 10%. Baja respuesta: Se refiere a baja respuesta por parte de la
paciente ante el estimulo hormonal recibido de manera externa; Edad: pacientes mayores a 35 afios.

3.2.2 Expresion de GLUT6 y PTGS2 tras la exposicion a insulina

Para determinar el posible efecto de la insulina sobre la expresion de un marcador
metabdlico como GLUT6 y de un gen que participa en la ruptura del foliculo para que se
lleve a cabo la ovulacibn como PTSG2, se expusieron las células de la cimula de
donantes por 4 y 6 horas y de pacientes por 4 horas y a una concentracién de 50 nM de
insulina, y se evaluo la expresion de ambos genes por RT-qPCR. En la figura 10 se puede
observar que la exposicion a insulina afecta de manera consistente y negativa la
expresion de PTGS2 tanto en las cimulas que vienen de las pacientes infértiles, como
en las donantes, siendo mas severo el efecto sobre las donantes. El efecto de la insulina
sobre la expresion de GLUT6 en cambio es variable, aunque con pocas diferencias
significativas. Estos resultados indican que en este modelo es posible analizar la
respuesta transcripcional de una muestra de cumula que viene de una sola mujer,
abriendo la posibilidad de analizar por qué PTSG2 es regulado negativamente en

condiciones de hiperinsulinemia.
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Figura 10. Efecto de la insulina sobre la expresién de genes en células de la cimula.

Las células de la cimula fueron expuestas a una concentracion de 50 nM de insulina por un periodo de 4
y 6 h paras donantes individuales (A) y por 4 h para pacientes individuales (B). Los resultados que se
muestran son de siete muestras independientes. De las donantes se muestra promedio del duplicado, en
las donantes se muestra el resultado sin repeticiones. Los datos se normalizaron respecto a los niveles de
mARN del control HPRT. Las diferencias estadisticamente significativas se reporten con respecto a los
valores de los controles NT de cada gen (en las pacientes). Los datos se muestran como promedio + el
SEM (P<0.05; *** P <0.001).
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3.3 Modelo 2 cultivo de células murales: Efecto de la insulina sobre la produccion

de progesterona

Las células murales fueron expuestas a concentraciones crecientes de insulina
variando los tiempos, para observar el efecto sobre la produccién de progesterona. Los
resultados se presentan en la Figura 11. En la grafica A se observa que la exposicién a
insulina disminuye la produccion de progesterona incluso en las concentraciones bajas y
en los menores tiempos de exposicion. Es importante observar que la exposicion a 100
nM de insulina disminuye de manera severa y diferencial la produccion de progesterona
comparada con los otros tratamientos. En la tabla subsecuente se presentan los datos
numericos y estadisticos, observando una disminucién “gradual” en la produccién de la
progesterona, en las concentraciones de 5, 25 y 50 nM, mientras que a 100 nM la
disminucién de la cantidad de progesterona detectada fue de mas de un 50% desde el

tiempo mas corto.
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Produccion de Progesterona (medio de cultivo; % control)
Tiempo de Concentracién de Insulina aplicada
exposicién NT 5nM 25 nM 50 nM 100nM
3h 100 93.1 86.9 83.5 50.6***
6 h 100 91.7 83.5 79.9 45.8***
18 h 100 90.9 73.3** 68.4*** 39.02***
24 h 100 87.7 71.9* 59.3* 37.4%**
48 h 100 74.2* 67.9** 54.,8*** 25.2%**

Figura 11. Cinética de produccién de progesterona en células murales en respuesta a insulina

A) Las células murales se expusieron a 5, 25, 50, 75y 100 nM de insulina durante 3, 6, 18 y 24 horas.
La progesterona liberada al medio de cultivo se midi6 después de la exposicion. Los datos
mostrados son el promedio de tres experimentos independientes por duplicado y expresados
respecto al control.

B) En la tabla se muestra el promedio de 4 experimentos independientes por duplicado. Se indican
las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control NT para cada tiempo
(*P<0.05; **P<0.005*** P <0.001)

Después de analizar los resultados de la cinética de afectacion de la produccion de
progesterona, se eligio6 como dosis de trabajo 50 nM y como tiempo de exposicion 24 h
para continuar evaluando el efecto de la insulina sobre las células de la granulosa

murales.

3.3.1 Viabilidad celular tras la exposiciéon a insulina

Debido al efecto negativo causado por la exposicion a insulina sobre la produccion
de progesterona, se hicieron ensayos de viabilidad celular para descartar que la baja
deteccién de progesterona no se debiera a un estado de muerte celular. Para esta
evaluacion se llevaron a cabo dos ensayos de viabilidad celular independientes: MTT,
para evaluar la tasa de actividad mitocondrial y un ensayo de azul de tripano. Las células
fueron expuestas a 50 y 100 nM de insulina por 24 y 48 h. La Tabla 11 muestra que la
insulina no afecta la viabilidad celular, y confirma que la baja de progesterona en las
células murales se debe a mecanismos que no estan relacionados con la pérdida en la

viabilid. Los resultados se muestran como el promedio de un experimento por duplicado.
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Tabla 11. Ensayos de viabilidad celular

: No tratado : :
Tiempo de Insulina 50 nM  Insulina 100 nM

exposicién Método (%) (%) (%)
MTT 100 111 112

24h
Azul de tripano 100 109 105
MTT 100 126 121

48h
Azul de tripano 100 98 111

3.3.2 Efecto de la insulina sobre la produccién de progesterona en cultivos
murales independientes

Al trabajar el cultivo de células murales, se hace un “pool” de células que vienen
de pacientes y de donantes; asimismo, cada vez que se lanza un cultivo primario, la
mezcla resulta ligeramente diferentes aun tratando de conservar las proporciones
pacientes/donante. Para determinar si cada cultivo primario independiente permitia
obtener resultados reproducibles se cuantificé la produccién de progesterona, posterior a
la exposicién a 50 nM de insulina por 24 h en cultivos realizados en distintos dias, con
células obtenidas de diferentes donantes y diferentes pacientes, pero respetando la
proporcion 1:1 o 1:2 pacientes-donantes. En la Figura 12 A se muestra la cuantificacion
de progesterona en cuatro cultivos distintos, en estas graficas podemos observar que la
produccion de progesterona se mantiene en un rango de 2200 a 2800 ng/mL en el grupo
NT y de 1450 a 1750 ng/mL en las células murales tratadas, dejando ver que la
disminucién en la producciéon de progesterona es similar en todos los cultivos; en la parte
B de la figura se observan las distintas etiologias de infertilidad, si es el caso, de las
pacientes cuyas células se usaron para los cultivos, las donantes no presentan problemas
de fertilidad. Estos resultados indican la reproducibilidad del cultivo y de las respuestas
observadas, y que la mezcla entre células de diferentes pacientes (con diferentes

etiologias de infertilidad), no afecta el sentido e incluso la magnitud de la respuesta.
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Figura 12. La exposicion ainsulina disminuye la produccidn de progesterona en diferentes cultivos
de células murales humanas.

Células murales de cuatro cultivos expuestas a 50 nM de insulina por 24 horas, se cosecharon y se
cuantificé la produccién de progesterona (A). En la tabla de muestran las etiologias de las pacientes que

conformaron cada cultivo (B). Los datos de progesterona son el promedio de 4 experimentos
independientes por triplicado y expresados respecto al control.
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3.3.3 Efecto de la insulina sobre la expresion de genes de la esteroidogénesis

Las células murales fueron expuestas a insulina usando una concentracion de 50
nM por 24 h; una vez cosechadas se extrajo el ARN total para llevar a cabo RT-gPCR y
evaluar la expresion de genes que participan en la produccion de progesterona como SF-
1, CYP11Al1l y HSD3B1 y también evaluar un gen que participa en la produccion el
estradiol HSD17B1. La deteccion del mensajero del gen GLUT6 se hizo para evaluar un
gen relacionado con el metabolismo energético basado en glucosa en la granulosa, y
como control se tomé a HPRT, un gen de expresion constitutiva. Los resultados que se
obtuvieron se muestran en la Figura 12 en la cual se observa que no hay efecto
estadisticamente significativo sobre la expresion de GLUT6 antes y después de la
exposicidn a insulina. También se observa que a la exposicién de 50 nM de insulina hay
un aumento de casi el 70% sobre la expresion de genes que participan en la produccion

de progesterona, en sentido opuesto, no se presenta efecto sobre HSD17B1.
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Figura 13. Efecto de lainsulina sobre genes que participan en la esteroidogénesis y el metabolismo
celular.

Células murales fueron expuestas a una concentracion de 50nM de insulina por 24 h. Las células se
cosecharony se extrajo el ARN total para hacer RT-gPCR. Los datos se normalizaron respecto a los niveles
de mMmARN del control HPRT y son resultado de 3 experimentos por triplicado. Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran en comparacion con controles NT de cada gen. Se muestran
promedios + el SEM de tres experimentos independientes por triplicado (*P<0.05; *** P <0.0001).
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3.3.4 Efecto de la insulina sobre la presencia de la proteina CYP11A1 en
células murales

Para continuar con el analisis de la expresion de genes que participan en la
esteroidogénesis, también se realizé una evaluacion cualitativa de los niveles de proteina
CYP11A1, enzima que participa en el primer paso de la produccién de progesterona, es
decir la biotransformacion de colesterol a pregnenolona en la mitocondria, por medio de
una inmunofluorescencia indirecta tras la exposicion a insulina 50 nM por 24 h. Los
resultados observados en la Figura 14 muestran un aumento en los niveles de la proteina
CYP11A1 en células tratadas, dichos resultados concuerdan con el aumento observado

en el transcrito de CYP11Al, pero no con la disminucion en la produccion de

progesterona.
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Figura 14. Efecto de lainsulina sobre los niveles de la proteina CYP11A1

Células de la granulosa murales fueron sembradas en un portaobjetos con mini pozos (6) y expuestas a
una concentracién de 50nM de insulina por 24 h. La proteina CYP11Al fue detectada mediante
inmunofluorescencia. En panel A se observa el control secundario y el control positivo (anti HDAC). En el
panel B se observa en color verde la deteccidn de la enzima CYP11A1 con el anticuerpo anti-CYP11Al
(dilucion de Ab 1:25). La cuantificacion de la fluorescencia se realiz6 de al menos 50 células en 3 campos
diferentes con el programa ImageJ.

3.3.5 Andlisis del uso de Forskolina en la produccién de progesteronay en
la expresion de CYP11A1

Para avanzar en la caracterizacion del mecanismo molecular involucrado en la
disminucién de progesterona mediada por insulina, decidimos evaluar en primer lugar el
rol de PKA sabiendo que esta via esta bien caracterizada como estimuladora de la
produccion de progesterona, muy probablemente a través del receptor de Factor de
crecimiento parecido a insulina (IGFR). Como un primer acercamiento, las células
murales fueron tratadas con forskolina (Fsk) para inducir un aumento en los niveles de
AMPc y activar a PKA. Como se puede observar en la Figura 15 A, la exposicion a 20 uM
de Fsk por 24 h aumenta los niveles de progesterona en el medio de cultivo comparada
con la produccién en el control no estimulado. Posteriormente se evalué el efecto de Fsk

sobre la expresién del gen CYP11A1l a las 24 h de exposicién con 20 uM de Fsk,
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encontrandose un aumento en la cantidad de transcrito de alrededor del 20% (Figura 15
B). Hace falta mayor evidencia experimentalen presencia de inhibidores de la via PKA

(como el KT 5720) para asegurar que ésta esté involucrada
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Figura 15. Efecto de la exposicién a Fsk sobre la produccidon de progesterona y la expresion de
CYP11A1.

Células murales fueron tratadas con forskolina 20 uM por 24h, posteriormente se recolecto el medio de
cultivo para realizar la cuantificaciéon de progesterona en (A), las células fueron cosechadas para la
extraccion de ARN y posterior cuantificacion del mensajero de CYP11Aa. Los datos son resultado de dos
experimentos por duplicado. Se muestran promedios + el SEM de triplicados (*P<0.05; **P<0.005; *** P
<0.0001). Las diferencias estadisticamente significativas se muestran con respecto al control (no tratado).
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4 Discusion

La hiperinsulinemia y la IR se han asociado con infertilidad en pacientes SOP y en
las mujeres en general. El alza constante en la concentracion de glucosa sanguinea,
originada en la ingesta constante de carbohidratos puede exacerbar los sintomas del
sindrome de ovario poliquistico. Varios autores discuten las contribuciones patologicas
de los estados de hiperinsulinemia y de IR en SOP y se han observado mejoras
reproductivas (ovulacién) en estas pacientes cuando son tratadas con medicamentos
como la metformina que permiten la sensibilizacién a la insulina [39, 63] o cuando se
reduce sensiblemente el consumo de carbohidratos [80, 81]. Adicionalmente, hay
estudios que han demostrado que existe una mejora en las pacientes con SOP que han
sido llevadas a un estado de cetosis nutricional, al evitar el consumo en exceso de
carbohidratos, porque disminuye la estimulacién constante de la insulina y lleva al
organismo a disminuir la hiperinsulinemia compensatoria que se presenta, mejorando la
sensibilidad a la insulina. Disminuir el consumo de carbohidratos permite el uso de otras
rutas metabdlicas como la via cetogénica; casi todas las células del organismo son
capaces de realizar sus funciones tomando como combustible los cuerpos cetdnicos
(betahidroxibutirato y acetoacetato) y se podria pensar que también pueda ser el caso

para las células ovéricas [39, 80].

Kimy colaboradores en el afio 2014 [63] observaron que en células de la granulosa
murales de pacientes con SOP que mostraban un cuadro de RI presentaban una menor
expresion del transportador de glucosa sensible a la insulina, GLUT4 y, de manera
posiblemente compensatoria, aumentaba la expresion del transportador GLUT6, un
transportador no dependiente de la insulina. Este hallazgo nos hizo pensar en la
posibilidad de que parte de las alteraciones hormonales observadas en pacientes SOP
infértiles no solo fueran a nivel esteroidogénico sino también hubiera una influencia
metabolica de la hiperinsulinemia constante; por ello decidimos analizar el mecanismo
molecular que regula la expresion de genes involucrados en el correcto funcionamiento

de las células de la cimula que mantienen a los 6vulos metabdlicamente sanos.

En nuestro laboratorio se cuenta con un protocolo para el cultivo de células de la

granulosa humana y este mismo se utilizd6 para la evaluacion del efecto de la
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hiperinsulinemia tanto en células de la camula como en células murales. El cultivo
utilizado y caracterizado por nuestro grupo de trabajo nos permite trabajar con los dos
tipos celulares: células de la cimula y células murales. La cumula estéa directamente
asociadas con el ovocito y se ha descrito que existe una comunicacién bidireccional entre
el ovocito y las células de la camula que es esencial para el desarrollo y funcionamiento
de ambos. El ovocito controla la actividad metabdlica en estas células ya que este carece
de la capacidad para transportar aminoacidos esenciales, realizar glucolisis y
biotransformar al colesterol [82]. Es decir, las células de la cumula tienen una funcion
principalmente metabdlica, para analizarla en las condiciones de nuestro modelo in vitro,
se hizo la evaluacibn de su capacidad para transportar glucosa en un estado
hiperinsulinémico (Figura 9) con un ensayo de captura de glucosa radiactiva

individualizado que logramos estandarizar por primera vez en este tipo de células.

La variabilidad con las que las células de la cumula incorporan glucosa permite
sugerir que quiz4 atestiguamos estatus metabdlicos diferentes en cada caso, ya sea
donante o paciente. Esta variabilidad podria estar relacionada con el estado metabdlico
individual que bien se puede evaluar en un futuro en cada mujer atendida por infertilidad,
resultando especialmente interesantes las pacientes obesas y con SOP. La posibilidad
de determinar los niveles de insulina y glucosa, para obtener el HOMA R1, de cada mujer
con SOP puede bien determinarse al mismo tiempo que se hace la Ultima estimacion de
estradiol, al final de la estimulacion ovarica controlada, y de esta forma podremos
establecer si hay respuestas diferentes acordes al estado de RI registrado, al menos

COmMo una primera aproximacion.

Cheng-Jie y colaboradores en el 2016 en un cultivo de células de la cimula de
ratbn hembra evaluaron el papel de estas células sobre la maduracion del ovocito y el
exito al realizar una fertilizacion in vitro. Encontraron que estas células y las uniones gap
que tienen con el ovocito son necesarias para una buena maduracion y permiten una
mejor fertilizacién y formacion de blastocisto [83]. Ge Li y colaboradores en el 2008
también evaluaron células de la cumula de ratbn hembra. Trabajaron con dos cultivos
uno consistia en la siembra de ovocitos sin células de la cumulay el otro eran los ovocitos

con una monocapa de células de la cumula. Encontraron que aquellos ovocitos
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sembrados sin CCs presentaban problemas de maduracion y por lo tanto una menor
fecundacion, ellos mencionan que estos problemas se revertian al tener la presencia en
el cultivo de una monocapa de CCs debido a que este cultivo tuvo una adecuada
maduracion y una adecuada progresion a metafase [84]. Estos acercamientos sobre el
papel de las CCs nos muestran la importancia sobre el ovocito y por tanto sobre la
fertilidad y que alteraciones en ellas y sobre sus funciones metabdlicas pueden causar

efectos negativos sobre ésta.

Como se mostré en la Figura 10, la exposicion a insulina disminuye en mas del
60% la expresion transcripcional de PTGS2, este efecto se observa desde el menor
tiempo de exposicion que fue de 4 h. Para tener mayor conocimiento sobre la sensibilidad
transcripcional de este gen a la insulina se ha propuesto exponer a las células de la
cumula a la misma concentracion de insulina por tiempos menores a 4 h. PTGS2 es un
gen de expresion inducible, se ha descrito que la deficiencia en la produccién de este gen
en ratones hembra causa anovulacién y anormalidades en la implantacion embrionaria y
en las respuestas de decidualizacion [85]. McKenzie y colaboradores en el 2004 y
Anderson y colaboradores en el 2009 evaluaron la expresion de PTGS2 en CCs
humanas, estos grupos de trabajo encontraron que hay mayor expresion de PTGS2 en
foliculos expandidos, en ovocitos que fueron fecundados exitosamente y llegaron a
formar embriones [86, 87]. En el 2011 Nuttinck, F. y colaboradores evaluaron el efecto de
la inhibicion de PTGS2 sobre el desarrollo del ovocito. Encontraron que la falta de PTGS2
evita la expansion del COC asi como la maduracién del ovocito ya que este permanece
en el arresto de metafase | y observaron dafio sobre la cromatina de los ovocitos [88].
Este fallo en la expansion del foliculo, de la maduracion del ovocito y considerando que
PTGS2 es un factor proinflamatorio que aumenta su expresién previamente a la ruptura
del foliculo; alteraciones en su expresién pueden estar relacionadas con la falta de
ovulacion de las pacientes SOP, asi como en la presencia de ovocitos inmaduros y en
consecuencia en su baja tasa de embarazo. Los resultados en nuestro modelo in vitro
indican que podremos utilizarlo en el futuro para evaluar el mecanismo de accién de la
insulina sobre PTSG2, de tal manera que pudiéramos probar en el futuro que la insulina
afecta el estallamiento del foliculo maduro precisamente porque abate la expresion de
PTSG2.
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Adicionalmente, con los datos reportados sobre la importancia de la funcionalidad
metabdlica de las CCs y de la necesidad de una expresion adecuada de PTGS2 en éstas
y habiendo estandarizado la evaluacién sobre transcritos en células de pacientes
individuales se piensa continuar con el desarrollo de este cultivo para establecer una
prueba dual sobre cada muestra de CCs individual de pacientes infértiles que evalule la
captura de glucosay la afectacion de PTSG2 bajo las mismas condiciones de tratamiento,
como una forma de entender y establecer una posible relaciéon entre la hiperinsulinemia
especifica de una paciente y su falta de ovulacion. Considerando ademas que los habitos
alimenticios y el estilo de vida pueden lograr reducir la glucotoxicidad e hiperinsulinemia,
esta puede ser una herramienta poderosa para corregir entre un ciclo fallido (no
embarazo) y el siguiente ciclo usando una estrategia diferente basada en el estatus real
de la paciente (relacion hiperinsulinemia/capacidad de captura de glucosa en respuesta

a insulina, grado de afectacion sobre PTSG2).

Por otro lado, las células murales estan catalogadas como células productoras de
hormonas esteroideas como estradiol y progesterona, produciendo esta Ultima por si
mismas a partir de colesterol. El cultivo estandarizado por nuestro equipo de trabajo, el
cual se trabaja en pool en proporcién 1:1 o 2:1 donante/paciente, sufre una diferenciaciéon
hacia células murales, claramente detectable a las 24 h de cultivo, a este tiempo la
expresion de sus marcadores y una nula expresion de los marcadores de CCs, asi mismo
ya se puede cuantificar la cantidad de progesterona sintetizada por estas células en el
medio de cultivo. No hay afectacion sobre la viabilidad de estas células al tenerlas en
cultivo hasta 96 h y se ha comprobado que la diferenciacién que sufren es uniforme en el
cultivo [60, 75].

La primera evaluacion que se hizo en este cultivo fue la exposicion a diferentes
concentraciones de insulina, los resultados presentados en la Figura 11 muestran que la
insulina ocasiona una disminucion en la cantidad de progesterona en el medio,
observando una tendencia similar en la disminucion de ésta a las concentraciones de 5,
25 y 50 nM. En cambio, la exposicion a una concentracion de 100 nM mostré6 una
disminucién severa en la produccion de progesterona. Tras obtener estos resultados se

decidi6 trabajar con la concentracion de 50 nM para el resto de los experimentos ya que
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en otros trabajos se ha reportado que la exposicion a 100 nM de insulina por 24 h lleva a
las células a un estado de IR lo cual no pudimos asegurar que sucedia, 0 no, en nuestro

cultivo por falta de experimentos [89, 90].

Los resultados reportados en este trabajo acerca de la disminucion en la
produccion de progesterona son diferentes a los presentados por Greisen y
colaboradores en el 2001, quienes observaron que la exposiciébn de células de la
granulosa humana en cultivo, a 200, 400 y 800 plU/mL (1.4, 2.7, 5.5 nM) de insulina por
48 h aumenta la produccion de progesterona, de forma significativa a las dos
concentraciones mas altas (200 y 400 plU/mL) [91]. Estas diferencias pueden deberse a
diferencias en la forma de establecer el cultivo de células de la granulosa; los autores
mencionados trabajaron con células del fluido folicular. Probablemente su cultivo es mixto
ya que no se especifica si se retiraron las células de la teca que estan presentes en el
liquido folicular; es de notar que en la cuantificacién de la produccién de estradiol que
presentan se hace sin afadir los precursores de éste, que son androstenediona y
testosterona, necesarios para que las GCs produzcan estradiol. Nuestro cultivo fue
caracterizado a detalle (Herrera, tesis doctoral) y sabemos que el 98% de las células son
murales, no es un cultivo mixto, y si podemos atribuir el resultado esta dado por las
células murales. Incluso sabemos que la produccion de estradiol en nuestras células
depende de la presencia del precursor. Es posible que la discrepancia en los resultados
emane del hecho de que las células de la teca contribuyan a la produccién hormonal y y
Su respuesta a insulina sea diferente, pensado que en este cultivo se tiene la presencia
de dos tipos celulares, las células de la granulosa y de la teca. Posiblemente la presencia
de la teca puede estar favoreciendo la produccion de progesterona en respuesta a la
insulina, ademas de que la concentracion mas alta usada por los autores es similar a la
mas baja usada en el presente trabajo. Ambos casos si permiten confirmar que la insulina
actia como un estimulador esteroidogénico pero que, en concentraciones mayores,
como en nuestro trabajo, su efecto puede llegar a ser negativo, emulando el posible dafio
y alteracibn metabdlica de pacientes con SOP en estado de hiperinsulinemia.
Aproximadamente el 75% de las pacientes con SOP obesas son resistentes a la insulina
y presentan hiperinsulinemia. Estas alteraciones en la homeostasis de la insulina se han

relacionado con anormalidades hormonales en estas pacientes [92].
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Por otro lado, Hurwitz y colaboradores en 1987 evaluaron el efecto de la insulina
sobre la produccién de progesterona en células de la granulosa luteinizadas [93]. En este
trabajo se expuso a las células a 0.0025, 0.025, 0.25, 25, 250 y 2500 mIU/mL de insulina
(0.015, 0.15, 1.5, 150, 1500 y 15000 nM) por 48, 96 y 144 h. Al cuantificar la produccién
de progesterona se observa que a las 48 se tiene una disminucion en esta, a todas las
concentraciones sin embargo esta disminucion no se hace mas profunda conforme
aumenta la concentracién de insulina, la disminucién es la misma en todos los grupos. A
las 96 horas se observa un aumento en la produccion de progesterona a la concentracion
mayor, pero en las demas concentraciones la disminucién es variable. Fedorcsak y
colaboradores en el afio 2000 realizaron una evaluaciéon del efecto de la exposicion a
insulina sobre células de la granulosa de pacientes SOP con resistencia a la insulina [94].
Expusieron las células de la granulosa a 10, 100 y 500 ng/mL (1.72, 17 y 86 nM) de
insulina por 24 h, y posteriormente se realizd la cuantificaciéon de progesterona en el
medio de cultivo. Se encontré que a la menor concentracion no hubo efecto sobre la
produccién de progesterona, pero se observo una disminucion a las concentraciones de
100 y 500 ng/mL, equivalentes a 17 y 86 nM de insulina, concentraciones cercanas a las
utilizadas en la cinética de insulina (Figura 11). La disminucibn mas grande en este

trabajo se encontrd en la concentracion de 100 ng/mL.

En estos trabajos se observa un efecto negativo sobre la produccion de
progesterona debido a la insulina, sin embargo, este efecto no es creciente conforme
aumenta la concentracion como se presenta en nuestro trabajo. Esto puede deber a que,
al igual que en el trabajo de Greisen, se trabaja con células del foliculo en donde también
se encuentran presentes las células de la teca, y estas podrian estar causando un efecto
de amortiguamiento en el dafio causado por la insulina a las células de la granulosa [91,
93, 94].

La importancia de cuantificar progesterona en estas células parte del hecho de que
se ha observado que niveles bajos de progesterona pueden causar problemas en la
maduracion, fertilizacién e implantacion embrionaria, asi mismo se ha visto que pacientes
con SOP tienen problemas para aumentar sus niveles de progesterona incluso después

de la estimulacion externa con HCG (hormona liberadora de gonadotropinas). Este
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resultado se observé de manera in vitro e in vivo, llevando a pensar que existe algun fallo
en las células de la granulosa y que esto puede explicar parte de la anovulacion y los

abortos espontaneos que ocurren en estas pacientes [95].

Al observar la disminucion en la progesterona causada al exponer las células a
insulina se plante6 como primera idea que la insulina podia estar disminuyendo la
transcripcion de genes de enzimas que participan en la biosintesis de progesterona,
como lo son SF-1, CYP11A1 y HSD3B1. Como se muestra en la Figura 13 la exposicion
a 50 nM de insulina no disminuye la cantidad de mensajero de los genes mencionados,
al contrario, se observa un aumento de alrededor del 60% para cada gen. Esto puede
deberse a un aumento de la transcripcion ya que se sabe que la activacién del receptor
de insulina puede activar vias como PI3K o MAPK y sefializar para activar la transcripcion
de los genes evaluados, regulaciéon de la vida media del mensajero o un aumento en la

transcripcion dada por la célula al censar la disminucion de progesterona.

Ademas de los genes esteroidogénicos también se evalué a GLUT6 un gen
propuesto como marcador metabdlico de las células. Kim y colaboradores en el afio 2014
[63] evaluaron los transportadores de glucosa presentes en células de la granulosa de
pacientes SOP con y sin resistencia a la insulina. Ellos encontraron que la expresion de
GLUT 1, 3, 5, 8 y 13 fue constitutiva, mientras que la expresion de GLUT4 y GLUT®6 fue
diferencial de acuerdo al estado metabdlico de cada paciente. La expresiéon de GLUT6
se vio aumentada en aquellas pacientes que presentaban resistencia a la insulina en
comparacion a aquellas que eran sensibles a la insulina. En los resultados de la Figura
13 se observa que la exposicién a 50 nM de insulina no tuvo efecto sobre la expresion de
GLUT6. Esto puede deberse a que las células a esta concentracion y tiempo de
exposicién aun no llegan a desarrollar un estado de resistencia a la insulina, ademas de
que la técnica usada por Kim y colaboradores para cuantificar los niveles de mensajero

fue PCR punto final y nosotros usamos RT-gPCR.

Después de los analizar los resultados obtenidos en la determinacién de los
niveles de los mensajeros de la via esteroidogénica, se hizo una inmunofluorescencia de
la proteina CYP11A1 para su expresion. Como se observa en la Figura 14, la exposicion

a insulina aumenta la cantidad de proteina de CYP11A1; haciendo una aproximacion
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cuantitativa de la intensidad de la fluorescencia se registra justo este aumento, aunque
no es estadisticamente significativo, indicativo de la importancia de cuantificar a
CYP11A1 por inmunodeteccién en fase solida o ELISA, que nos de precision. Es decir,
los genes esteroidogénicos, implicados en la produccion de progesterona y analizados
en este estudio parecen ser estimulados al alza cuando las células murales son
expuestas a insulina en clara discordancia con lo que sucede con la produccion de

progesterona.

Como primer acercamiento para dilucidar el mecanismo molecular por el cual la
insulina regula la transcripcion de los genes esteroidogénicos y la produccién de
progesterona, decidimos reproducir la respuesta generada por la activacion de PKA en
granulosa, ya que se ha propuesto que la insulina actia de manera sinérgica con la LH
para elevar la concentracion de cAMP y asi activar la transcripcion de genes como el
receptor de LDL-c a través de la via PKA [6]. Para ello usamos la Fsk, que se sabe
estimula a la adenil ciclasa, aumenta la cantidad de AMPc y activa a PKA, aumentando
la sintesis de CYP11A1l y posiblemente, en consecuencia, la produccién de progesterona
[96-98]. La Figura 15 evidencia el aumento de la progesterona acompafada de un
aumento en los niveles de mensajero de CYP11A1, corroborando que nuestro cultivo
primario responde adecuadamente. Esta aproximacién debe ser profundizada, por
ejemplo, al hacer co-tratamientos con insulina para saber si el estado de hiperinsulinemia
es capaz de modificar esta via y ésta sea la consecuencia de la disminucion de

progesterona.
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5 Conclusiones

La respuesta variable en la captura de glucosa y en la expresion de GLUTS6,
mostrada por las células de la cumula de pacientes y donantes, podria ser un
elemento de evaluacion de la capacidad metabdlica individual de una paciente
PCO.

La insulina regula negativamente la expresion de PTGS2 en la camula humana.
En las células murales, la exposicion a insulina disminuye la cantidad de
progesterona extracelular de manera dependiente de la dosis.

La exposicion a 50 nM de insulina por 24 h aumenta los transcritos de SF-1,
CYP11A1l y HSD3B1, involucrados en la via de produccion de progesterona.

6  Perspectivas

1

Determinar si la capacidad metabdlica individual de las células de la cimula
puede evaluarse sistematicamente al analizar la captura de glucosa y la

expresion de GLUT®6, en pacientes con sindrome metabdlico y SOP.

Explorar los mecanismos que llevan a la regulacion negativa de la expresion de

PTGS2 en la cumula humana y su importancia en el desarrollo de anovulacion.

Determinar en las células murales, los mecanismos que generan que la
exposicién a insulina disminuya la cantidad de progesterona y analizar su
importancia en el contexto de los problemas de infertilidad especialmente en

pacientes SOP.

Evaluar en detalle cuales son los mecanismos moleculares implicados en la
regulacion de insulina los transcritos de SF-1, CYP11Al y HSD3B1 por la

exposicion a insulina.
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Anexo 1
Este trabajo fue presentado en el 59° congreso de la Society of Toxocology (SOT), del

15-19 de marzo del afio 2020 en Anaheim California, de manera virtual debido a la
pandemia por COVID19.
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Politécnico Nacional, Mexico City, Mexico. Sponsor: 0. Barbier
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ABSTRACT: Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) is associated with metabolic syndrome (MetS)—a
multifactorial, systemic imbalance in cell-energy usage that includes hyperinsulinemia and insulin
resistance (IR). Recent evidence demonstrates that carbohydrate intake restriction improved
hyperinsulinemia, and subsequently, ovarian, hormonal- and metabolic-associated abnormalities in
women with PCOS. Granulosa cells (GCs) play an essential role in folliculogenesis and provide physical
and environmental support for oocyte development. However, insulin’s effect on human granulosa cells
(hGCs) has been poorly explored. Using a primary hGC cell culture, differentiated into mural luteinized,

we analyzed the effects of insulin on the steroidogenic functions of hGCs. Progesterone production was
reduced when treated for 24 h with 50 nM and 100 nM of insulin (25% and 58%, respectively), and a
more pronounced decrease was observed at 48 h (33% and 61%, respectively). When hGCs were treated
with 50 nM insulin for 24 h, using RT-gPCR, CYP11A1, 5F-1, and H5D3B1 (genes responsible for
steroidogenesis) expression increased by 56%, 32% and 36% respectively. Undifferentiated hGCs, kept
as cumulus cells, were exposed to insulin to evaluate PTGS2, a gene that participates in the
inflammation and follicle rupture. PTG52 expression decreased by 84% when cumula cell was treated
with 50 nM insulin for 6h. In conclusion, exposure to insulin affects hGCs steroidogenic function, in
differentiated and undifferentiated cells. The mechanism involved in this effect could affect the guality
of the oocytes, which is one of the problems in women with PCOS.
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