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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una patologia reproductiva con
alteraciones enddcrino-metabdlicas cuyo origen es desconocido. Afecta
aproximadamente al 10% de las mujeres en edad fértil y se ha vinculado a un
estado proinflamatorio.

La presencia de receptores de la inmunidad innata, receptores de la familia Toll
(TLR), se han identificado en las células de la granulosa del ovario de diversas
especies. Su activacion lleva a la producciéon de diversas citoquinas que han
sido implicadas en la fisiologia reproductiva.

Diversos estudios han asociado la presencia de variantes genéticas del TLR4
(Asp299Gly y Thr399lle) con la ocurrencia de enfermedades de tipo
inflamatorio.

En este trabajo nos propusimos caracterizar fenotipicamente una poblacién de
mujeres uruguayas con SOP y la asociacién de este sindrome con variaciones
genéticas de mediadores inflamatorios relacionados a la via de activacion del
TLR4. Por otra parte estudiamos in vitro el fenotipo de las células de la
granulosa del ovario y analizamos su respuesta frente a la exposiciébn a un
ligando del TLR4 en mujeres con SOP y mujeres control.

Nuestros resultados mostraron que las mujeres con SOP analizadas en este
estudio exhibieron caracteristicas fenotipicas similares a las descritas en
estudios de otras poblaciones. No hubo asociacién entre ninguno de los dos
polimorfismos del gen de TLR4 (Asp299Gly y Thr399lle) y el SOP en nuestra
poblacién. Sin embargo, polimorfismos en la region promotora de dos genes de
citoquinas proinflamatorias (/L18 y TNFa) relacionadas con la cascada del
TLR4, si mostraron asociacion con la presencia de SOP en esta misma
poblacion.

Los estudios in vitro mostraron que las células de la granulosa expresan TLR4.
Ademas, las células granulosas de mujeres con SOP mostraron un aumento
del ARNm de IL1B.

Todos estos datos permiten sugerir que las variaciones genéticas encontradas
podrian estar implicadas en el desarrollo del sindrome, y muestran a las células

de la granulosa como posibles mediadoras de una respuesta inflamatoria.
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citoquinas inflamatorias

Introduccion

Mientras que la principal funcion del sistema reproductivo permite asegurar la
continuidad de las especies, el sistema inmune se caracteriza por proveer
proteccion a los organismos. Sin embargo, el funcionamiento de los diferentes
sistemas dentro de cada individuo ocurre de modo integrado, por lo que
considerar las interacciones entre estos dos sistemas resulta particularmente
interesante. Las hormonas sexuales actian como factores que regulan las
respuestas inmunes (Roberts et al 2001; Tanriverdi et al 2003), y las células
inmunes a través de los factores que producen (citoquinas por ejemplo) estan
implicadas en la regulacion de la funcion ovarica y del tracto reproductivo de las
hembras (Bukulmez et al 2000; Wira et al 2004). Una desregulacién de las
interacciones fisioldgicas entre los sistemas reproductivo e inmune pueden

llevar a desérdenes y enfermedades que afecten cualquiera de estos sistemas.
Generalidades del ovario y su fisiologia

El ovario es un 6rgano altamente organizado, formado por células germinales y
por células somaticas (células de la granulosa, células de la teca, células del
estroma) que interaccionan entre si, propiciando la formacion, desarrollo y
liberacion de la gameta femenina, el ovocito; asi como la produccion de
hormonas sexuales femeninas. La unidad funcional del ovario es el foliculo
ovarico que esta formada por el ovocito y las células foliculares que lo rodean
(Jones, 1991). La foliculogénesis es el proceso de desarrollo de los foliculos del
ovario e implica una rapida proliferacion y diferenciacion celular, que en el caso
de los mamiferos, es regulada por mediadores endocrinos y paracrinos, entre
ellos algunos factores vinculados a la inflamacién. En este proceso el ovocito
crece en tamafo y adquiere maduracioén nuclear y citoplasmatica para cumplir
su funcidon como gameta, mientras que las células foliculares acomparfan estos
cambios modificando su morfologia, numero y disposicioén en el foliculo (Eppig,
1985). Los foliculos en el ovario adulto existen simultdneamente en un amplio

rango de tamafios y estadios de desarrollo, entre los que se observan foliculos
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primordiales y en crecimiento (primarios, secundarios o antrales), asi como
foliculos atrésicos (Figura 1). Los mecanismos involucrados en el crecimiento
de los foliculos actian simultdneamente sobre una pequefia cohorte de varios
foliculos (Richards et al., 1987). El reclutamiento y diferenciacion a partir de
esta cohorte de un unico foliculo dominante esta mediado por la accion de
factores hormonales como la hormona foliculo estimulante (FSH), y por
factores intraovaricos. En cada ciclo, que en la mujer ocurre de forma
recurrente a intervalos aproximados de 28 dias, el estimulo de la hormona
luteinizante (LH) permitir4 seleccionar un foliculo dominante el cual liberara el
ovocito rodeado de células del cumulus, hacia el oviducto donde sera
eventualmente fecundado. Los otros foliculos que iniciaron el crecimiento se
perderan por mecanismos de atresia (Kaipia et al, 1997). Las células de la
granulosa y de la teca del foliculo cuyo ovocito fue liberado exhiben una
transformacién en un proceso denominado luteinizacibn que depende
directamente del pico preovulatorio de LH y lleva a la formacion de una
estructura endocrina denominada cuerpo lateo. Sus células exhiben un
aumento de tamafo junto con modificaciones de los organelos que llevan a

cambios en la maquinaria enzimética de la célula (Hsueh et al., 1984).



Figura 1. Imagen ilustrativa de una seccion transversal del ovario (Tomado de Jones
1991)
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El control de la funcionalidad ovarica requiere una regulacion precisa, que es
orquestada desde el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. Desde el hipotalamo, se
secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) con un patrén de
liberacién pulsatil. La GnRH actua sobre la poblacion de células gonadotropas
de la adenohipdfisis, las cuales liberan FSH y LH. Ambas hormonas actian en
forma coordinada para estimular la foliculogénesis y la produccion ciclica de
diversos esteroides sexuales (estrégenos, progesterona y andrégenos),
péptidos gonadales (activina, inhibina y folistatina) y factores del crecimiento.
Estos factores derivados del ovario retroalimentan al hipotalamo y la hipdfisis

para inhibir o aumentar la secrecion de GnRH y godanotrofinas; asi como las

el



propias gonadotrofinas ejercen una retroalimentacion sobre el hipotalamo

controlando los pulsos de GnRH (Richards et al., 1988) (Figura 2).

Figura 2. Eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Tomado de Lopez Mato, 2004)
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En el ovario la sintesis de esteroides depende de la colaboracion entre las
células de la granulosa y de la teca e involucra mecanismos mediados por AMP
ciclico. Las células de la teca interna presentan receptores de membrana en la
superficie celular que permiten la captacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) que son escindidas para dar colesterol, el cual es esterificado y
almacenado en gotas lipidicas en el citoplasma de la célula. Por estimulo de la
LH el colesterol es transformado enzimaticamente en pregnenolona vy
posteriormente en androstenediona que es liberada al medio extracelular. En
las células de la granulosa la FSH induce la sintesis la enzima P450-aromatasa
que permite que la androsteneidona captada por las células de la granulosa,
sea procesada a estradiol (Teoria de las dos células, Figura 3) (Ryan et al.,
1968). El estradiol producido por las células de la granulosa se libera a la
circulacion periférica y al antro folicular. El estradiol y la FSH actian en forma
sinérgica aumentando la actividad de la enzima aromatasa y la produccion de
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estradiol. Previo a la ovulacién, el pico de LH induce modificaciones que llevan
a la luteinizacion de las células de la granulosa permitiendo que estas células
sean capaces de sintetizar progesterona, incluso antes de la ovulacién (Hsueh
et al., 1984).

En el ovario la sintesis de esteroides depende de la colaboracién entre las
células de la granulosa y de la teca e involucra mecanismos mediados por AMP
ciclico. Las células de la teca interna presentan receptores de membrana en la
superficie celular que permiten la captacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) que son escindidas para dar colesterol, el cual es esterificado y
almacenado en gotas lipidicas en el citoplasma de la célula. Por estimulo de la
LH el colesterol es transformado enziméaticamente en pregnenolona y
posteriormente en androstenediona que es liberada al medio extracelular. En
las células de la granulosa la FSH induce la sintesis la enzima P450-aromatasa
que permite que la androsteneidona captada por las células de la granulosa,
sea procesada a estradiol (Teoria de las dos células, Figura 3) (Ryan et al.,
1968). El estradiol producido por las células de la granulosa se libera a la
circulacion periférica y al antro folicular. El estradiol y la FSH acttan en forma
sinérgica aumentando la actividad de la enzima aromatasa y la produccion de
estradiol. Previo a la ovulacion, el pico de LH induce modificaciones que llevan
a la luteinizacidon de las células de la granulosa permitiendo que estas células
sean capaces de sintetizar progesterona, incluso antes de la ovulacion (Hsueh
et al., 1984).
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Figura 3. Teoria de la esteroidogénesis folicular: “dos células — dos hormonas”.
(Adaptado de Yen et al., 1986)
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Ademas de una regulacion endocrina, en el ovario también median vias de
regulacion autocrinas y paracrinas, a través de diversas citoquinas que
participan en el didlogo entre el ovocito y las células de la granulosa que lo
rodean. Las citoquinas a nivel del ovario son sintetizadas de novo a partir de
cualquiera de los elementos que conforman el foliculos ovarico (células de la
teca, granulosa, cumulo y/u ovocito) (Vanderstichele et al., 1994; Assou et al.,
2006) y por ciertas subpoblaciones de leucocitos (principalmente macréfagos y
los neutrofilos) que se localizan en el estroma ovarico (Bukulmez et al., 2000).
Estas citoquinas cumplen funciones especificas sobre el desarrollo folicular en
las distintas fases del ciclo ovulatorio (foliculogénesis, esteroidogénesis, ruptura
folicular y ovulacion, formacion y posterior regresion del cuerpo Iuteo) (Gilchrist

et al., 2000; Antezak et al., 2000). Algunos ejemplos se detallan a continuacion.

En el afio 1994 se publicd una revision que menciona los aspectos del proceso

ovulatorio que resultan semejantes a un evento inflamatorio (Espey, 1994). Por
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accion de la LH pre-ovulatoria, se inducen cambios en la pared folicular que
culminan con la ruptura del foliculo ovérico, mediante eventos similares a los
que ocurren en sitios de inflamacién de tejidos o reparacion de heridas
(vasodilatacion, hiperemia, exudacién, edema, proliferacion celular,
remodelacion tisular entre otros cambios) (Richards, 2007). Recientemente, se
ha sugerido que otras vias relacionadas al sistema de reconocimiento de
patégenos del sistema inmune innato también estarian involucradas en este
evento, proponiendo la participacion de los receptores tipo-Toll (TLRS)
(Richards et al., 2008).

Por tanto, el foliculo ovarico coordina una red endocrino-inmunoldgica que
involucra la activacion de moléculas del sistema de reconocimiento de
patdgenos, la expresion de genes relacionados con funciones inmunes y la
accion de moléculas inflamatorias para el funcionamiento normal del ovario.
Una desregulacion de cualquiera de los procesos neuro-inmuno-endocrinos
que participan del control de la fisiologia del ovario podria derivar en una

alteracion de la foliculogénesis y de la ovulacion.
Familia de receptores tipo Toll

Los mamiferos presentan dos tipos de respuesta inmune, la adquirida y la
innata. Mientras que las respuestas adquiridas operan tardiamente ante una
infeccion y son altamente especificas para el patdgeno que las induce, la
respuesta inmune innata reacciona inmediatamente luego de la exposicion a
patdogenos y sirve como la primera linea de defensa en el organismo. El
sistema inmune innato depende de receptores de reconocimiento de patrones
(pattern recognizing receptors-PRRs), tales como la familia de receptores tipo
Toll, que se expresan en células del sistema inmune: monocitos, neutrofilos,
células dendriticas, células “natural killers” entre otras. Los PRRs detectan los
patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated molecular
patterns — PAMPS) y ejecutan a continuacion una respuesta inmune (Akira et
al., 2004, Kawai et al., 2007).

Los miembros de la familia TLR son receptores transmembrana que se

caracterizan estructuralmente por la presencia de un dominio rico en leucina
12



(LRR) en la porcion extracelular y un dominio citoplasmatico muy conservado
con homologia con el dominio citoplasmatico del receptor de la interleuquina I,
denominado dominio TIR (Takeda et al., 2005) (Figura 4).

Figura 4. Estructura general de los receptores tipo Toll. Los TLRs poseen una regién
extracelular rica en repeticiones de leucina (LRRs), a través de la cual reconoce a sus
ligandos especificos; una regién transmembranal, y una region intracelular en donde
se localiza el dominio TIR. Dependiendo del ligando reconocido, el dominio TIR
reclutara a una proteina adaptadora para la ulterior transduccién de sefiales (Tomado
de Vadillo et al., 2012).

Espacio extracelular

Regiones ricas en Leucina

Citoplasma

Los receptores Toll fueron descubiertos en Drosophila melanogaster como un
grupo de moléculas involucradas en la regulacion del desarrollo embrionario y
la morfogénesis, actuando como responsables de la polaridad dorso-ventral de
la mosca (Anderson et al., 1985). Posteriormente se observé que algunos de
estos receptores protegian a la mosca adulta de las infecciones por hongos
estimulando la secrecion de péptidos anti-fungicos (Lemaitre et al., 1996). La
clonacion de genes relacionados en plantas, gusanos, aves y mamiferos,

demostrd su importancia en la escala evolutiva como parte del sistema inmune
13



innato y como un mecanismo para reconocer patrones moleculares de
organismos patdgenos (Akira et al., 2001; Beutler et al., 2003; Janeway et al.,
2002).

Al la fecha, se han descrito diez TLRs en humanos con un patron de expresion
variable en los diversos tejidos del organismo, y se dividen en dos grandes
grupos: los TLRs de membrana citoplasmatica (TLRs 1, 2, 4, 5, 6 y 10) y los
TLRs de membranas endosomales (TLRs 3, 7, 8 y 9) (Figura 5). En forma de
monomeros o de heterodimeros, cada TLR reconoce un patron molecular
distinto (Figura 6), y activa diferentes caminos de transduccion de sefiales
mediante la utilizacion selectiva de moléculas adaptadoras, que culminan en la
produccion de citoquinas proinflamatorias e interferones (Villanueva et al.,
2006).

Figura 5. Esquema representativo de los diferentes TLRs. Los TLR 1, 2, 4,5, 6y 10
se localizan en la membrana celular, en tanto los TLR 3, 7, 8 y 9 estan mayormente

expresados en endosomas (Tomado y adaptado de Vadillo et al., 2012)
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Figura 6. Los diferentes TLRs son activados mediante ligandos especificos (tomada
de Rivas et al., 2005)
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Expresion y funcién de los TLRs en células del sistema
reproductivo

Existe evidencia creciente de que los TLRs se expresan en células somaticas
que no pertenecen al sistema inmune (adipocitos, fibroblastos, células
epiteliales del sistema respiratorio y el sistema intestinal, células del sistema
nervioso central, entre otras) (Bes-Houtmann, et al., 2007; Pevsner-Fischer , et
al., 2008; Olson et al., 2004), lo que sugiere un grupo de funciones mas
amplias que las descritas originalmente para estos receptores. En el sistema
reproductivo, se ha reportado la expresion de TLRs en células del tracto
reproductivo (vagina, Utero, trompas de Falopio) (Aflatoonian et al., 2008) y en
células del ovario. En el ovario de gallina, las células de la granulosa expresan
TLR4 y TLR5 mientras que las células de la teca expresan TLR2, TLR4, TLR5
y TLR7 (Subedi et al., 2008); en tejido ovéarico porcino se ha detectado
expresion de TLR4 (Alvarez et al., 2006); y en el ovario de tres cepas
diferentes de ratonas (NIH, Balb/c y C57BL/6) (Rodriguez-Martinez et al.,
2005) se han detectado al menos 9 TLRs. En humanos, se ha demostrado por
inmunohistoquimica la expresion de TLRs en células del epitelio de la
superficie del ovario, células de la granulosa y células endoteliales, pero no se
detect6 a nivel del estroma (Zhou et al., 2009).
Si bien los patdgenos no alcanzan con facilidad la porcion del tracto
reproductivo préxima a los ovarios, es necesaria la presencia de un sistema de
proteccion inmunologico también a ese nivel. La funcionalidad de estos
15



receptores se ha evidenciado en experimentos realizados in vitro estimulando
cultivos aislados de células del complejo-cumulus-ovocito con ligandos
especificos de TLR2 y TLR4 (Pam3Cys y LPS respectivamente) detectando la
expresion genes blanco tras activacion de estos receptores (Ptgs2, 116 and Tnf)
(Shimada et al. 2006). Se sugiere que los procesos inflamatorios e inmunes
asociados a la ovulacion se vinculan a la expresion de TLRs en el ovario (Liu
et al., 2008).

De la evidencia presentada se desprende que los receptores tipo-Toll cumplen
funciones en la fisiologia reproductiva. Asi, por ejemplo el tratamiento in vitro
de ovarios bovinos con lipopolisacaridos (LPS) bacterianos suprime la
secrecion de estradiol por parte de las células de la granulosa, pero no afecta
la secrecion de androsteneidona por las células de la teca. Los autores
proponen una disminucion en la expresion del gen de la aromatasa, con la
consecuente alteracion de la funcion de las células de la granulosa. Por tanto
los TLRs participarian en el control de la esteroidogénesis y este mecanismo
podria explicar la alteracion observada en el crecimiento y funcion de los

foliculos ovaricos durante infecciones bacterianas (Herath et al., 2007).

Por otro lado, se ha demostrado que las células del complejo cumulus-ovocito
producen citoquinas tras la activacion de los TLR2/4, que ejercen funciones

especificas sobre diversas células. Varios ejemplos se detallan a continuacion.

La IL6 una citoquina proinflamatoria se expresa en células de la granulosa y de
la teca tras el pico ovulatorio de LH. Se ha observado que la FSH incrementa
su sintesis (Gorospe et al., 1993). Esta IL ha sido propuesta como reguladora
del crecimiento folicular y la atresia en humanos (Kawasaki et al., 2003).
Ademas, esta citoguina tiene mecanismos de regulacion autdcrinos sobre las
células del cumulus siendo capaz por si misma de estimular la expansion del
COC necesaria para la ovulacién induciendo cambios en los perfiles de
expresion de genes relacionados con la formacion de la matriz extracelular (Liu
et al., 2009).

Datos experimentales obtenidos de pruebas in vitro han mostrados que los
cambios cronoldgicos en la produccion de IL13 en el ovario estan gobernados
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principalmente por las gonadotrofinas (Levitas et al., 2000; Martoriati et al.,
2003a). La IL1pB regula ciertas funciones de las células de la granulosa y de la
teca, tales como la esteroidogénesis, sintesis de proteasas, y prostaglandinas
(Dinarello, 1989). Ademas, se ha observado que la IL13 promueve la ovulacion
en diversas especies (Kokia et al., 1992; Takehara et al, 1994; Hurwitz et al.,
1991). En humanos, las células de la granulosa in vitro muestran niveles
aumentados de ARN mensajero de IL1B cuando el foliculo se encuentra
proximo a romperse (Machelon et al., 1995; Wang et al., 2002), sefialando
una participacion de esta interleuquina en la ovulacion. Estos datos se han
corroborado en estudios in vivo en los que se ha registrado la liberacién de IL
al liquido folicular por accion de las gonadotropinas (Martoriati et al., 2003b;
Caillaud et al., 2005).

A nivel del ovario el factor de necrosis tumoral a (TNF a) es producido por las
células de la teca y de la granulosa. Investigaciones in vitro muestran que el
TNFa participa en la remodelacion de la matriz extracelular que ocurre previo a
la ovulacion (Johnson et al.,, 1999; Yang et al.,, 2004). Se ha descrito su
influencia en la atresia folicular y esteroideogénesis en humanos (Carlberg et
al., 2000). Ademas, el TNFa podria facilitar el proceso ovulatorio favoreciendo
la apoptosis celular en el sitio donde sera liberado el ovocito, es decir, en la

interfase entre el foliculo y la superficie del ovario (Murdoch et al., 1999).
Ligandos no-patdogenos que activan los TLRs

Hasta ahora, hemos mencionado la activacion de los TLRs en respuesta a
ligandos patégenos. Sin embargo, la expresion de estos receptores en células
no inmunes permite cuestionar cuales podrian ser los ligandos fisiol6gicos que
activan estos TLRs. Se han descrito 4 grupos de ligandos enddgenos de los
TLRs. Un primer grupo incluiria varias proteinas y péptidos inflamatorios. Por
ejemplo, la familia de proteinas de choque térmico (Hsp) 60 se sugiri6 como
ligando de TLR2 y/o TLR4 en macrofagos y células B (Ohashi et al., 2000;
Cohen-Sfady M et al., 2005; Vabulas RM et al., 2001). En un segundo grupo se
incluye un grupo de moléculas proteicas, las colectinas. Como ejemplo

podemos citar la proteina surfactante A (SP-A) que se ha involucrado en la
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defensa innata y procesos inflamatorios del pulmén (Guillot et al., 2002). En el
tercer grupo se incluyen a los acidos nucleicos de origen mamifero que han
sido descritos como ligandos enddgenos de TLRs que podrian promover el
lupus eritematoso sistémico (Barrat et al., 2005). EI altimo grupo lo integran las
fracciones de glicosamicoglicanos. Se ha propuesto que el acido hialurénico
(AH), componente de la matriz extracelular, es un ligando clave en la
activacion de los TLRs). Se conoce que los fragmentos de AH generados por
hialuronidasas enddgenas en sitios donde ocurre dafo tisular, ejercen efectos
sumamente diversos dependiendo del tamafio del fragmento (Stern et al.,
2006). En las células del cumulus, que estan embebidas en una matriz rica en
acido hialurénico, se ha postulado un efecto autécrino de los fragmentos de AH
en la activacion de TLRs del ovario. En este 6rgano se ha demostrado que
fragmentos de aproximadamente 150kDA son funcionales y activan los
TLR2/4, lo que conlleva la expresion de genes relacionados a la inmunidad
innata en células del cumulus (Jiang et al., 2005)

En suma, las células del cumulus que rodean al ovocito expresan receptores de
la familia Toll que pueden responder a ligandos especificos, ya sean derivados
de patdgenos o derivados de la matriz extracelular, induciendo la expresion de
genes vinculados a la inflamacién asi como a la inmunidad innata, entre los que
se incluyen genes codificantes de citoquinas y quemoquinas. Finalmente estas
moléculas tales como IL6, TNFa, prostaglandinas entre otras, son liberadas
desde las células del cumulus para ejercer su funcién. La degradacion del
acido hialurénico polimérico por parte de hialuronidasas genera fragmentos de

acido hialurénico que activan el TLR4.
Receptor Tipo Toll 4 (TLR4)

El TLR4 es el miembro de la familia Toll que primero se identificO en mamiferos
y el que ha sido mejor caracterizado. Su estructura se corresponde con la
descrita previamente para esta familia de receptores: un dominio extracelular
rico en repeticiones de leucina (LRR), un dominio transmembrana y un dominio
intracelular del tipo receptor Toll-interleucina-1(TIR). EI TLR4 a través de la

porcion LRR extracelular es responsable del reconocimiento de un nimero de
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estructuras, que incluyen principalmente polisacaridos como el LPS
(lipopolisacarido), aunque también estructuras provenientes de patdgenos
fungicos o micobacterias, y ligandos endogenos (como el biglicano, las
proteinas de choque térmico de 60 y 70 kDa, fibrindgeno, fibronectina, acido
hialurénico, entre otras (Akira et al., 2006; Arancibia et al., 2007; Kawai et al.,
2010).

El LPS es un componente de la superficie externa de las bacterias gram
negativas, y constituye un potente activador de células del sistema inmune. El
reconocimiento del LPS y el inicio de la sefalizacion por parte del TLR4 es un
proceso complejo, que involucra varias proteinas accesorias. En el evento de
reconocimiento, el LPS liberado por bacterias Gram-negativas forma un
complejo con la proteina de unibn a LPS (LBP) presente en el torrente
sanguineo 'y es inmediatamente reconocido por CD14, un
glicosilfosfatidilinositol anclado a membrana celular. Cuando el CD14 se une al
LPS, lo libera hacia el complejo formado por el TLR4 y la proteina MD2
(TLR4/MD2). Esta proteina esta asociada al dominio extracelular del TLR4 y
aumenta la afinidad de este complejo por el LPS. Cuando el LPS se une a la
porcién externa del receptor TLR4, el dominio TIR (dominio citoplasmético),
pueden activarse dos vias. En la primer via, el dominio TIR se une a una
proteina adaptadora conocida como MyD88 (factor de diferenciacion mieloide
88) y la activa, lo que conduce a la activacion del factor nuclear kappa B (NF-
kB) y a la transcripcion de genes pro-inflamatorios con la consecuente
produccion de citoquinas (IL6 e IL1R y el TNF a entre otros). La iniciacion de la
segunda via, que es independiente de MyD88 y es empleada Unicamente por
TLR3 y TLR4, esta mediada por una molécula adaptadora conocida como TRIF
y conduce a la activacién del factor regulador de interferon 3 (IRF3), y la
posterior expresion de interferon B (IFN—B) y los genes de IFN-inducibles
(Brightbill et al., 2000)(Figura 7).

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brightbill%20HD%5Bauth%5D

Figura 7. Esquema representativo de la via de sefalizacion de TLR4. Al reconocer sus
ligandos especificos, TLR4 inicia una cascada de sefializacion intracelular que puede
ser dependiente o independiente de MyD88. En la via dependiente de MyD88, la
traslocacion al nucleo de NF-kB promueve la produccion de citoquinas
proinflamatorias. La via independiente de MyD88 provoca la fosforilacion de de
factores que se traslocan al nicleo, donde impulsaran la produccion de IFN (Tomado y
adaptado de Schroder et al., 2005).
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Debido a que el gen del TLR4 es polimorfico en la porcion que codifica el
dominio LRR de la porcién extracelular del receptor, la conformacién del

receptor TLR4 puede verse alterada entre individuos de la misma especie.

Polimorfismos genéticos del TRL4

Un polimorfismo genético es una region del genoma que varia entre los
individuos de una poblacién y que confiere variacién alélica entre individuos y
diversidad intra-especie. Un polimorfismo es considerado como tal cuando la
frecuencia de uno de sus alelos en la poblacion es superior al 1%. Si bien hay
varios tipos de polimorfismos, los mas frecuentes ocurren mediante la
sustitucion de una base por otra en un lugar especifico del genoma, y se
denominan polimorfismos de un solo nucleotido (SNP). En el humano se ha
descrito una distribucion aproximada de un SNP cada 100-300 nucleétidos
(Feero et al., 2010). La gran mayoria de los SNPs tienen dos alelos que se
clasifican a nivel poblacional en alelo principal o “silvestre” y alelo raro o
mutante. Esta clasificacion se basa en la frecuencia en que estos alelos se

observen en la poblacion.
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Los SNPs se localizan en las distintas regiones del genoma: regiones
intrénicas, regiones reguladoras, regiones intergendmicas y regiones
codificantes (exones). Los SNP de las regiones codificantes pueden ser SNPs
sindnimos (si el cambio de nucleétido no provoca el cambio de un aminoacido
en la proteina) o no sinénimos (si el cambio de nucleétido cambia un

aminoacido dentro de la proteina) (Cargill et al., 1999)

En el humano, el gen del TLR4 esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 9 (9933.1). La secuenciacion del gen del TLR4 revel6 que existen
varios polimorfismos no sinénimos en el tercer exon del gen, que es el exdn
que codifica para el dominio LRR de la porcién extracelular del receptor
(Smirnova et al., 2001). Si bien la mayoria de estos polimorfismos no sinénimos
tiene una baja frecuencia en poblaciones humanas (menor al 1%), la excepcion
estd dada por dos polimorfismos que tienen una frecuencia poblacional mayor
del 5%. Se trata de los polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle. El primero,
causa una sustitucion A/G que provoca el cambio del aminoacido acido
aspartico por glicina en la posicién 299: Asp299Gly (rs4986790); mientras que
en el segundo se sustituye C/T lo que provoca el cambio del aminoacido
treonina por isoleucina en la posicion 399: Thr399lle (rs4986791). Para ambos
se ha demostrado que la forma derivada (G y T, o Gly e lle, respectivamente)
cambia el sitio de union del ligando del receptor (Rallabhandi P et al., 2006)
disminuyendo la afinidad del mismo al LPS lo que puede causar cambios en su

cascada de senalizacion.

Se ha estudiado la posible asociacién entre los polimorfismos Asp299Gly vy
Thr399lle del TLR4 y diversas enfermedades infecciosas o de base inflamatoria
tales como shock séptico, ateroesclerosis, asma, periodontitis cronica,
enfermedad de Chron, entre otras con poblaciones provenientes de Europa,
Asia o Africa. (Dahmer et al., 2005; Pasterkamp et al., 2004; Yang et al., 2006;
Brett et al., 2005; de Ridder et al., 2007), encontrdndose resultados que
ciertamente asocian estos polimorfismos con algunas de las enfermedades
estudiadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de los trabajos de investigacion que analizan una posible

de los SNPs del TLR4 con enfermedades infecciosas (Tomado de Schréder

s

asociacion

et al, 2005)
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La modificacion en la conformacion del TLR4 a consecuencia de estos
polimorfismos, podria modificar la cascada biologico-inflamatoria que ocurre
tras la activacion de este receptor. Polimorfismos en la region promotora de
genes de varias citoquinas proinflamatorias vinculadas a la cascada de
activacion del TLR4 han sido asociados con diversas enfermedades de base
inflamatoria. ElI camino de sefalizacion del TLR4 descrito en la
“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”, muestra como la activacion del
TLR4 culmina con la sintesis de citoquinas proinlamatorias como TNFa, IL183,
IL6 e IL12 (Figura 8). A continuacién se describen polimorfismos de estas

citoquinas y su vinculacion a enfermedades inflamatorias.
Polimorfismos de IL6

En humanos, el gen de la IL6 estd mapeado en el brazo corto del cromosoma 7
(7p21-24). El gen tiene una region promotora de 303 pares de bases en la que
se han descrito diversos polimorfismos, siendo el -174G>C el de mayor

prevalencia e importancia biolégica (Wernstedt et al., 2004).

Para este polimorfismo existen tres posibles genotipos: G/G, G/C y C/C. El
genotipo G/C ha sido el mas prevalente en la mayoria de estudios
poblacionales realizados hasta el momento mientras que el genotipo CC ha
sido el menos frecuente. Como se ha reportado en diversos estudios, (Fishman
et al., 1998; Licastro et al.,, 2003) cada genotipo afecta de modo diferente la
transcripcion del gen habiéndose relacionado el alelo G con una mayor
trascripcion del gen y con una mayor produccion de IL-6. El polimorfismo -
174G>C se ha relacionado con una prevalencia elevada de algunas
enfermedades, entre las que se encuentran algunas de origen inmunoldgico,
como la artritis cronica juvenil (Fishman et al., 1998) y el linfoma de Hodgkin, y
enfermedades degenerativas como el Alzheimer (Licastro et al., 2003).
Ademas, las variantes de este polimorfismo se han asociado de manera
diferente con la obesidad y con sus comorbilidades, tanto las de origen
metabdlico, como la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus, y con
patologias relacionadas directamente con el sistema cardiovascular, como la
arterosclerosis (Chapman et al, 2003), el infarto agudo de miocardio y la

hipertension arterial (Vozarova et al., 2003).
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Polimorfismos de IL18

El gen de la IL18 en humanos esta localizado en el brazo largo del cromosoma
2 (2914) (Nicklin et al., 1994). Se han reportado varios polimorfismos bialélicos
en la regién promotora de este gen. Una de las mutaciones mas estudiadas de
esta region corresponde al cambio de una adenina por una guanina en la
posicion -511 del promotor del gen, dando lugar a dos alelos denominados Ay
G. Estudios in vivo indican que células con al menos un alelo A presentan
sobre-expresion (mayor actividad transcripcional), y niveles séricos elevados de
IL1B con respecto a las que tienen el alelo G, y con ello una respuesta
inflamatoria diferencial en diferentes enfermedades (Hwang et al., 2002;
Hulkkonen et al., 2000). Sin embargo las investigaciones que han intentado
establecer una asociacion entre la respuesta inflamatoria en enfermedades y la
presencia del polimorfismo -511 A/G de la IL18, han tenido resultados variables
en diferentes grupos poblacionales del mundo, lo que implica que la etnicidad
de la poblacién estudiada es un aspecto a considerar en este tipo de estudio
(Wen et al., 2010; Chen et al 2006).

Polimorfismos del TNFa

En humanos, el gen de TNFa se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 6 (6p21.31). La transcripcion de este gen se regula por una region
promotora de 1100 pares de bases en la que existen varios SNPs. En
particular, existe un polimorfismo bialélico que involucra el cambio de una
guanina por una adenina en la posicién -308 de la region promotora (Wilson et
al., 1992), dando lugar a dos alelos denominados G y A. Se ha sugerido un
mayor nivel de transcripcion de TNFa en portadores del alelo A asociado a

niveles elevados de esta citoquina (Abraham et al., 1999).

Se ha propuesto que este polimorfismo podria desempefar un papel en la
patogénesis de ciertas condiciones autoinmunes, tales como lupus sistémico
eritematoso y artritis reumatoidea (Wilson et al., 1994; Winchester et al., 1992),
asi como con el desarrollo de diversas enfermedades metabolicas tal como
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 y obesidad entre otras
(Fernandez-Real et al., 1997; Herrmann et al., 1998) y en un grupo importante
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insuficiencia respiratoria, infeccion ocular, infecciones gastricas entre muchas

otras (Stuber et al., 1996; Wilson et al., 1995).
Figura 8. Cascada de sefalizacién de los TLRs (Kyoto Encyclopedia of Genes and

de enfermedades o estados patologicos infecciosos, como shock séptico e

Genomes)
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Hasta ahora hemos descrito el papel de la inmunidad innata mediada por TLR4
en el ovario, mostrando que este receptor participa en mecanismosy procesos
fisiolégicos de este drgano. Todos estos eventos estan mediados por una red
endocrino-inmunolégica que funciona bajo un control regulado. Cuando este
control se altera, los diversos procesos que ocurren en el ovario se modifican,
pudiendo originar diferentes sindromes clinicos entre los que podria incluirse el

sindrome de ovario poliquistico.
Sindrome de ovario poliquistico (SOP)
Diagnoéstico

El sindrome de ovario poliquistico constituye un desorden reproductivo,
endocrino y metabdlico, que se presenta con gran heterogeneidad entre las

mujeres que lo padecen, y cuya etiologia permanece aun desconocida.

Irving Freiler Stein y Michael Leo Leventhal publicaron hacia 1935 un trabajo
que mencionaba los hallazgos observados en cirugias exploratorias realizadas
a mujeres obesas y/o hirsutas. Estos dos ginecdOlogos reportaron que los
ovarios de estas mujeres tenian un tamafo mayor que el habitual, y contenian
pequefios quistes llenos de fluido. Los autores correlacionaron estos hallazgos
con caracteristicas de masculinizacion observadas en estas mujeres (Stein et
al., 1935).

El sindrome de ovario poliquistico, que por mucho tiempo llevo el nombre de
sindrome de Stein y Leventhal, se presenta con gran heterogeneidad entre las
pacientes. En la actualidad, se han utilizado diferentes aproximaciones en el

intento de determinar los criterios para su diagnostico.

En 1990 luego de un congreso internacional del “National Institute of Health”
(NIH), se recomendo que en los criterios diagnosticos para el SOP debian de
incluirse trastornos de la ovulacion y evidencia de hiperandrogenismo
(biogquimico, clinico (hirsutismo / acné) o ambos). En este consenso no se hizo

referencia respecto de la morfologia del ovario (Zawadski et al., 1992).
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En 2003 se evaluaron nuevamente los criterios diagndosticos en un congreso
conjunto de la “European Society of Human Reproduction and Embryology”
(ESHRE) y la “Amercian Society of Reproductive Medicine” (ASRM) y se
incorporé la morfologia ovarica como criterio diagnéstico. Por tanto, el
consenso de Rotterdam defini6 como pacientes con SOP a aquellas mujeres
que cumplan dos de las siguientes caracteristicas: a) oligo-anovulacion, b)
hiperandrogenismo clinico o bioquimico, y ¢) morfologia de ovarios poliquisticos
(Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group,
2004) (Anexo 1).

En 2006, la “Androgen Excess PCOS Society” (AEPCOS) concluy6 que el SOP
constituye un trastorno basado principalmente en el hiperandrogenismo, y por
tanto determind que la presencia de hirsutismo/acné y/o hiperandrogenismo
bioguimico constituye una condicién sine qua non para el diagnéstico del SOP.
El segundo criterio para el diagnoéstico segun la AEPCOS podria ser tanto la
anovulacion crénica 6 la morfologia de ovario poliquistico, sin distinguir un

orden de relevancia entre ninguno de estos dos criterios (Azziz et al., 2009).

En el anexo 2 se resumen los criterios de inclusion y exclusion para el

diagnostico del SOP segun cada consenso.

Las tres clasificaciones coinciden en la necesidad de descartar patologias
asociadas al hiperandorgenismo tales como el sindrome de Cushing y la
hiperplasia suprarrenal congénita, asi como patologias que causan

anovulacion, como la hiperprolactinemia, y que pudieran confundir el sindrome.

La presencia de tan numerosos criterios ha llevado a definir diversos fenotipos
asociados al SOP. En 2011, en un Taller de la ESHRE/ASRM sobre el SOP se

identificaron cuatro fenotipos diferentes:

Fenotipo A: Mujeres con hiperandrogenismo, oligoanovulacion y ovarios de

morfologia poliquisitica tras ecografia transvaginal.

Fenotipo B: Mujeres con hiperandrogenismo y oligoanovulacion pero sin
imagen de ovarios de morfologia poliquisitica tras ecografia transvaginal.
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Fenotipo C: Mujeres con hiperandrogenismo, con ciclos ovulatorios y ovarios

de morfologia poliquisitica tras ecografia transvaginal.

Fenotipo D: Mujeres normoandrogénicas con oligoanovulaciéon y ovarios de

morfologia poliquisitica tras ecografia transvaginal.

La diversidad en cuanto a los fenotipos existentes de SOP vuelve arduo su
diagnostico certero. Esta dificultad se vuelve aun mas compleja, ya que los
especialistas difieren en cuanto a la relevancia de cada uno de los criterios
diagnéstico. Mientras que los ginecélogos consideran que la imagen ecografica
de ovarios poliquisticos es una herramienta esencial para el diagndstico del
sindrome, la opinién de los endocrin6logos estd mas centrada en el hirsutismo
y la anovulacion (The Amsterdam ESHRE/ASRM-Sponsored 3rd PCOS
Consensus Workshop Group, 2011).

Las pacientes con SOP presentan, asociados al sindrome, una serie de
factores que aumentan el riesgo cardiovascular y que favorecen la aparicion de
hipertension como son la obesidad, la dislipemia, la resistencia a la insulina
(Ciaraldi et al., 2009; Hoeger 2001) y un estado proinflamatorio, que se
caracteriza por la elevacion de reactantes de fase aguda, como la proteina C

reactiva (PCR), los leucocitos, y citoquinas (Orio et al., 2005; Oh et al., 2009).

La mayoria de las mujeres portadoras de SOP, principalmente aquellas que
presentan sobrepeso, tienen resistencia a la insulina e hiperinsulinemia
compensatoria. El exceso de insulina actia en el ovario, estimulando la
produccion de testosterona en las células de la teca interna de los foliculos del
ovario, lo que origina el hirsutismo, la oligomenorrea, el acné, la anovulacién

cronica e infertilidad secundaria (Barbieri et al., 1984).

La obesidad de tipo visceral tan caracteristica de las mujeres con SOP es
favorecida por la resistencia a la insulina ya que promueve la diferenciacion de
pre-adipocitos a adipocitos especialmente en el area abdominal (Barbosa-

Desongles et al., 2013).

Por todas estas anomalias metabdlicas, las mujeres con SOP estan expuestas

a un alto riesgo de complicaciones como diabetes mellitus tipo 2, aterosclerosis
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prematura, infarto y enfermedad coronaria (Legro et al., 1999; Orio et al., 2004).
Las pacientes con fenotipo de hiperandrogenismo clinico o bioquimico son
quienes presentan un mayor riesgo metabdlico y cardiovascular a largo plazo.

El SOP en nuestro pais

En Uruguay se ha realizado un unico estudio sobre mujeres con SOP escrito en
2010 en el marco de una tesis de posgrado por la Dra. Ma. Laura Close (Close
2010). Se trata de un estudio descriptivo, retrospectivo, realizado con pacientes
de la Policlinica de Endocrinologia y Metabolismo del Hospital de Clinicas, en
el que se analizaron diversos parametros clinicos y bioquimicos asociados al
SOP, y se los compar6 con datos de la literatura mundial. Segun Close, los
datos recolectados acerca de las mujeres uruguayas con SOP no muestran
diferencias con los datos de la bibliografia mundial respecto a edad, casos de
insulino-resistencia, hiperandrogenismo clinico, dislipemia, oligo/amenorrea e
imagen ecografica de ovarios poliquisticos. Sin embargo, Close encontré en su
trabajo un porcentaje de obesidad entre las mujeres con SOP que resulté ser
significativamente elevado en comparacién con datos de la literatura mundial.
En el desarrollo de su trabajo, Close encontré varias limitantes. Entre ellas
destaca la falta de ciertos estudios hormonales para la valoracion del
diagnostico de SOP, asi como una sobre-evaluacion de las ecografias ya que
se diagnostican como ovarios poliquisticos imagenes que no siguen los
parametros de diagnostico. Como conclusiones de su trabajo, Close determiné
que el SOP en las mujeres uruguayas representa un importante factor de
riesgo cardiovascular, y que por tanto estas alteraciones metabdlicas deben
ser estudiadas y detectadas precozmente. Sugiere realizar pruebas de
“screening” para diabetes mellitus a todas las pacientes con SOP debido al
riesgo de intolerancia a la glucosa y diabetes observada en la poblacion
estudiada. Por ultimo plantea como desafio para futuros estudios analizar si
las alteraciones metabdlicas del SOP varian deacuerdo a la expresion
fenotipica del sindrome para poder determinar el riesgo especifico sobre el
pronéstico reproductivo, cardiovascular y neoplasico de cada uno de los
fenotipos del SOP.
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Patogénesis

Si bien la causa del SOP es desconocida, la evidencia indica que se trata de
una enfermedad multifactorial, y que la susceptibilidad individual a desarrollar el
sindrome estd determinada por factores de riesgo tanto ambientales como

geneéticos.

Factores ambientales asociados al SOP

Los factores ambientales asociados al SOP pueden ser clasificados como
prenatales (programacion durante el desarrollo fetal) o post-natales (dieta,
obesidad, estilo de vida sedentario, toxinas ambientales) (Diamanti-Kandarakis
et al., 2006).

En la etapa prenatal, un exceso en los niveles de hormonas esteroideas
(glucocorticoides o androgenos) puede tener modificaciones epigenéticas que

expliquen la base molecular del SOP (Wells 2011, Longo et al., 2013).

El exceso de glucocorticoides y andrégenos en la circulaciéon fetal resulta en
restriccion del crecimiento intra-uterino, y resulta en el nacimiento de un nifio de
bajo peso. Generalmente, estos nilos muestran un crecimiento compensatorio
postnatal durante los primeros dos afios de vida, que se asocia con diversas
patologias tales como pubertad precoz, enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2, intolerancia a la glucosa, dislipidemia, obesidad, sindrome
metabolico y SOP (Ibafiez et al. 1998; Bonamy et al., 2008; Martinez-Aguayo et
al., 2007).

Sin embargo, el hiperandrogenismo adrenal puede ocurrir a nivel de la
circulacién materna en mujeres obesas, con resistencia a la insulina, diabetes
mellitus, el SOP y/o cualquier otra condicion asociada a un exceso de
androgenos. Se postula que el hiperandrogenismo durante la vida intrauterina
tiene efecto sobre la programacion de la unidad hipotalamo-hipofisaria,
favoreciendo el exceso de secrecion de LH y conduciendo al desarrollo de la
obesidad abdominal y la consecuente resistencia a la insulina que pueden
alterar la funcién ovulatoria, causando anovulacion (Escobar-Morreale et al.,
2014; Sir-Petermann et al., 2009).
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Respecto a los factores post natales, se ha observado que los habitos de dieta,
el ejercicio fisico y los factores culturales, sociales y econémicos pueden
modificar la prevalencia de las condiciones metabdlicas asociadas al SOP. La
importancia de los factores ambientales en el desarrollo del SOP queda en
evidencia cuando se produce un cambio en el estilo de vida que modifica por
ejemplo, la obesidad. La pérdida de entre el 2 y el 5% del peso corporal reduce
la hiperinsulinemia, los niveles circulantes de andrdgenos, restaura la ciclicidad
del ovario y mejora los desordenes clinicos tales como la dislipemia (Escobar-
Morreale 2006)

Factores genéticos asociados al SOP

Existe evidencia que sugiere que el sindrome de ovario poliquistico es
heredable. Mientras que algunos estudios genéticos sugieren un modo de
herencia autosomico dominante, otros han demostrado que es mas probable

gue tenga una base oligogénica (Cooper et al., 1968).

A la fecha, se han realizado esfuerzos para identificar genes que influyan en la
susceptibilidad del SOP. Entre los genes candidatos se han propuesto genes
vinculados a los eventos o procesos alterados en el SOP. Entre ellos se
encuentran genes vinculados a la esteroidogenesis, relacionados con las
gonadotropinas, vinculados con la secrecion y accion de la insulina, y genes

relacionados con la inflamacion cronica (Goodarzi et al., 2006)
Genes candidatos involucrados en la esteroidogénesis

Entre los genes que se postulan para esclarecer la etiologia genética del
sindrome, se encuentran aquellos que codifican para enzimas que participan
en la sintesis de andrégenos, 2 de estos genes son los que codifican para la
enzima 17 a hidroxilasa o citocromo P45017,y para el citocromo P450
(Urbanek et al.,, 1999). Existen publicaciones que avalan una expresion
aumentada de P45017 y P450 en las células de la teca de ovarios de mujeres
con SOP (Qin et al., 1998; Gharani et al.,, 1997). Los genes que codifican
dichas enzimas presentan polimorfismos que se han asociado con niveles

diferenciales de transcripcion, considerdndolos como potenciales marcadores
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de riesgo genético para el desarrollo del fenotipo hiperandrogénico en

pacientes con SOP.

Genes candidatos relacionados con las gonadotrofinas y su receptor

En un trabajo multicéntrico realizado con mujeres finlandesas, holandesas,
britanicas y estadounidenses (n= 1 466) con diagnostico de SOP y mujeres
sanas, se investigo la presencia de 2 mutaciones puntuales en el gen que
codifica para la LH y da una forma variada de la hormona, sin encontrar una
asociacion con el SOP (Tapanainen et al., 1999). Existe en la literatura otro
estudio realizado en adolescentes con SOP, en el cual se analizaron 2
polimorfismos en el gen que codifica para el receptor de la FSH, que afectaria
la sefial de transduccion. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre casos y controles (Unsal et al., 2009). Los estudios al
respecto a este grupo de genes candidato aun no ofrecen resultados

concluyentes.

Genes candidatos involucrados con la secrecion y la accién de la insulina

La insulinorresistencia se ha involucrado con el SOP, y en la actualidad se han
estudiado multiples genes implicados en esta condicion y su asociacién al SOP
como ser el gen del receptor de insulina (Siegel et al., 2002), de la enzima
calpaina-10 (relacionada con secrecion y accion de la insulina) (Ehrmann et al.,
2002), entre otros. Si bien muchos de los resultados son contradictorios y no
concluyentes, las alteraciones en el gen del receptor para la insulina son los

que hasta el momento tienen mayor peso.

Genes relacionados con la inflamacién crénica

Diversos genes involucrados en la inflamacion cronica tales como TNFa, IL6 e
IL18 se han estudiado en relacion al SOP obteniendo resultados

controversiales.

Respecto al polimorfismo -511 de la /L1718, resultados reportados en estudios
realizados con mujeres caucasicas y asiaticas no asocian el polimorfismo (-511
C/T) de la IL-1beta y el SOP (Kolbus et al., 2007 y Mu et al., 2010). Sin
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embargo, un trabajo realizado con una poblacion de mujeres chinas con SOP si
encuentra que el alelo A de este polimorfismo es més frecuente en mujeres con
SOP que control. (Xia et al., 2013). La IL6 es otra citoquina que ha mostrado
resultados controversiales respecto a los analisis de asociacion del
polimorfismo del promotor (-174) y el SOP. En un estudio realizado con una
poblacion de mujeres turcas concluyeron que este polimorfismo se asocia con
el SOP (Erdogan et al., 2008) mientras que en otro trabajo realizado con
mujeres caucasicas con SOP no se encontré asociacion con este polimorfismo
de la IL6 (Walch et al.,, 2004). Finalmente, en cuanto a las publicaciones
respecto del polimorfismo en la regién promotora del gen de TNF alfa (-308),
los resultados no han mostrado asociacion del polimorfismo y el SOP en
estudios realizados con pacientes con SOP provenientes de poblaciones
australianas, caucasicas e indias (Bhagat et al., 2010; Pujhari et al., 2012; Yun
et al., 2011).

Sin embargo, hasta el momento, no existe ningun gen ni polimorfismo genético
universalmente aceptado como Unico candidato en la etiologia del sindrome.
Se han realizado estudios de asociacion de genoma completo (GWAS:
genome-wide association studies) en mujeres con SOP provenientes de
poblaciones chinas, estadounidenses y europeas (Chen et al., 2011a; Chen et
al., 2011b; Shi et al., 2012). Sin embargo, los resultados encontrados no se
confirmaron en un estudio realizado con un grupo de mujeres coreanas (Hwang
et al., 2012). Los autores plantean que dichas discrepancias pueden deberse a
diferencias en el background genético de las poblaciones estudiadas asi como
la inclusion de mujeres con diferentes manifestaciones clinicas y metabolicas
del SOP.

En suma, existe evidencia que demuestra que el funcionamiento del ovario
presenta mecanismos de regulacién neuro-inmuno-endocrina, que al alterarse
provocan cambios funcionales en el 6rgano, pudiendo incluso derivar en

eventos patologicos.
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Justificacion

Las alteraciones del crecimiento folicular caracteristicas del SOP podrian estar
mediadas por los receptores tipo Toll 4 asi como por moléculas vinculadas a su
cascada inflamatoria. En base a los antecedentes presentados sobre la
asociacion de polimorfismos genéticos del TLR4 y citoquinas tales como IL1p,
IL6 y TNFa, y su implicancia en la susceptibilidad de desarrollar diversas

enfermedades de base inflamatoria, planteamos la siguiente hipotesis.
Hipotesis

El TLR4 esta implicado en los procesos vinculados al SOP y los polimorfismos
genéticos de este gen, asi como polimorfismos en los genes de moléculas
inflamatorias relacionadas a su cascada de sefializacibn estan asociados al

SOP en mujeres uruguayas.

Objetivo general

Evaluar si el Sindrome de Ovario Poliquistico se relaciona con procesos

inflamatorios en los que esté implicada la via de sefalizacion del TRL4.

Objetivos especificos

1) Caracterizar fenotipicamente la poblacion uruguaya de mujeres con SOP

2) Estudiar la presencia de los polimorfismos rs4986790 y rs4986791 (gen
TLR4), rs16944 (gen IL1R), rs1800795 (gen IL6) y rs1800629 (gen
TNFa) en una cohorte de mujeres con SOP y otra de mujeres controles

3) Analizar el fenotipo de células de la granulosa de mujeres con SOP o
control, y su capacidad de sintetizar moléculas inflamatorias
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Material y métodos (de acuerdo a los objetivos)

Poblacion de estudio

Las mujeres que ingresaron a protocolo para el estudio fueron aquellas mujeres
gue cumplieron con los criterios diagndésticos para SOP (n=92) segun el criterio
de Rotterdam (2003) quedando excluidas otras causas de hiperandrogenismo y
anovulacion como la hiperplasia suprarrenal congénita u otras. Ademas se
incluyé una cohorte de mujeres sin SOP como grupo control (n=125). Estas
presentaban una historia de ciclos menstruales regulares sin evidencia de
hiperandrogenismo clinico, ni historia de diabetes tipo 2 en sus familiares en
primer grado. Todas las mujeres que participaron de este estudio (tanto SOP
como controles) fueron reclutadas de una Clinica de reproduccion asistida
privada (Centro de Esterilidad Montevideo) 6 en la Policlinica de Endocrinologia
del Hospital de Clinicas.. Las participantes fueron informadas acerca del
estudio y firmaron ficha de consentimiento aprobada por el comité de ética de
la Facultad de Medicina (Exp. No. 071140-000980-08, Anexo 3).

Para cumplir con el objetivo de caracterizar fenotipicamente las mujeres

uruguayas con SOP, se disefi6 un formulario (Anexo 4) que incluyo:

e Datos personales: nombre, Cl, edad
e Antecedentes personales: diabetes, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, tabaquismo
e Antecedentes familiares: diabetes, SOP, esterilidad
e Datos clinicos: ciclos menstruales e historia reproductiva
e Examen fisico: hirsutismo, acné, peso, talla, perimetro abdominal
e Examenes paraclinicos:
i) Datos de ecografia de ovarios
i) Datos hormonales (hormona luteinizante (LH), hormona foliculo
estimulante (FSH), estradiol (E2), hormona anti-mulleriana
(AMH), prolactina (PL), testosterona total (T), testosterona
libre, hormona estimulante de la tiroides (TSH), 17-OH

progesterona, DHEA
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Para cada paciente se calcul6 el indice de masa corporal (IMC), como el
cociente entre el peso en kilogramos y el cuadrado de la talla en metros
(kg/m2). ElI IMC es un indice utilizado frecuentemente para clasificar el
sobrepeso y la obesidad en adultos. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) define el sobrepeso como un IMC igual o superior a 25, y la obesidad

como un IMC igual o superior a 30.

Los datos de las pacientes fueron manejados de modo confidencial y anénimo,

empleando un sistema de cadigos.

Analisis estadistico

Las siguientes variables fueron comparadas entre grupos (mujeres control vs

con SOP): edad, valores hormonales eIMC.

En aquellas variables que cumplieron con la normalidad, los datos provenientes
de los dos grupos (fueron comparados mediante el test de t Student para
determinar diferencias significativas entre éstos. En el caso de que los datos
no cumplieran con alguno de los supuestos de la estadistica paramétrica, se
procedié a comparar los datos utilizando el test de Mann-Withney o el test de
Kruskal-Wallis no paramétrico. En todos los casos se consideraron

estadisticamente significativos valores de P<0.05 (Sigmaplot 11.0).

Para cumplir con el objetivo de estudiar la presencia de los polimorfismos
rs4986790 y rs4986791 (gen del TLR4), rs16944 (gen de IL1B), rs1800795
(gen de IL6) y rs1800629 (gen de TNFa) en una cohorte de mujeres con

SOP y otra de mujeres controles, se realizo:

Obtencién de muestras

Las muestras biologicas de 92 mujeres con SOP y 125 mujeres control se
tomaron por raspado de la mucosa yugal usando cepillos citologicos estériles e
individuales (Sunway medical insutruments co.,). Una vez obtenida, la muestra
se guardd a 4°C en un tubo eppendorff conteniendo 1 ml de PBS hasta su
procesamiento. La extraccion de ADN se realizO siguiendo un protocolo
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modificado de extraccibn de ADN a partir de sangre total (Anexo 5). La
cantidad y calidad del ADN extraido se analizo por espectrofotometria

(Biophotometa, Eppendorf, Hamburg, Germany).
Analisis del ADN

El andlisis de los polimorfismos del ADN se realizé mediante la técnica de
HRM-Real time (PCR en tiempo real y curvas de disociacion de alta resolucion)
empleando el Rotor-Gene 6000™ (Corbett Life Science, Sydney, Australia) y
Eva Green (Type-it HRM PCR Kit, Qiagen, Hilden, Germany) como agente
intercalante del ADN. En las curvas de HRM, las dos variantes homocigotas de
un SNP se presentan con una curva de igual forma, pero se distinguen una de
otra por un desplazamiento en el eje de temperatura. Por otro lado, la variante
heterocigota exhibe un cambio en cuanto a la forma de la curva. Cualquiera de
estos tres cambios resulta distinguible, y ocurren a consecuencia del cambio de
un Unico nucledtido en la secuencia del gen, lo que genera una variacion en la

temperatura de desnaturalizacion (melting) del amplicon.

Se utilizé un sistema cuadruplex que permite analizar varios genes y sus
polimorfismos en el mismo ensayo (rs4986790 de TLR4, rs16944 de IL-18,
rs1800795 de IL6, rs375947 de IL12R) (Pereyra S et al., 2012). La mezcla para
PCR, los cebadores empleados y el perfil de la reaccién de PCR se detallan a
continuacion.

Ensayo cuadruplex

Mezcla para PCR:

1X Type-it HRM PCR Kit, (Qiagen, Hilden, Germany)

2.46 uM de cada cebador del gen de TLR4

0.46 uM de cada cebador del gen de IL6

0.26 uM de cada cebador del gen de IL1S

0.9 M de cada cebador del gen de IL12R

25 ng del templado de ADN

Volumen final de reaccién de 10 ul (agua cantidad necesaria)
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Cebadores:

NUmero de . . Tamafio del Tm del
: Secuencia del cebador Secuencia del cebador
referencia Gen (directo5’-3") (indirecto 5°-3") producto de producto de
del SNP PCR (pb) PCR (°C)
ATT TGACCATTG AAG | TGT TGC CAT CCG AAA o
rs4986790 | TLR4 AAT TCC G TTA TAA G 157 75.5°C
GCC TCA ATG ACG ACC GGG GCT GAT TGG o
rs1800795 IL6 TAA GC AAA CCT TA 105 78°C
CTT GGG TGC TGT TCT CAA CTC CGT CAG o
rs16944 | IL1B CTG CCT C GAG CCT GAA C 126 83°C
CTG CCATTC AAT GCA CCC TGT AGG GTC o
rs375947 IL12R ATA CG AGG GGT AT 241 85°C

Perfil de la reaccién de PCR

95°C por 5 minutos
95°C por 15 segundos

35 ciclos
60°C por 1 minuto

Rampa de HRM desde 72 a 88°C.

Por otro lado, para completar el andlisis de los polimorfismos de interés, se
disefié un sistema duplex (trabajo final de pasantia de grado de la Lic. Mariana
Ford) que permiti6 el estudio de los polimorfismos rs4986791 de TLR4 y
rs1800629 de TNFa en simultaneo. La mezcla de la PCR, los cebadores

empleados y el perfil de la reaccion de PCR se detallan a continuacion.

Ensayo duplex

Mezcla para PCR:

1X Type-it HRM PCR kit (Quiagen Hilden, Germany)
1uM de cada cebador del gen de TNF-a

1uM de cada cebador del gen de TLR4 Thr399lle
25ng de ADN

Volumen final de reaccién de 10uL (agua cantidad necesaria)
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Cebadores:

Numero de Secuencia del cebador | Secuencia del cebador Tamario del m
X . L del producto de
referencia Gen (directo) (indirecto) producto de PCR (°C
del SNP 53 5.3 PCR (pb) C)
GGC AAT AGG TTT GTCTTC TGG GCC
rs1800629 | TNF a TGA GGG GC ACT GAC TG 80 77
TCAAGG TTG CTG TGT TCT AGT TGT
rs4986791 | TLR4 TTC TCA AAG T TCT AAG CCC A 118 82

Perfil de lareaccién de PCR
95°C por 5 minutos

95°C por 15 segundos

35 ciclos
60°C por 60 segundos

Rampa de HRM desde 74°C a 85°C.

Para ambos ensayos (cuadruplex y duplex) se incluyeron individuos con
genotipos homo y heterocigotos como controles en todos los experimentos. Las
curvas de HRM fueron normalizadas y el genotipo fue asignado segun la forma
de la curva de HRM por el software del Rotor Gene y andlisis visual. Los
resultados de los genotipos obtenidos por HRM fueron validados realizando
ensayos de RFLP (restriction fragment length polymorphism) para los cuales se

usaron muestras de nuestro trabajo escogidas al azar.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software PLINK v1.07
(Purcell S et al., 2003). Para los SNPs considerados en este trabajo se realizd
el andlisis del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) utilizando un test exacto
descrito por Wigginton JE et al., 2005. Los test de asociacion caso-control

fueron realizados mediante test de Chi cuadrado.
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Para cumplir con el objetivo de analizar el fenotipo de células de la
granulosa de mujeres con SOP o control, y su capacidad de sintetizar

moléculas inflamatorias, se siguio la siguiente estrategia experimental:
Obtencion de muestras

Pare este estudio se utilizaron células de la granulosa (CG) del ovario de
mujeres con SOP (n=6) y mujeres control (donantes de ovocitos, n=6)
sometidas a tratamiento reproductivo de alta complejidad. Para la estimulacion
ovarica las pacientes fueron tratadas con analogos de GnRH, hormona foliculo
estimulante y gonadotrofina coriénica humana (hCG) para lograr el crecimiento
de multiples foliculos. Luego de 36 horas de la administracion de hCG se
realizé el procedimiento mediante el cual se puncionaron los foliculos maduros
(> de 14 mm de didmetro) para aspirar el liquido folicular para obtener ovocitos
para la técnica de fecundacion in vitro. Normalmente, cuando se aspira el
liquido folicular se aislan los ovocitos y se descarta el remanente que contiene
las células de la granulosa. El liquido folicular de descarte de las mujeres
seleccionadas para este estudio, fue trasladado a nuestro laboratorio dentro de
las dos primeras horas de obtenido. Las pacientes fueron informadas acerca
del estudio y firmaron ficha de consentimiento (Anexo 3).

Preparacion y estimulacion de las células de la granulosa

Las células de la granulosa que se emplearon para este estudio ya habian
comenzado el proceso de luteinizacion al haber sido estimuladas con hCG
durante el tratamiento de la paciente. Las células granulosas fueron aisladas
mediante centrifugacidon con gradientes de distinta densidad (AllGrad®,
LifeGlobal) separandolas de las células sanguineas y del liquido folicular segun
el protocolo descrito por Das M et al., 2008. Una vez aisladas las células fueron
sembradas a una concentracién de 7 x10* células por pozo en una placa estéril
de 24 pozos (Cellstar, greiner bio-one). Se agregaron 300 yl de medio de
cultivo DMEM (Life Technologies) suplementado con suero fetal bovino (10%) y
antibiotico, y luego las células permanecieron sin cambios por 48 horas para

permitir su adhesion a la placa de cultivo (Pellatt et al., 2007). Pasado este
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tiempo el medio fue removido y reemplazado por medio fresco igualmente
suplementado para iniciar los protocolos de estimulacion.

Las células de la granulosa fueron cultivadas con o sin LPS (20 ng LPS Sigma:
E. coli serotipo 055:B5). Luego de 24 horas de tratamiento, el medio fue
removido y almacenado a -20 °C para el ensayo de ELISA. En cuanto a las
células, se siguid un protocolo diferente segun el experimento a realizar:
inmunofluorescencia, microscopia electronica de transmision 6 aislamiento de

ARN mensajero.

ELISA

El medio del cultivo de células de la granulosa humanas provenientes de
mujeres control o con SOP fue utilizado para deteccién de IL13 por técnica de
ELISA (Human IL-1B ELISA Set Il, BD OptEIA, BD Biosciences).

Para la preparacion de las diluciones para la construccion de la curva estandar
se siguieron las instrucciones del fabricante. Las diluciones que se incluyeron
abarcaron un rango de concentraciones desde 3.9 pg/ml hasta 250pg/ml.

El ensayo se realizé en placas de 96 pozos (ELISA plate, greiner bio-one) y se
siguié el protocolo que se detalla en el anexo 6 segun recomendaciones del
fabricante. Para la lectura de las placas se utiliz6 el Multiskan EX (Thermo

Scientific).

Inmunofluorescencia

Luego de remover el medio de cultivo, las células de la granulosa adheridas a
la placa de cultivo se lavaron tres veces con PBS y fueron fijadas en solucion
de paraformaldehido en PBS al 4% por 15 minutos. Posteriormente el fijador
fue removido, se lavo nuevamente con PBS cada pozo, y se agregaron 200 pl
de solucién de bloqueo (1x PBS-Triton (0.25%)-BSA (2%)) y se incub6 durante
1 hora. Posteriormente a cada pozo se afiadié 200 pl de anticuerpo policlonal
de conejo anti-TLR4 (TLR4 H-80: sc-10741, Santa Cruz Biotechnology, Inc) en
una dilucion 1:100 en solucion de bloqueo y se dejé incubar toda la noche a
4°C. Cada pozo se lavé con 300 ul de PBS tres veces durante 5 minutos cada
vez, y se agreg6 150 pl por pozo de anticuerpo secundario de cabra anti-conejo

biotinilado (Molecular Probes) en una dilucion 1:500 y se dejé incubando
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durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, luego de 3 lavados
con PBS, se incubd con estreptavidina Alexa Fluor 488 (Jackson
Immunoresearch laboratories) diluida en solucién de bloqueo (1:300) durante 1
hora a temperatura ambiente en oscuridad. Se realizaron tres lavados con PBS
y se agreg6 ioduro de propidio (1:5000) diluido en PBS y se dej6 la placa 10
minutos en un agitador a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente los
pozos fueron lavados con PBS y se observaron y fotografiaron las células en

un microscopio invertido de epifluorescencia (NIKON eclipse TS100).

Microscopia electronica de transmision

En los pozos de la placa de cultivo destinados a microscopia electrénica, se
siguid el siguiente protocolo: se descartd el DMEM de cada pozo de la placa de
cultivo y se lavo tres veces con 300 pl de PBS estéril. Las células se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato durante 1 hora, se despegaron con un
scraper y se almacenaron en un tubo eppendorff de 1.5 ml a 4°C hasta su
posterior procesamiento en el laboratorio de la Unidad de Microscopia
electronica de Transmision de la Facultad de Ciencias. Alli, las células fueron
posfijadas con tetroxido de osmio al 1% en agua y ferrocianuro de potasio al
1,5%, durante 1 a 2 horas, deshidratadas en alcoholes de concentracion
creciente, y embebidas en araldita. Los bloques conteniendo las muestras se
polimerizaron en estufa a 58-60°C durante 48hs. Las secciones semi y ultra
finas se realizaron en un ultramicrétomo RMC M-TX. Las secciones semifinas
(300-400nm) fueron tefidas con azul de metileno boraxico al 1%. Las
secciones ultrafinas (50 a 70 nm) se contrastaron con una solucién acuosa de
acetato de uranilo a saturacion, seguido de citrato de plomo. La observacién se
realizé en un microscopio electronico de transmisiéon modelo JEOL JEM -1010.
Las imagenes fueron obtenidas con una camara digital Hamamatsu C-4742-95
y las mediciones del area de 100 granulos intracelulares en cada grupo se

realizaron con herramientas del programa Image J.
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Aislamiento del ARN mensajero

Las células fueron despegadas de la placa de cultivo agregando 200 pL de
TRIzol® (Qiagen) en cada pozo, y almacenadas a -80 °C hasta su
procesamiento.

Para aislar el ARN total se siguio el protocolo de TRIzol® (Qiagen) (Anexo 7),
ajustando los voliumenes segun correspondiera. Se agregaron 40 pl de
cloroformo en cada pozo. Se agitd vigorosamente durante 15 segundos y se
dej6 a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos. A continuacion se
centrifugo durante 15 minutos a 12000g y la fase superior acuosa se transfirié
a un tubo limpio, en el que se agregd 100 pl de isopropanol por pozo y se agitd
en vortex para mezclar. Se dejé a temperatura ambiente 10 minutos y se volvio
a centrifugar a 12000g durante otros 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante,
y el precipitado obtenido (ARN) se tratd con 200 ul de etanol 75% por pozo. Se
centrifugé a 7500 g durante 5 minutos, se removié el sobrenadante y se dejé
secar el pellet de ARN que fue re-suspendido en 20uL de agua libre de
RNAsas. La concentracion de los ARN obtenidos se midié por
espectrofotometria a 260nm  (NanoDrop 1000 Thermo Scientific).
Posteriormente se verificO la integridad de los ARNs en gel de agarosa 1% en
buffer TBE 0.5X con Bromuro de Etidio para su visualizacion. Finalmente el
ARN de cada muestra se almacen6é a -80 °C hasta el momento de la

retrotranscripcion.

Retrotranscripcion del ARNm

Para la retrotranscripcion se utilizaron “random hexamer primers” (#50142,
Fermentas) y la enzima RevertAid Reverse Transcriptase, (Thermo Scientific).
La reaccion se realiz6 de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante
(Anexo 8). Para ello se agregd en frio a un tubo eppendorf, un volumen
equivalente a 0,2 pg de “random hexamer primers”, 1ug de ARN total y agua
tratada con DEPC hasta alcanzar un volumen final de 12,5uL. La mezcla fue
incubada a 65°C durante 5 minutos y posteriormente colocada en frio. Se
agregaron 4uL del buffer de reaccion 5X de Thermo Scientific, una mezcla de

dNTPs (cantidad suficiente para alcanzar una concentracion final 1 mM de
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cada nucledtido en el volumen final de reaccién), 2ul del inhibidor de
Ribonucleasas (Thermo Scientific RiboLock RNase Inhibitor (#E00381) y 1 uL
(200 unidades) de la enzima transcriptasa reversa. La reaccion fue llevada a un
volumen final de 20uL con agua tratada con DEPC. La misma fue incubada
durante 10 minutos a 25°C y luego 60 minutos a 42°C. Finalmente, se detuvo la
reaccion aumentando la temperatura a 70°C durante 10 minutos. EI ADNc
obtenido se guardo a -20°C.

Real time PCR

Expresion de ARN mensajero de TLR4 en células de la granulosa

humanas

Se realiz6 PCR real time para confirmar la expresién génica de este receptor
en células de la granulosa humanas de mujeres control y mujeres con SOP.
Tanto la mezcla para la PCR asi como el perfil de la reaccion fueron iguales a
las descritas en el anexo 9. Los cebadores especificos utilizados fueron: 5°-
AAG GCA TGC CTG TGC TGA GTT TGA AT- 3" (directo); 5" - TAT GCA GCC
AGC AAG AAG CAT CAG GT -3’ (indirecto). Luego de finalizada la corrida de
PCR los productos de amplificacién se corrieron en gel de agarosa 2% en
buffer TBE 0.5% durante 60 minutos a 90mV.

Cuantificacion de la expresién génica

La cuantificacion de la expresion génica se hizo con la técnica real time PCR
cuantitativa (gPCR), usando Syber-Green como fluoroforo intercalante, y
monitoreando la fluorescencia con el equipo “Rotor Gene 6000” de Corbett. Los
genes de interés eran el IL18 y el IL6, y como gen de referencia se utilizé el
GAPDH. En cada reaccion, cada muestra se amplificé por duplicado y se corri
un control negativo (sin ADN).

Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia
producida en cada ciclo de PCR y los softwares de analisis representan dicha
fluorescencia graficamente respecto al numero de ciclos. Para el analisis
cuantitativo del producto, se analiza la curva de amplificacién, la cual esta

constituida por tres fases: 1) fase de latencia donde la acumulacion de producto
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no se puede detectar, 2) fase exponencial y 3) fase de saturacion, donde
finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia. En este gréafico es posible
establecer un valor de fluorescencia umbral (threshold) que representa el punto
a partir del cual se produce un aumento significativo de la fluorescencia por
encima de la fluorescencia de fondo. El Ct del inglés “cycle threshold”, cuya
traduccion es ciclo umbral, se determina por el punto de corte entre la linea
umbral y la curva de amplificacion, y es considerada una medida indirecta de la
concentracion del producto de PCR. El “threshold” puede determinarse
manualmente por el investigador o automaticamente por el software. En este

estudio, en todos los casos fue determinado manualmente.

Las reacciones de gqPCR fueron llevadas a cabo utilizando el kit “Biotools
QuantiMix EASY SYG KIT” (Biotools). Para ello se coloc6é para cada muestra
en tubo eppendorf: 1yl ADNc, 7ul H20, 1pl cebador directo (20uM), 1ul cebador
inverso (20uM), 10 pl de Biotools QuantiMix EASY SYG KIT. Cada par de
cebadores para el estudio de cada gen fue optimizado para calcular la Tm y el
namero de ciclos que aseguraran que pudieran detectarse diferencias semi-
cuantitativas de la expresion. Las combinaciones de cebadores fueron
disefiadas usando el programa Primer 3 o fueron obtenidas de la literatura.
Para PCR cuantitativa los cebadores se deben de disefiar de modo que la
secuencia de al menos uno de ellos esté contenida en diferentes exones, o que
el cebador directo y el indirecto se encuentren en diferentes exones. Ademas,
se debe de tener en cuenta que el producto sea lo suficientemente corto para
asegurar una Optima amplificacion. Los parametros utilizados en el
termociclador asi como la secuencia de los cebadores especificos utilizados

para cada gen se muestran en el Anexo 9.

Curvas estandar para IL1B, IL6 y GAPDH

Se realizaron curvas estandar para los genes de interés como para el gen de
referencia. Las curvas se realizaron a partir de diluciones seriadas de ADNc de
células de la granulosa en cultivo. El rango de diluciones utilizado para la
construccion de las curvas fue de 1, 1/10, 1/100. Los puntos de la curva se

hicieron por duplicado.
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Eficiencia de reaccion

La eficiencia de la reaccion se establece a partir de las curvas estandar, y se
determina a partir de la pendiente de la curva del logaritmo de la concentracion
inicial del estandar (variable dependiente) y el Ct (variable independiente). La
eficiencia (E) se calcula a partir de la siguiente reaccién: E=10"P*"%"® Cyando
la pendiente de la recta obtenida es cercana o igual a -3.32, la eficiencia de la
amplificacion es igual a 100%. Tedricamente el 100% corresponde la eficiencia
maxima, donde la cantidad del producto de PCR se duplica en cada ciclo

durante la fase exponencial.

Calculo de la expresién génicarelativade IL1B e IL6

El método empleado para el célculo de la expresion relativa de los genes de
interés fue el propuesto por Pfaffl MW, 2001. Este método toma en cuenta los
cambios en las eficiencias de la amplificacion y permite calcular de una manera
mas precisa la expresion relativa del gen de interés con respecto al gen de

referencia (Gapdh). EI modelo que proponen estos autores es el siguiente:

(e )
. (L gorll-C sorsxp)
(Ecod T Te

expR = :
fER:- F:, ( CT ﬁe.ﬂ"‘{:T RafExp)
Donde expR, expresion relativa; EGOI, eficiencia del gen de interés; ERef,
eficiencia del gen de referencia; ACtGOI, diferencia del Ct del gen de interés
del grupo control menos el Ct del gen de interés del grupo experimental
(CtGOI Ctl-CtGOI Exp); ACtRef, diferencia del Ct del gen de referencia del
grupo control menos el Ct del gen de referencia del grupo experimental
(CtRef Ctl-CtRefExp). Para nuestro trabajo los genes de interés/problema
fueron IL1B 6 IL6, el gen de referencia fue el Gapdh. El grupo experimental
fueron las mujeres con SOP mientras que el grupo control eran las mujeres

control.

Analisis estadistico
Los datos de las variables que cumplieron con una distribucion normal,
provenientes de los dos grupos (mujeres control y con SOP) fueron

comparados mediante el test de t Student para determinar diferencias
46



significativas entre éstos. En el caso de que los datos no cumplieran con
alguno de los supuestos de la estadistica paramétrica, se procedié a comparar
los datos utilizando el test de Mann-Withney o el test de Kruskal-Wallis no
paramétrico. En todos los casos se consideraron estadisticamente significativos
valores de P<0.05 (Sigmaplot 11.0).
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Resultados

% Caracterizacion fenotipica de las mujeres uruguayas con
SOP

Diagnéstico de SOP

El diagnéstico de SOP de las mujeres consideradas en este estudio fue
realizado por ginecoélogos o endocrinélogos de cada servicio. En la Figura 9 se
observa como se agruparon las mujeres con SOP segun los 4 fenotipos

descritos.

Figura 9. Distribucién de las caracteristicas de las mujeres uruguayas con SOP de
acuerdo a los criterios diagnosticos de Rotterdam 2003.

B Fenotipo A: Alteraciones menstruales +
morfologia de ovario poliquistico (MOP)

+hiperandrogenismo )
B Fenotipo B: Hiperandrogenismo +

Alteraciones menstruales

B Fenotipo C: Hiperandrogenismo + MOP

B Fenotipo D: Alteraciones menstruales +
MOP
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Rango etario

Respecto a la edad de las mujeres en cada grupo, la distribucion de
frecuencias mostro que el grupo de mujeres control presentaba una distribucion
homogénea de los individuos desde los 20 a los 35 afios, mientras que en el
grupo de mujeres con SOP la mayoria de las mujeres se encontraron entre los
30y 35 afios de edad.

La dispersion en las edades del grupo control fue mayor que en el grupo con
SOP como queda evidenciado por la longitud de la caja. La edad minima (21
vs 22) y maxima (41 vs 42) fue semejante entre los grupos. La media de las
edades resulto diferente entre grupos, siendo 29.11+ 0.87 afios en las mujeres
control y 31.87+ 0.76 afios en las mujeres con SOP (mediatSEM, p<0.05,
Figura 10

Figura 10. Distribucion de las edades en ambos grupos (control y SOP), la linea

horizontal indica la mediana, el signo + indica la media.
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Alteraciones metabdlicas asociadas al SOP

Entre las mujeres con SOP de este estudio, la media del perimetro abdominal
fue de 100.7 + 20.13 (media £ EE, cm). El 75% de las mujeres con SOP
presentd un IMC225 Kg/cm? que fue significativamente superior al 24%
encontrado en el grupo de mujeres control (p<0.05). Dentro del grupo de SOP
con IMC=25 Kg/cm? se encontré un 49% de mujeres con obesidad (IMC=30
Kg/cm?) y un 26% de mujeres con sobrepeso (con un IMC entre 25y 29.9
Kg/cm?). Del total de las mujeres con SOP, el 46% presenté hiperinsulinemia y

el 15% present6 diabetes mellitus tipo 2.

Valoraciones hormonales

Las concentraciones plasmaticas de AMH, estradiol y LH fueron mayores en
mujeres con SOP que en mujeres control (mediazSEM, p<0.05).

Las concentraciones plasméaticas de FSH y prolactina fueron semejantes entre
grupos (Tabla 2). Los datos de testosterona total no pudieron ser comparados
entre grupos por no contar con la dosificacion de esta hormona en el grupo
control.

En ambos grupos el rango de valores encontrados para todas de estas
hormonas fue amplio, aunque solo el grupo de mujeres con SOP se
constataron casos que mostraron niveles que superaban el valor maximo del

nivel de referencia para la AMH, estradiol, LH, prolactina y testosterona total.
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Tabla 2. Pardmetros hormonales de las mujeres control y mujeres con SOP

uruguayas. FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante, E2: estradiol;
AMH: hormona anti-mUlIleriana. (* p<0.05) (Dia 3 corresponde al tercer dia luego del
comienzo de la menstruacion).

. Media
Concentraciones A< , Valores de
‘o Grupo (n) (Minimo - Error estandar .
plasmaticas ot referencia
Maximo)
Control (13) 1,74 (1,2-3,3) 0,18
AMH (ng/ml) < 3,75
SOP (16) 4,87 * (0,8-8,0) 0,50
E2 (pg/ml) Control (13) | 31,25 (16,2 -46,9) 3,45 10-50
SOP (10) 40,9* (10,0-63,0) 2,63 (dia 3)
Control (30) 4,98 (2,7-10,2) 0,37 2-12,6
LH (1U/L)
SOP (36) 7,26 *(2,3-17,7) 0,58 (dia 3)
Control(30) | 6,04 (3,5-10,8) 0,28 3-144
FSH (1U/L) ’ ’ ’ -4
0,36 (dia 3)
SOP (38) 6,24 (3,7-9,8)
Prolactina (ng/dl) Control (32) 10,89 (2,6 — 22,5) 0,97 19-25
SOP (34) 14,50 (3,2 — 40,6) 1,60
Testosterona total Control -- --
0-119
(ng/dl)
SOP (10) 77,2 (13,8-127) 16,85
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< Estudio de la presencia de los polimorfismos rs4986790 y
rs4986791 (gen del TLR4), rs16944 (gen de IL-1B),
rs1800795 (gen de IL6) y rs1800629 (gen de TNF a) en una
cohorte de mujeres con SOP y otra de mujeres controles

Ensayo

En el ensayo cuadruplex se observaron los cuatro amplicones
correspondientes a TLR4 (Tm = 75.5°C), IL6 (Tm = 78°C), IL18 (Tm = 83°C) e
IL12R (Tm=85°C) (Figura 9 a). Asignar los genotipos correspondientes para los
SNPs rs4986790 (TLR4 299 A/G), rs1800795 (IL6 -174 G/C) y rs16944 (IL1B -
511 A/G) no presentd dificultad ya que las curvas de melting de cada genotipo
de cada SNP resultaban distinguibles entre si. Sin embargo no fue posible la
asignacion de genotipos para el SNP de IL12R ya que las curvas de melting no
se distinguian entre los tres genotipos de este SNP, y por tanto el andlisis de
éste fue excluido del estudio. Del rs4986790 (TLR4 299 A/G) se encontraron
individuos con el genotipo AA o AG (Figura 11bl), del rs1800795 (IL6 -174
G/C) se encontraron individuos con el genotipo GG o CG (Figura 11b2), y para
el SNPs rs16944 (IL18 -511 A/G) se encontraron los tres posibles genotipos de
cada SNP entre la poblacién estudiada (AA, AG, GG) (Figura 11b3).
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Figura 11. a) Ensayo cuadruplex donde se distinguen los picos de HRM para cada
amplicon (TLR4, IL6, IL18, IL12R) con temperaturas de melting diferenciadas, b) Perfil
de HRM desnaturalizado para cada SNP (bl: rs4986790, b2: rs1800795, b3: rs16944)
indicando como se distingue cada gendtipo segun la forma de la curva

a IL6 IL-18 IL12R
LA /A
e = = / - . S
2| 3
| |
| GG
| 4 | &
v | A
b1 7 b2 e b3 AN
AA
= L M
TLR4299 IL6 IL-18

En el ensayo duplex, el primer amplicén corresponde a rs4986791 (TLR 4 399)
con una Tm de 77°C y el segundo amplicén es rs1800629 (TNFa) con una
Tm=81.5°C (Figura 12a). Para ambos SNPs las curvas de desnaturalizacion
fueron distinguibles entre los genotipos encontrados. Para el SNP
rs4986791del TLR4 se encontraron individuos con el genotipo CC o CT (Figura
12bl), y para el SNP rs1800629 del TNFa se encontraron los tres posibles
genotipos (AA, AG, GG) (Figura 12b2).
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Figura 12. a) Ensayo duplex donde se distinguen los picos de HRM para cada
amplicén (TLR4, TNFa) con temperaturas de melting diferenciadas , b) Perfil de HRM
desnaturalizado para cada SNP (bl: rs4986791, b2: rs1800629) indicando como se
distingue cada gendtipo segun la forma de la curva
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Frecuencias genotipicas

Entre las mujeres control de este estudio se calcularon las frecuencias
genotipicas de casa SNP. En la Tabla 3 puede observarse que la frecuencia de
los homocigotas de rs4986791, rs4986790 y rs1800795 (89%, 88%, 60%
respectivamente) fue mayor que la del heterocigota en cada caso (11%,12%,
40% respectivamente).

Para el SNPs rs16944 (IL1B -511 A/G) el genotipo con mayor frecuencia fue el
heterocigota AG (46%) y para el rs1800629 (TNFa -308 G/A), el genotipo mas

frecuente fue el homocigota GG (78%).
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas del las mujeres uruguayas control

SNP Gen Genotipo Genotipo Genotipo
rs4986791 TLR4 CcC CT TT
0.892 0.108 0
rs4986790 TLR4 AA AG GG
0.877 0.123 0
rs1800795 IL6 GG GC CcC
0.598 0.402 0
rs16944 IL1B AA AG GG
0.165 0.463 0.372
1800629 TNFa AA AG GG
0.016 0.207 0.776

En la tabla 4 se presentan las frecuencias encontradas en nuestra poblacion
tanto en este trabajo como en el de Pereyra S et al., 2012, asi como las
reportadas en HapMap para poblaciones del mundo (europeos, hispanicos,
mexicanos, caucdsicos y chinos).Las frecuencias genotipicas encontradas en
nuestro estudio para los SNPs rs4986790 (TLR4 299 A/G), rs16944 (IL18 -511
A/G) y rs1800795 (IL6 -174 G/C) concuerdan con las reportadas previamente
por Pereyra et al., 2012 para la poblaciébn uruguaya. Las frecuencias
genotipicas de TNFa G/A 'y TLR4 399 C/T no habian sido reportadas
previamente para la poblacién de nuestro pais.

Las frecuencias genotipicas encontradas en la poblaciéon uruguaya no se
asemejan a un unico grupo poblacional, sino que se combinan entre varias y es
variable segun el SNP. Las frecuencias de los genotipos de los SNPs de TLR4
Thr399lle y de IL6 -175 se asemejan principalmente a la poblacion de
mexicanos. Los datos encontrados de TNFa -380 e /L1B8 -511 se asemejan
principalmente a las frecuencias encontradas en europeos, mientras que los
datos de TLR4 Asp299Gly muestran que las frecuencias de los genotipos

encontrados no son particularmente similares a ninguna poblacion
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Tabla 4. Frecuencias genotipicas de los SNPs de TLR4 (rs4986791 y rs4986790), IL6
(rs 1800795), IL1B (rs16944) y TNFa (rs1800629) en la poblacion de mujeres
uruguayas control, y las reportadas para otras poblaciones (International HapMap

Project).

Poblacién Gen Genotipo | Genotipo | Genotipo
Trsoste | G| T | T
HapMap-Europeos 0,920 0,071 0,009
HapMap-Mexicanos 0,878 0,122
HapMap-Chinos 1
HapMap-Yoruas 1
Mujeres uruguayas 0,892 0,108
ATSLpF;‘; S(/;(I;y AA AG GG
HapMap-Europeos 0,938 0,053 0,009
HapMap-Mexicanos 0,939 0,061
HapMap-Chinos 1
HapMap-Yoruas 0,92 0,080
Pereyra et al 2012 0,936 0,064
Mujeres uruguayas 0,877 0,123
IL6 -174 G/C GG CG CcC
HapMap-Europeos 0,237 0,458 0,305
HapMap-Mexicanos 0,680 0,320
HapMap-Chinos 1
HapMap-Yoruas 1
Pereyra et al 2012 0,688 0.312
Mujeres uruguayas 0,598 0,402
IL1B -511 AIG AA AG GG
HapMap-Europeos 0.145 0,400 0,455
HapMap-Mexicanos 0,240 0,520 0,240
HapMap-Chinos 0,233 0,488 0,279
HapMap-Yoruas 0,321 0,491 0,189
Pereyra et al 2012 0,138 0,523 0,339
Mujeres uruguayas 0.165 0463 0372
TNFa 1308 GG AG AA
HapMap-Europeos 0,673 0,310 0,018
HapMap-Mexicanos 0,880 0,120
HapMap-Chinos 0,933 0,067
HapMap-Yoruas 0,832 0,159 0,009
Mujeres uruguayas 0,776 0,207 0,016
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Analisis de asociacién genética

Se consideraron los genotipos de 92 casos (mujeres con SOP) y 125 controles.
Al realizar el analisis se encontré asociacion entre la presencia del SOP y los
SNPs de IL18 (-511 A/G) y TNFa (-308 G/A) (p<0.05). La frecuencia del alelo
menor (FAM) en las mujeres con SOP (/IL18: 0.549, TNFa: 0.196) estuvo
incrementada respecto a la FAM en las mujeres control (/IL18: 0.396, TNFa:
0.119) (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de asociacién alélica SOP-control para los SNP estudiados.
FAM: frecuencia del alelo menor

SNP Gen | Alelo menor | FAM en SOP | FAM en controles | P-valor | OR | IC 95% OR
rs4986791 | TLR4 T 0.056 (n=80) 0.054 (n=120) 0.928 | 1.04 | 0.43-2.49
rs4986790 | TLR4 G 0.039 (n=76) 0.061 (n=114) 0.879 | 0.63 | 0.24-1.67
rs1800795 IL6 C 0.158 (n= 82) 0.200 (n=122) 0.279 | 0.75 | 0.44-1.26

rs16944 IL 18 A 0.549 (n=80) 0.396 (n=120) <0.005 | 1.85 | 1.24-2.77
rs1800629 | TNF-a A 0.196 (n=79) 0.119 (n=121) <0.05 |1.79 | 1.03-3.11

En cuanto al equilibrio de Hardy Weinberg (HW) en la poblacién estudiada, los
SNPs rs4986790, rs4986791, rs16944 estan en equilibrio de HW (p>0.05)
mientras que el rs1800629 (TNFa) y el rs1800795 (IL6) no lo estan. Al
considerar los grupos de casos y controles por separado, el test de equilibrio de
HW del SNP de IL6, arrojé que el grupo con SOP se encuentra en equilibrio,
mientras que el grupo control no. En el caso del SNP de TNFa el grupo control

esta en equilibrio y el grupo con SOP no lo esta (Tabla 6).
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Tabla 6. Test de equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs de rs4986791,
rs4986790, rs1800795, rs16944, rs1800629 en el total y cada uno de los grupos (SOP
y control). (*p<0.05) HET: heterocigosidad (Medida de la variacién genética de una
poblacion respecto a un locus particular. Se define como la frecuencia de
heterocigotos para ese locus).

Gen SNP Grupo nﬁ\(leilgr nﬁ\ggr Obfﬁé\_/gdo Es(ﬂeEr_la_L)do P-valor
TLR4 rs4986791 Control T C 0.108 0.102 1
TLR4 rs4986790 Control G A 0.123 0.115 1

IL 6 rs1800795 Control C G 0.401 0.321 0.0035*

IL18 rs16944 Control A G 0.462 0.478 0.707
TNF-a rs1800629 Control A G 0.207 0.211 0.676

Para los polimorfismos que mostraron una asociacién con el SOP (/IL16 -511
A/IG) y TNFa (-308 G/A) se realiz6 un analisis de asociacion alélica
comparando el grupo de mujeres con SOP normopeso (IMC <25 Kg/cm?) y las
mujeres con SOP obesas (IMC>25 Kg/cm?) sin encontrar diferencias
estadisticas entre los grupos. El andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg
mostré que rs16944 y rs1800629 se encuentran en equilibrio (p>0.05) (Tabla
7).

Tabla 7. Andlisis de asociacion comparando las frecuencias alélicas de los SNPs
rs16944 y rs1800629 en mujeres con SOP obesas vs mujeres con SOP normopeso.

SNP Gen Alelo FAM en SOP FAM en SOP P-valor P-valor OR
menor (IMC225) (IMC<25) HWE
rs 16944 IL18 G 0.403 0.454 1 0.675 0.81
rs 1800629 TNFa A 0.150 0.318 0.311 0.089 0.38
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% Analisis del fenotipo de células de la granulosa de
mujeres con SOP o control, y su capacidad de sintetizar
moléculas inflamatorias

Cultivo de células de la granulosa

Al comienzo del cultivo, las células de la granulosa provenientes de mujeres
control y con SOP se agrupaban en racimos tridimensionales (Figura 13a)
adheridos al fondo de la placa de cultivo a través de una zona de este racimo,
mientras que el resto del mismo flotaba verticalmente. Luego de 48 horas del
cultivo, las células perdieron esta disposicidn en racimos y conformaron una
monocapa. Las células extendidas en el fondo de la placa de cultivo
presentaron una morfologia de tipo epiteloide, con un nudcleo oval de
disposicion central y nucléolo evidente, con gran cantidad de gotas
intracelulares (granulos). Las células crecieron en grupos compactos (Figura 13
b, ¢, d, e) con proyecciones citoplasmaticas que conectaban los grupos
celulares entre si (Figura 13, flecha). Al microscopio éptico, no se evidenciaron
diferencias en la morfologia de células en cultivo provenientes de mujeres
control (Figura 13b) o mujeres con SOP (Figura 13c). Luego del tratamiento
con LPS las células tampoco mostraron variacion en su morfologia (Figura
13d, e).
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Figura 13. Células de la granulosa en cultivo. a) Racimos tridimesionales. Cultivos sin
LPS (b: control; c: SOP). Cultivos con LPS (d: control; e: SOP). Flechas: puentes
citoplasmaticos entre grupos de células. Escala: a, b, ¢) 100 um. d, €) 200 pum

CONTROL

Expresion del TLR4 en células de la granulosa

Amplificaciéon por PCR real time

Las muestras de una mujer control y de una mujer con SOP (tratadas con o sin
LPS) fueron analizadas en un ensayo de amplificacion a partir de ADNc
obtenido por retro-transcripciéon de ARN proveniente de células de la granulosa
humanas en cultivo de estas mujeres. Las curvas de HRM mostraron un
producto Unico de amplificacion de Tm igual a 85.5 °C correspondiente al

amplicon de TLR4 para las cuatro muestras analizadas (Figura 14).
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Figura 14. Imagen representativa de las curvas de “melt” obtenidas por HRM para el
TLR4 en células de la granulosa humanas.

Adjust Scale Auto-Scale

Un estudio cualitativo de la expresion de TLR4 en las células de la granulosa
se hizo mediante la electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR
en tiempo final obtenidos luego de culminada dicha corrida de PCR, que mostro
bandas de aproximadamente 150 pb correspondientes al amplicon de TLRA4.
Se comprob6 ademas que el TLR4 se expreso en células de la granulosa en
condiciones de cultivo basales (sin LPS) y también en células que recibieron
estimulacion con LPS (Figura 15).

Figura 15. Fotografia del gel tras la electroforesis de los productos amplificados por
PCR real time visualizados empleando bromuro de etidio. (S: sin tratamiento con LPS;
C: con tratamiento con LPS)

CONTROL SOP

S C S C
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Inmunofluorescencia del TLR4

La expresion de la proteina de TLR4 se detectd en células de la granulosa
humanas empleando un anticuerpo de conejo anti-TLR4. La sefal (verde) se
localiz6 en toda la superficie celular, observandose una intensidad mayor en la

region perinuclear (Figura 16). Los controles negativos no mostraron marcaje,

indicando la especificidad del anticuerpo.

Figura 16. Inmunolocalizacién de TLR4 en células de la granulosa humana. A distintos
aumentos se observa la expresion de TLR4 en toda la superficie celular (verde), y la
zona nuclear marcada con ioduro de propidio (rojo). Escala: a) 100 um, b) 50 pym.

Anédlisis de la ultraestructura de las células de la granulosa

El andlisis subcelular mediante microscopia electronica para una
caracterizacion mas detallada de las células de la granulosa en los dos grupos
de mujeres (SOP vy control) mostré ceélulas con nucleo redondeado y
eucromatico con un citoplasma palido que contenia cantidades variables de
granulos osmio-filicos de diferente tamafio y electro-densidad (Figura 17a). Las

mitocondrias mostraron variaciones en su forma (Figura 17b). Se observaron
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microvellosidades en la superficie libre de la membrana celular (Figura 17a),
mientras que entre las membranas de células adyacentes se encontraron

complejos de union intercelular (Figura 17c).

Figura 17. Ultraestructura de células de la granulosa de una mujer control. (N:

nucleo), (m: mitocondrias), (flecha: gréanulos), ( A& unién intercelular), (¢ :

microvellosidades). Escala: a, b) 2 micras, ¢) 100 nm.

Se midio el area de 100 granulos electrondensos de las células de la granulosa
en secciones correspondientes a muestras de los grupos con SOP y control,

considerando aquellos granulos que aparecian completos y sin artefactos.

El 4rea de los granulos result6 muy variable dentro de cada grupo. Sin
embargo, el rango de medidas (minimo y maximo) resulté semejante en ambos
casos (0.13-2.70 um en muestra control; 0.15-2.10 um en muestra con SOP).
Los datos de las areas de granulos del grupo control mostraron mayor
dispersién comparados con los valores de las areas de granulos del grupo con
SOP.

El area de los granulos resulté diferente entre las muestras, siendo los granulos
de células SOP (mediazEE: 1.324 + 0.07) menores respecto a los de células
control (0.8496 + 0.04) (Figura 18).
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Figura 18. Area de los granulos electrondensos de las células de la granulosa de
mujeres control y mujeres con SOP (gréafica representativa de dos pacientes)
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Analisis de la expresion génica por PCR tiempo real

Para la cuantificacion de los cambios relativos en la expresion génica utilizando

PCR en tiempo real se siguieron las siguientes consideraciones:

1. La eficiencia de la reaccién debe ser similar para el gen problema y el gen
reportero

La eficiencia de amplificacion se comprobé realizando curvas estandar para
cada uno de los genes en estudio, con diluciones crecientes del ADNc extraido
de células de la granulosa. Los resultados obtenidos para las diluciones
seriadas mostraron una relacion constante de separacion entre las curvas de
amplificacion para todos los casos. A modo de ejemplo se muestran las curvas

obtenidas para el gen reportero GAPDH (Figura 19).
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Empleando el software del Rotor Gene se graficaron los valores de Ct en
funcion de la concentracion de los estdndares utilizados, y a partir de la curva

se obtuvo la eficiencia de la reaccion

Figura 19. Curva de amplificacién de los estandares para el gen reportero (GAPDH).
Se grafica la fluorescencia en funcién de los ciclos de la PCR. Las curvas que se
observan corresponden a los duplicados de los estandares. La linea horizontal
corresponde al “threshold” fijado manualmente.
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2. Cuando se utilizan intercalantes fluorescentes (en este caso Syber green) las
curvas de disociacion deben mostrar un Unico producto en el rango de Tm

esperado.

Se realiz6 el ensayo para IL1B, IL6 y el gen reportero GADPH, obteniendo en
cada caso una curva Unica. Se muestra a modo de ejemplo las curvas de
melting de varias muestras amplificadas con cebadores del gen reportero
GADPH. Se observa un unico amplicon con una Tm aproximada de 87°C
(Figura 20).
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Figura 20: Curvas de melting: amplicon unico del gen reportero GAPDH (Tm=87°C).
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Cuantificacién relativa de la expresion de los genes de interés

En estos ensayos se utlizaron Unicamente muestras que tuvieran una
concentracion y calidad de ARN que permitiera seguir los protocolos
establecidos. Logramos estas caracteristicas en 3 muestras de mujeres con

SOP y 3 de mujeres control.

Cuantificacion relativa de la expresion de IL6 en células de la granulosa
de mujeres control y mujeres con SOP

En condiciones basales (SIN LPS), la expresion de ARNm de IL6 en células de
la granulosa humanas provenientes de mujeres con SOP fue semejante a la de
mujeres control. A su vez, dentro de cada grupo, mujeres control 0 mujeres con
SOP, el tratamiento con LPS no alter6 el nivel de expresiéon de ARNm (p>0.05)
(Figura 21).
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Figura 21 . Expresion de IL6 en células de la granulosa de mujeres control y mujeres
con SOP, comparando el efecto del tratamiento con LPS. Las barras grises
corresponden a las mujeres control y las barras negras a las mujeres con SOP. El
patron de relleno de la barra discrimina segun el tratamiento (cuadriculado: SIN LPS o
rayado: CON LPS) UA: unidades arbitrarias

CONTROL SINLPS 4 —

CONTROL CON LPS A1 I|

SOP SINLPS

SOP CON LPS

0 5 10 15 20
Expresion relativa IL6 (U.A.)

Cuantificacion relativa de la expresiéon de IL1B en células de la granulosa
de mujeres control y con SOP

Considerando el tratamiento con LPS en cada grupo por separado, el grupo
control (Grafica 5: barras grises) y el grupo con SOP (Figura 22: barras
negras), los niveles de expresion de ARNm de las células de la granulosa
fueron semejantes sin tratamiento con LPS (condicion basal) (Grafica 5: patron
cuadriculado) y luego del tratamiento con LPS (Figura 22: patron rayado)

(analisis intragrupo).

En cuanto a las variaciones intergrupos, la expresion de ARNm de IL1B en
células de la granulosa humanas sin tratamiento con LPS provenientes de
mujeres con SOP (Figura 22: barra negra, patron cuadriculado) fue mayor a la
expresion en mujeres control (Figura 22: barra gris, patron cuadriculado)
(*p<0.05). Sin embargo esta diferencia entre los grupos se perdié luego del
tratamiento de las células con LPS (SOP con LPS vs control con LPS, p>0.05).
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Figura 22. Comparacion entre la expresion de IL1B en células de la granulosa de
mujeres control y mujeres con SOP, comparando ademas el efecto del tratamiento con
LPS. Las barras grises corresponden a las mujeres control y las barras negras a las
mujeres con SOP. El patron de relleno de la barra discrimina segun el tratamiento
(cuadriculado: SIN LPS o rayado: CON LPS). (*p<0.05) UA: unidades arbitrarias
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Dada la baja cantidad de muestras disponibles para el ensayo, los resultados
obtenidos de la cuantificacion relativa de los genes de interés (IL6 e IL1PB)
pueden considerarse solamente un estudio piloto, y el nimero de casos y
controles debera de incrementarse para poder obtener conclusiones robustas.

Discusion

Los resultados presentados en esta tesis aportan las primeras evidencias
acerca de la presencia de posibles marcadores genéticos vinculados al
sindrome de ovario poliquistico en mujeres uruguayas. Los datos obtenidos
permiten mostrar que la presencia de SOP en mujeres uruguayas se relaciona
con variaciones genéticas a nivel del promotor de los genes de IL1B y TNFa,
pero no con los polimorfismos estudiados del TLRA4.

La busqueda de datos bibliograficos o de trabajos previos realizados en
Uruguay acerca del SOP, nos ha permitido constatar sélo un trabajo acerca de

la prevalencia del sindrome y sus caracteristicas clinicas (Close 2010). En
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dicho trabajo la Dra. Close retane un grupo de pacientes conformado por
mujeres jovenes, en su gran mayoria obesas, con caracteristicas clinicas de
SOP (alteraciones menstruales, signos de hiperandrogenismo como el
hirsutismo, morfologia de ovarios poliquisticos en la ecografia ginecolégica).
Sin embargo, en el desarrollo de su trabajo encontrd varias limitantes para el
correcto diagndstico del SOP. Por tanto, de 107 historias clinicas que
selecciond inicialmente del archivo del Hospital de pacientes con posible
diagnoéstico de SOP a priori, descarté 74 historias por no cumplir con los
criterios diagnosticos, o por falta de datos clinicos o paraclinicos. Por tanto
nuestro trabajo ha contribuido a aumentar el numero de mujeres con SOP
caracterizadas fenotipicamente en el Uruguay, llegando a un total de 95 casos.
Ademas el hecho de haber incluido mujeres provenientes de diferentes clinicas
nos permite afirmar que se trata de una poblacién de mujeres heterogénea, que
incluso llegaron a la consulta médica por distintos motivos (amenorrea,
desordenes endocrinoldgicos, infertilidad, etc).

En nuestro estudio, las pacientes con SOP presentaron una edad media
superior a la reportada por Close (31.87 vs. 24,2 afios respectivamente), que
puede explicarse por el hecho que la mayoria de las pacientes en nuestro
trabajo fueron reclutadas de una clinica de reproduccion asistida, donde la
poblacién que consulta por problemas de fertilidad tiene una media de edad de
35 afios.

Las mujeres con SOP en nuestro estudio presentaron valores hormonales
normales de FSH, prolactina y testosterona total, pero niveles elevados de
estradiol, LH y AMH, datos que coinciden con los reportes de la literatura
mundial (Laven et al., 2002, Gonzalez et al., 2012, Sir Petermann et al., 2002) y
que se explican por el elevado numero de foliculos de diametro de entre 2-5mm
presentes en los ovarios de mujeres con SOP. Al igual que en el trabajo de
Close, encontramos dificultad en la obtencidbn de datos de dosificacion
hormonal de DHEAS (sulfato de deshidroepinadrosterona) y 17 Oh
Progesterona, que permitieran descartar la hiperplasia suprarrenal congénita.

El porcentaje de mujeres con SOP consideradas en nuestro estudio que
presentaron obesidad (60%) resultd semejante a los datos reportados en la

literatura mundial, que rondan entre el 50-60% (57% en Carvajal et al., 2010;
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63,5 % en Pérez et al., 2003; 47,9 % en Marcondes et al., 2007). Sin embargo,
el porcentaje de mujeres con SOP obesas de nuestro estudio fue
significativamente menor al encontrado en el trabajo de Close (80%). Es
probable que tal diferencia se asocie con la clinica de origen de la cual
provenia la paciente. Como fue descrito en la primera encuesta nacional
uruguaya sobre obesidad, existe una relacion inversa entre nivel
socioeconémico (NSE) y el indice de masa corporal (IMC). Los estratos de
NSE alto y medio presentan principalmente normopeso, mientras que en los
estratos mas bajos son mas frecuentes el sobrepeso y la obesidad debido a un
menor acceso a alimentos sanos y al estrés psicosocial que padecen las clases
mas carenciadas (Pisabarro et al., 2000). Por tanto, si bien la obesidad se
asocia con el SOP, el elevado porcentaje de mujeres obesas reportado por
Close podria estar influido por otros factores vinculados a las condiciones
socio-economicas de la poblacion considerada en su estudio.

Podemos considerar entonces, que las caracteristicas diagnésticas y
fenotipicas de las mujeres uruguayas con SOP se comportan segun lo
reportado en la literatura mundial y que lograr un diagnostico correcto del
sindrome en nuestro pais, a nivel de diversos servicios asistenciales resulta
complejo por la sobrevaloracion de la imagen ecografica de ovarios

poliquisticos asi como por la falta de estudios hormonales completos.

Respecto a la validacion de nuestra hipétesis de trabajo en la que se planteaba
gque en mujeres con SOP los cambios que ocurren a nivel ovarico podrian
explicarse, al menos en parte, por eventos relacionados a la activacion de
receptores tipo Toll 4, hemos encontrado la evidencia que describiremos a

continuacion.

Nuestros resultados nos permiten afirmar la presencia de TLR4 en las células
de la granulosa obtenidas de mujeres en tratamiento de reproduccién asistida.
Aunque la presencia de TLR4 en la membrana plasmatica no pudo ser
confirmada en nuestros hallazgos, una distribucion citoplasmatica similar a la
encontrada ha sido descrita para la linea celular de la granulosa KGN (Woods

et al., 2011). En el trabajo de Woods et al 2011 mediante experimentos in vitro
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en los que se bloqueo a los TLR4 de superficie con anticuerpo anti TLR4
humano, no se observo traslocacion de factor NFKB al nucleo. Por tanto los
autores reportaron que los TLR4 intracelulares de las células KGN parecerian
no ser funcionales, ya que si lo fueran, deberia de haberse registrado cierta
traslocacion de NFkB al nucleo independientemente de que los receptores de
la superficie estuvieran bloqueados por el anticuerpo anti-TLR4. Existen
trabajos realizados en otros tipos celulares donde si se demostro la expresion y
funcionalidad del TLR4 intracelular. En células endoteliales aorticas
(Dunzendorfer et al., 2004) y una linea celular de epitelio intestinal murino
(Hornef et al., 2002) se reportd una distribucion del receptor préxima al
compartimento paranuclear de las células, correspondiente a la ubicacion
celular del aparato de Golgi. Debido a que se han detectado niveles circulantes
de LPS aun en individuos sanos, los autores proponen que esta localizacién de
los TLR4 intracelular proporciona una barrera adicional de regulacion para
prevenir la estimulacién descontrolada ante la exposicion constante de las
células al LPS. Ademas en estos trabajos se pudo demostrar la funcionalidad
de este receptor con localizacion intracelular, y se propuso que el LPS puede
ser internalizado en la célula por mecanismos dependientes de CD14 e
independientes de TRLA4.

Una posible explicacion a la expresiéon de TLR4 que encontramos en las
células de la granulosa empleadas en nuestro trabajo podria vincularse con un
papel protector del TLR4 contra los patdogenos que pudiera encontrar el ovocito
y las células de la granulosa que lo rodean durante su trayecto por el tracto
reproductivo.

Finalmente, considerando la tridimensionalidad de las células y la disposicion
gue éstas adquieren en cultivo, seria necesario realizar microscopia confocal
de modo de poder determinar con mayor precision la localizacion del TLR4 en

células de la granulosa humanas en cultivo.

Por otra parte, en una primera aproximacion al estudio de la ultraestructura de
estas células, hemos realizado mediciones del area de sus granulos
encontrando una disminucion del area de los mismos en muestras provenientes

de mujeres con SOP respecto a los que se observan en muestras de mujeres
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control. Normalmente las células de la granulosa no presentan este tipo de
granulos hasta la fase final de maduracion del foliculo, inducida por la LH. La
presencia de granulos en las células utilizadas en este estudio estaria de
acuerdo con el hecho de que éstas fueron recolectadas luego del estimulo con
hCG, y por tanto se trataria de células granuloso-luteinicas (Amsterdam et al.,
1994; Crisp et al., 1970). Previamente se ha descrito que el contenido de los
granulos de estas células es de naturaleza lipidica, y que se trata de
precursores para la sintesis de hormonas esteroideas (colesterol) (Crisp et al.,
1970; Delforge et al., 1972; Gulyas et al., 1984).

Por otro lado, dado que las mujeres con SOP tienen una elevada sintesis de
hormonas esteroideas, podria especularse que al utilizar mayores cantidades
del precursor contenido en las células de la granulosa, el tamafio de los
granulos fuera menor. Sin embargo, para hacer tal afirmacion debemos
aumentar el numero de casos analizados para asegurar que la diferencia
encontrada sea consecuencia de la presencia de SOP. De este modo se podria
confirmar esta primera conclusién en cuanto a la disminucién del area de los
granulos y complementar el estudio analizando el numero de granulos por
célula y el tamafio de las mismas; asi como plantear un estudio que analizara
los efectos morfoldgicos y funcionales de estimular estas células con LPS. Mas
aun, en la literatura se han reportado dos sub-tipos de células de la granulosa
(claras y oscuras), sugiriendo que la proporcién de cada subtipo varia segun el
protocolo empleado en el ciclo de estimulacion ovarica (Centurione et al.,
2010), observando que el sub-tipo claro predomina en las mujeres estimuladas
con agonistas de la GnRH. En nuestro trabajo las células de la granulosa
analizadas se asemejan principalmente al subtipo “claro” aunque el protocolo
de estimulacion presenta diferencias con el del articulo citado. Nuevamente, el
tamafio de muestra nos impide hacer extrapolaciones y asegurar que la
proporcion de células analizadas sea representativa de la composicion celular
de cada paciente, por lo que el nimero de células a estudiar debe de

incrementarse.

Respecto a los factores genéticos estudiados podemos decir que en la

poblacién analizada, las frecuencias genotipicas encontradas del SNP
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rs4986790 (TLR4 299 A/G), rs16944 (/L1 -511) y del rs1800795 (IL6 -174) son
semejantes a las reportadas por Pereyra et al., 2012 quien trabajé con una
poblacion de individuos uruguayos buscando una posible asociacion genética
entre el parto prematuro y estos mismos SNPs, lo que permite confirmar el
porcentaje de estos SNPs en nuestra poblacion. Otro dato que coincide entre el
estudio de Pereyra et al., (2012) y nuestro trabajo es no encontrar individuos
con genotipo homocigota GG del SNP rs4986790 del TLR4 o individuos CC del
SNP rs1800795 de IL6. El hecho de que en ninguno de los dos estudios se
encontraran individuos con estos genotipos entre mas de 300 muestras de
uruguayos muestra su baja frecuencia, y se asemeja a los datos mundiales en
los que se reporta una baja frecuencia de estos genotipos en varias
poblaciones del mundo (datos de HAPMAP). Otra posible explicacion a este
hecho, podria relacionarse con la sensibilidad de la técnica de HRM para
detectar las variantes raras de un polimorfismo. El estudio mediante
tecnologias como la secuenciacion permitirian una aproximacion mas sensible

al estudio de variantes poco frecuentes.

Al comparar las frecuencias genotipicas de todos los SNPs con las frecuencias
de diversas poblaciones del mundo (europeos, caucasicos, chinos, hispanicos
y mexicanos) encontramos que las frecuencias genotipicas de estos SNPs en
la poblacién uruguaya no se asemejan exclusivamente a las de una Unica
poblacion, sino que resultan ser una mezcla entre las frecuencias de varias
poblaciones del mundo. Este dato esta de acuerdo con el hecho de que nuestra
poblacién es mixturada y posee una estructura genética con contribuciones
hispanicas, africanas y nativo-americanas (Hidalgo et al., 2005, Sans et al.,
1997).

Por otra parte, los polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle del TLR4, se han
asociado previamente con la susceptibilidad de desarrollar enfermedades
infecciosas causadas por bacterias Gram-negativas (Lorenz et al., 2002;
Schroder et al., 2005) tales como el asma (Yang et al., 2006), la periodontitis
(Brett et al. , 2005), la sepsis generalizada (Dahmer et al., 2005), entre otras.
En Uruguay, existen antecedentes de estudios de la variacion Asp299Gly en

dos enfermedades inflamatorias: el parto prematuro (Pereyra et al., 2012) y la
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ruptura temprana de membranas (Rey et al.,, 2008), en los que se reporta
asociacion entre este ultimo evento y el polimorfismo. En este trabajo
estudiamos la relacion entre el SOP y variaciones genéticas de moléculas
vinculadas a la inmunidad y la inflamacion.

Aunque en nuestro trabajo ampliamos el estudio sobre los polimorfismos del
TLR4 al considerar también el polimorfismo Thr399lle, no encontramos
asociacion entre ninguno de estos SNPs y el SOP en mujeres uruguayas. Por
tanto, no pudimos confirmar la hipotesis planteada que se fundamentaba en el
conocimiento que estos polimorfismos del TLR4 generan cambios en la
conformacion de la region extracelular del receptor, y traen como consecuencia
una modificacion en la unién de los ligandos, lo que podria alterar la
susceptibilidad de las mujeres a desarrollar SOP.

A pesar que nuestros resultados nos indican que estas variaciones genéticas
del TLR4 no estan implicadas directamente con la presencia del SOP,
analizamos otras variaciones genéticas en moléculas vinculadas a la cascada
del TLR4 que indican la participacion de un componente inflamatorio en el
SOP. Nuestro trabajo muestra una asociacion significativa entre el SOP y los
polimorfismos de IL13 y TNFa, que indicaria que las mujeres uruguayas
portadoras del alelo menor de cada uno de los polimorfismos, tienen mayor
predisposicién a desarrollar el sindrome. Nuestros hallazgos se suman a la
amplia gama de datos provenientes de la literatura donde las asociaciones
genéticas y la presencia de SOP resultan controversiales.

Por ejemplo, a comienzos de 2015 se publicO un meta-analisis en el que se
incluyé el estudio de los polimorfismos -511 de la IL1 3, -308 del TNFa y -174
de la IL6 en relacion al sindrome de ovario poliquistico (Guo et al., 2015). Los
resultados de dicho meta-analisis no  mostraron asociacion entre los
polimorfismos y el SOP. Sin embargo al considerar los trabajos del meta-
analisis de manera individual/independiente, encontramos que en los trabajos
sobre el polimorfismo -511 de la IL71 B (Xia et al., 2013; Mu et al., 2010; Yang
et al., 2010) encuentran una frecuencia aumentada del alelo A en mujeres con
SOP. Sin emabrgo los resultados de los trabajos acerca del polimorfismo de
TNFa considerados por separado no reportan una asociacion entre este

polimorfismo y el SOP. Por tanto podriamos considerar que en el meta-analisis,
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tanto la subjetividad en la seleccion de estudios como la aplicacion de modelos
estadisticos que no consideren la existencia de heterogeneidad entre los
estudios seleccionados, podria ser una desventaja de esta herramienta
estadistica que explicara estos hechos. Los autores del meta-analisis sefalan
que el test de heterogeneidad entre grupos resultd estadisticamente
significativo (p<0.1), aunque no encontraron la/s posible/s fuente/s de
heterogeneidad entre los estudios con las variables que consideraron para
intentar explicarla (andlisis segun etnicidad, HWE en controles, método para
genotipar y tamafio de la muestra en el estudio).

De hecho, existen diversos pardmetros que explican que los resultados
obtenidos en estudios de asociacion caso-control entre un polimorfismo
genético y una determinada enfermedad compleja, raramente se
repliquen. Entre los parametros que explican la heterogeneidad de resultados
se encuentran: la diversidad étnica entre las poblaciones analizadas, la
heterogeneidad de la enfermedad, y el hecho de considerar un tamafio
muestral adecuado.

Es bien conocido que los diferentes grupos poblacionales del mundo presentan
frecuencias alélicas y genotipicas que difieren entre grupos étnicos. En los
trabajos de asociacién genética, los resultados varian entre diferentes grupos
poblacionales del mundo ya que los alelos de un gen pueden estar asociados
de manera diferente con cierta enfermedad en distintos contextos
poblacionales. Este hecho, sumado al origen étnico de la poblacién uruguaya,
conformada por el aporte de diversas poblaciones, 6% de genes africanos
(Hidalgo et al., 2005), 10% de genes indigenas (Hidalgo et al., 2005, Sans et
al.,, 1997) y un alto porcentaje de genes europeos, explica que en nuestra
poblacion los resultados de asociacion encontrados resulten diferentes
respecto de otras poblaciones previamente estudiadas.

Respecto a la heterogeneidad de la enfermedad, como se sabe, existen
diversos criterios diagnosticos del SOP, y diversos fenotipos entre las mujeres
con el sindrome, lo que puede llevar a que las pacientes seleccionadas entre
estudios presenten caracteristicas variables. Seria interesante poder realizar
estudios de asociacion genética entre los SNPs y el SOP discriminando entre

los diferentes fenotipos del sindrome. Esto nos permitiria comprender si dichas
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variantes estan asociadas particularmente con alguna caracteristica especifica
del sindrome, o con la presencia del sindrome per se. En este trabajo la
posibilidad de separar y discriminar entre los diferentes fenotipos del SOP
reduciria drasticamente el numero de pacientes por grupo y el analisis de
asociacion con estas caracteristicas arrojaria datos inconsistentes, por lo que el
reclutamiento de nuevas pacientes seria aconsejable. De este modo se podria
hacer una clasificacion en distintos grupos de acuerdo a los diferentes
fenotipos del sindrome, y buscar entonces posibles asociaciones genéticas
entre mujeres con determinado(s) fenotipo(s) y los polimorfismos genéticos en
estudio. Ademas creemos que los resultados de este tipo de andlisis deben de
considerarse segun la individualidad de las mujeres estudiadas, teniendo en
cuenta que los estudios realizados en humanos deben de considerarla
variabilidad de cada individuo ya que no es posible estandarizar muchas

condicionantes como se logra al trabajar con animales de laboratorio.

En cuanto al tamafio de la muestra en nuestro estudio consideramos que es
apropiado para la poblacién uruguaya. En 2009 el censo nacional realizado por
el INE (Instituto Nacional de Estadistica) registr6 que en el Uruguay el 52% de
la poblacion estd formada por mujeres (1.708.481), de las cuales el 41%
(703.044) se encuentran en la franja etaria que corresponde a la edad
reproductiva (consideramos 15 a 45 afios). Si consideramos que la prevalencia
del SOP es del 10% en mujeres en esa franja, hemos calculado con un nivel de
confianza del 95%, un valor p de 0.05 y un error maximos de estimacion del
5%, que un tamafio muestral de 73 mujeres con SOP seria apropiado para el

estudio.

Buscando otras variables que pudieran explicar nuestros hallazgos,
encontramos en la literatura que el polimorfismo -308 del TNF a vy el
polimorfismo -511 de IL1B se han asociado con la condicién de obesidad en
mujeres con SOP (Ishii et al., 2000; Yang et al., 2012). Por tanto, podriamos
pensar que las asociaciones encontradas en nuestro estudio estuvieran
vinculadas al hecho de que un alto porcentaje de las mujeres con SOP

consideradas en nuestro trabajo eran ademas obesas. Sin embargo, el
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resultado del estudio de asociacion realizado en mujeres con SOP obesas
versus mujeres con SOP normopeso, no arrojé diferencias significativas entre
los grupos para ninguno de los dos polimorfismos, lo que nos permite descartar
gue nuestros resultados respecto de la asociacion de los polimorfismos de la
IL1B y del TNFa con el SOP en mujeres uruguayas, estén sesgados por la

condicién de obesidad de estas mujeres.

En cuanto a las consecuencias funcionales de los polimorfismos de IL1B y
TNFa, sabemos que estan localizados en la region promotora, y que por tanto
la presencia de los SNPs que hemos estudiado puede alterar la transcripcion
de cada gen.

Se ha vinculado que portadores del alelo A del polimorfismo -511 de la IL13
presentan un aumento de la actividad transcripcional del gen y de los niveles
séricos de IL1B (Hwang et al.,, 2002; Hulkkonen et al., 2000). Por tanto,
considerando nuestros resultados de asociacion entre el polimorfismo -511 y el
SOP, seria razonable esperar que las mujeres con SOP en el estudio tuvieran
niveles séricos elevados de IL1B. En base a dicha hipétesis, en nuestro trabajo
intentamos cuantificar la proteina de IL1B en el sobrenadante de los cultivos de
células de la granulosa provenientes de mujeres con SOP y mujeres control,
buscando correlacionar los niveles encontrados con el genotipo de cada
individuo. Sin embargo, no pudimos realizar esta cuantificacion de proteinas en
el medio de cultivo ya que el ensayo con el que contdbamos no permitia
predecir valores de pequefio rango (<3.9 pg/ml). Nuestros resultados se
asemejan a los reportados por Price et al., 2012, quienes no detectaron niveles
IL1B en el sobrenadante luego de 24 horas de cultivo. Como posible
explicacion a la ausencia de proteina de IL13 en el medio de cultivo (a pesar de
detectar aumento de ARNm de IL1B), los autores proponen una falta de
activacion de un complejo multiproteico intracelular llamado “inflamasoma”,
necesario para el procesamiento de la pro-interleuquina 1B. Es posible
especular que en las células en cultivo exista algin mecanismo que impida el
ensamblaje del inflamasoma, y por tanto no se genere la proteina madura de
IL1B.
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En otro estudio realizado con cultivos de células de la granulosa provenientes
de mujeres sin estimulacion ovarica, se detecté IL1B en los sobrenadantes del
cultivo utilizando la técnica de radioinmunoanadlisis. De todas formas, los
autores mencionan que las concentraciones de IL13 encontradas en los
sobrenadantes de los cultivos son bajas (media=13 fmol/ml), y que no existen
diferencias entre el grupo de mujeres con SOP y mujeres control (Jasper et al.,
1995).

En otro nivel de expresidn, cuantificamos el ARNm de IL1B en células de la
granulosa en cultivo. Los resultados coinciden con los reportes de la literatura
que encuentran niveles elevados de ARNm de IL1B8 en las células de la
granulosa provenientes de mujeres con SOP sujetas a un protocolo de
estimulacién hormonal comparados con los niveles de mujeres control (Schmidt
et al., 2014). Los autores proponen que el aumento en la expresion de IL1B
podria traer como consecuencia una invasion prematura de leucocitos hacia el

foliculo, lo que podria alterar su maduracion.

Respecto al polimorfismo -308 de TNFa, diversos estudios sugieren un mayor
nivel de transcripcion de TNFa en portadores del alelo A del polimorfismo, que
se asocia con niveles elevados de esta citoquina (Abraham LJ et al., 1999). A
partir de nuestros hallazgos de la asociacion del polimorfismo -308 con nuestra
poblacion de mujeres con SOP, cabria suponer que las portadoras el alelo A
de este polimorfismo podrian tener niveles elevados de TNFa. En nuestro
trabajo no pudimos medir los niveles de proteina de TNFa en el medio de
cultivo ya que no contamos con un namero suficiente de muestras para realizar

el ensayo.

A modo de conclusién y considerando la correlacion que existe entre genotipos,
alelos y respuesta inflamatoria en diversas enfermedades, podria ser
importante establecer un lineamiento que asociara el impacto de los diferentes
genotipos y alelos de la ll1B3, la lI6 y el TNF a en la poblacién uruguaya. Esto
permitiria aportar a la comprension de mecanismos de respuesta inflamatoria

en nuestra poblacion, pudiendo incluso establecer una vinculacién a factores
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ambientales desencadenantes o estilos de vida que pudieran contribuir
favorable o desfavorablemente al desarrollo del sindrome de ovario

poliquistico.

Conclusiones

e Las caracteristicas diagnésticas y fenotipicas de las mujeres uruguayas
con SOP se comportan segun lo reportado en la literatura mundial

e Lograr un diagnostico correcto del sindrome en nuestro pais resulta
complejo

e Este trabajo contribuye a conocer mejor el perfil genético de nuestra
poblacién en cuanto a los polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle del
TLR4 y los polimorfismos estudiados de IL6, IL1B y TNFa

e Los polimorfismos Asp299Gly y Thr399lle del TLR4 no estan asociados
con la incidencia del SOP en mujeres uruguayas

e Variaciones genéticas a nivel del promotor de los genes de IL1B y TNFa
se asocian al sindrome de ovario poliquistico en mujeres uruguayas

e Las mujeres con SOP tienen niveles elevados de ARNm de IL1B

comparadas con mujeres control

Si bien en este estudio no encontramos resultados que confirmaran nuestra
hipo6tesis sobre una vinculacién entre las variaciones genéticas del TLR4 y el
SOP, si encontramos polimorfismos genéticos de moléculas inflamatorias
asociadas a la cascada biolégica de este receptor que se asocian con la
incidencia del sindrome de ovario poliquistico en mujeres uruguayas. Estas
variaciones implican una modificacion del nivel de transcripcion de los genes de
estas citoquinas, pudiendo incluso alterar la sintesis de la proteina. Dado que
nuestros resultados muestran la participacion de mecanismos inmune-
inflamatorios asociados con la presencia de SOP, podemos proyectar nuevos
objetivos que planteen el estudio del ambiente de citoquinas inflamatorias a
nivel del ovario en correlacion al genotipo del individuo que pudieran aportar a

comprender la fisiopatologia del SOP.
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Anexo 1. Caracteristicas del SOP
Oligoanovulacion

La frecuencia normal del ciclo menstrual en una mujer adulta es de 24-38 dias
en promedio. Se define como oligomenorrea a la presencia de menos de 9
menstruaciones al afio o 3 ciclos de mas de 38 dias durante el ultimo afio,
como polimenorrea ciclos menores de 24 dias y como amenorrea ciclos
mayores a 90 dias. La gran mayoria de las mujeres con SOP presentan algun
grado de trastorno menstrual y en la mayoria de los casos corresponde a
oligomenorrea o0 amenorrea. La presencia de ciclos regulares en mujeres sin
hiperandrogenismo puede ser usado como evidencia de ovulacién normal. Sin
embargo, la presencia de ciclos menstruales regulares en mujeres con
hiperandrogenismo no asegura la presencia de ovulacion, ya que 40% de ellas

tienen oligoanovulacion cuando son estudiadas con exadmenes de laboratorio5.

Hiperandrogenismo clinico (HA)

El HA se define como las manifestaciones clinicas derivadas de un exceso o
una hipersensibilidad a los andrégenos. Dentro de estas manifestaciones se
incluyen el hirsutismo, la seborrea, el acné y la alopecia androgénica. Un grado
extremo de hiperandrogenismo lo constituye la virilizacion, cuadro que es
infrecuente en las mujeres con SOP y que es causado principalmente por
tumores productores de androgenos (ovaricos o adrenales).

El hirsutismo se define como un aumento de los pelos en zonas dependientes
de androgenos. Se han disefiado escalas para evaluar su magnitud, que
evallan la densidad de pelos en diferentes zonas del cuerpo: labio superior,
menton, espalda alta y baja, térax, abdomen superior e inferior, brazo, vy
muslos. El hirsutismo varia entre las poblaciones segun la composicion étnica
de las mismas. Las mujeres europeas son mas hirsutas mientras que se

describe menor pilosidad en las mujeres de ascendencia amerindia.

Otros signos clinicos considerados como una manifestacién del exceso de
androgenos son el acné y la alopecia androgenica. Sin embargo estos no son

considerados como criterio diagnostico de HA por la clasificacion de la AES.

88



Hiperandrogenismo bioquimico

La presencia de hiperandrogenismo bioquimico es aceptada por las tres
clasificaciones como un elemento central en el SOP. Las tres clasificaciones
concuerdan en la evaluacién de la testosterona total, dehidroepiandrosterona
sulfato (DHEAS) y la evaluacion de los andrégenos libres, ya sea por medicion
de testosterona libre o por calculo del indice de andrégenos libres para hacer el
diagnostico de SOP. Los elementos divergentes en los consensos radican en la
medicion de testosterona libre, que tiene importantes problemas
metodoldgicos, y la inclusion de la androstenediona.

Ultrasonografia con ovarios con morfologia ovario poliquistico

La morfologia de ovario poliquistico (MOP) considera la presencia de 12 o mas
foliculos entre 2 y 9 mm al menos en uno de los dos ovarios 6 un volumen
ovarico de 10 ml en estudios realizados con ecografia transvaginal. El aspecto
de MOP no es exclusivo de estas pacientes, ya que puede estar presente entre
10% y 20% de las mujeres sanas con reglas regulares y sin hiperandrogenismo
clinico. Por tanto una ecografia alterada aislada, sin otros elementos clinicos,

no debe ser empleada como diagnéstico de SOP.

Los ovarios "multiquisticos" definidos por la presencia de méas de 5 foliculos y
estroma normal, pueden corresponder a un hallazgo frecuente durante la
pubertad y en mujeres que se recuperan de una amenorrea hipotalamica,

motivo por el que este término no debe ser confundido con MOP.
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diagnostico del SOP segun cada consenso (Tomado de Merino P et

Anexo 2. Resumen de los criterios de inclusidon y exclusion para el
al., 2009)
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Anexo 3. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUCIONES y PERSONAL CIVILMENTE RESPONSABLE

Cétedra de Histologia y Embriologia. Facultad de Medicina Montevideo
Uruguay 29243414/3551

Profs. Agregada. Dra. Rossana Sapiro y Dra. Rebeca Chavez, Lic Jimena Mas
de Ayala

PROYECTO: Procesos inflamatorios vinculados a variaciones genéticas en el
Sindrome de Ovario Poliquistico

INVITACION A PARTICIPAR. Ud. esta siendo invitada a participar en un trabajo de
investigacién que examinard las posibles causas de una enfermedad muy comun que
afecta a mujeres jovenes en donde aparecen quistes en el ovario y que muchas veces
dificulta que la persona tenga hijos (infertilidad).

PROPOSITO.- El propésito del presente estudio es determinar si existen cambios en
algunos genes y proteinas que expliquen la predisposicion a esta enfermedad
PROCEDIMIENTO. Su patrticipacion se vera limitada una extraccién de exudado de la
mejilla 6 a la donacion de células de descarte luego de procedimientos de fertilizacion
asistida y/o una eventual extraccién de sangre.

Ud. Puede ser solicitada a participar ya sea porque es portadora de la enfermedad en
estudio o porgue fue elegida como control de la misma.

RIESGOS. Ud. ha sido informada que ninguno de estos procedimientos conlleva riegos
mayores.

RIESGOS MENORES: se aclara que si Ud. es sometida a extraccién de sangre esto
conlleva un riesgo considerado medicamente menor y que consiste en posible dolor en
la regién o formacién de un hematoma en el sitio de aplicacion de la jeringa. No se
detectan otros riesgos fisicos o emocionales de los procedimientos descritos
previamente.

PROTECCION DE RIESGOS MENORES: utilizaciébn de material en buen estado y
desechables manejados por personal experto.

COMPENSACION. Los médicos le informaran a Ud. de los resultados obtenidos con
sus muestras. En el caso que Ud. lo solicite, el equipo de investigacion le podra
informar del resultado general del estudio.

COMPENSACION ECONOMICA. La intervencion en este estudio no recibird ninguna
compensacion econdmica pero tampoco le producird ningun gasto.
CONFIDENCIALIDAD. Toda informacién recogida serd mantenida en estricta
confidencialidad. Si cualquier publicacién resulta de esta investigacion Ud. no sera
identificada con su nombre.

Los datos obtenidos en el estudio llevado a cabo en la Policlinica de Endocrinologia del
Hospital de Clinicas, seran debidamente codificados de tal manera de mantener el
anonimato de los participantes en todo momento.
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INTERRUPCION DE SU PARTICIPACION: Ud. acepta que su participacion en este
estudio es totalmente voluntaria y que podra retirarse en cualquier momento que desee
sin ninguna consecuencia y que podra solicitar la destruccion de las muestras.
DERECHOS DE LOS PARTICIPANTES: Ud. comprende que si desea mas informacién
respecto a sus derechos puede consultar a los miembros del equipo mencionados en el
encabezado. Ud. ha tenido la posibilidad de realizar preguntas y han sido contestadas
satisfactoriamente por el equipo responsable.

CONCLUSION. Ud. ha leido y comprendido este consentimiento. Luego de firmar este
documento Ud. recibird una copia del mismo.

A) Consiento participar del estudio Sl NO

B) Consiento que mi muestra sea guardada y pueda ser usada en otras

investigaciones de la misma enfermedad: Sl NO
Nombre del participante. Firma Fecha.
Nombre del investigador. Firma Fecha.
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Anexo 4. Formulario

Ficha N°: Fecha:
Datos Personales
Nombre | C.l. l ‘ Edad
Antecedentes
Antecedentes personales
Diabetes Hiperinsulinemia
Hipertrigliceridemia Hipercolesterolemia
Tabaquismo\
Antecedentes familiares
Diabetes ‘PCOS ‘ Esterilidad
Datos Clinicos
Ciclos
FUM M: R
Embarazos Hijos
Infertilidad
Examen Fisico
Hirsutismo Acné
Peso Talla
Perimetro Abdominal
Examenes Paraclinicos
Ecografia ‘ NO Sl
Quistes
Numero
Tamanfo
Estudios LH FSH E P A PL
Hormonales
17 OH TEST
PROG DHEA TOT TEST LIBRE TSH

Observaciones

GLUCOSA
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Anexo 5. Protocolo de extraccion de ADN

)

El cepillo con el que se obtiene la muestra se sumerge en 1ml de PBS
1x en un tubo eppendorff de 1.5ml hasta el procesamiento de la mismay
se conserva a 4°C

Centrifugar a 2500rpm por 10min para que se desprendan las células del
cepillo

Descartar el cepillo y el sobrenadante.

Agregar a la muestra 0,5 ml de solucion de lisis celular, y colocar en
bafio a 55°C durante toda la noche

Agregar 0,7 ml de isopropanol, agitar por inversion hasta observar el
ADN precipitado

Volver a centrifugar durante un minuto a 13500 rpm,

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet de ADN con 0,5 ml de etanol
70%

Centrifugar durante un minuto a 13000 rpm

Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet de ADN

Una vez seco, disolver el pellet en 0,1 ml de agua destilada e incubar a
65° C por 20 minutos para disolver el pellet

Almacenar la muestra de ADN a -20°C hasta su uso

(Modificado de un protocolo de extraccion de ADN a partir de sangre total)
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Anexo 6. Protocolo para ELISA de IL1B (Human IL-18 ELISA Set I, BD
OptEIA, BD Biosciences)

1) Cubrir cada pozo con 100ul de anticuerpo de captura (1:250) diluido en
“Coating Buffer” (0.1M Carbonato de sodio, pH 9.5 7.13g NaHCO; 1.599g
Na,COs; g.s. para 1L; pH 9.5 con NaOH 10N).

2) Cubrir la placa e incubar overnight a 4°C

3) Descartar el contenido de cada pozo

4) Lavar 3 veces cada pozo con 300 ul de “Wash buffer” (PBS con 0.05% Tween-
20) y luego del dltimo lavado invertir la placa sobre papel absorbente para
remover cualquier residuo de buffer.

5) Agregar a cada pozo 200 pl de “Assay Diluent” (PBS con 10% FBS, pH 7.0)
para blogueo. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

6) Descartar el contenido de cada pozo

7) Lavar como en paso 4

8) Agregar 100 ul de cada estandar, muestra o control al pozo que corresponda.
Sellar la placa e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

9) Descartar el contenido de cada pozo

10) Lavar como en paso 4 un total de 5 veces

11) Agregar 100 pl por pozo del anticuerpo de deteccion diluido en “Assay
Diluent” (1: 1000). Sellar la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.

12) Lavar como en paso 4 un total de 5 veces

13) Agregar 100 pl por pozo de “Enzyme Reagent” (Streptavidin-HRP) diluido en
“Assay Diluent” (1:250). Sellar la placa e incubar por 30 minutos a temperatura
ambiente.

14) Lavar como en paso 4 un total de 7 veces.

15) Agregar 100 ul por pozo de “Substrate solution” (Tetrametilbenzidinia +
Peroxido de hidrogeno, 1:1) Incubar la placa sin sellar por 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad.

16) Agregar 50 pl por pozo de “Stop Solution” (1M H3PO,4 0 2N H,SO,).

17) Medir la absorbancia a 450nm dentro de los 30 minutos de haber detenido la

reaccion
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Anexo 7. Aislamiento del ARN mensajero (TRIzol® Qiagen)

1) Incubar la muestra 5 minutos a temperatura ambiente

2) Agregar 200uL de cloroformo por cada 1mL de Trizol usado inicialmente
para despegar las células.

3) Incubar a temperatura ambiente entre 2 y 3 minutos.

4) Centrifugar a 12.000g por 15 minutos (temperatura ambiente).

5) Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo Yy agregar 500uL
(por cada 1mL de Trizol usado inicialmente) de alcohol isopropilico
(Isopropanol). Mezclar bien.

6) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000g por
10 minutos (temperatura ambiente -- aunque es mejor centrifugar a 4°C).

7) Descartar sobrenadante y lavar pellet con 1ml (por cada 1mL de Trizol
usado inicialmente) de alcohol 75% (preparado previamente con H20
DEPC). Vortexear brevemente (un poco, para levantar/lavar pellet).

8) Centrifugar a 7.500g por 5 minutos.

9) Descartar sobrenadante con tip y dejar secar el pellet (tubo abierto a
temperatura ambiente sobre mesada).

10) Disolver pellet en H20 DEPC (Rnasa-free) e incubar 10 minutos a 55-
60°C. La cantidad de H20O con la cual resuspender el pellet depende del

volumen del pellet (entre 20 a 50uL segun kit/protocolo de Trizol)

11) Proceder a medir concentracion de ARN o guardar a -80°C.
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Anexo 8. Retrotranscripcion del ARN mensajero

A partir de 1ug de ARN, agregar en 1 tubo eppendorf:

e 1 pldel ARN molde (1pg/ul),
e 1 ul(=0,2ug) de random primers
e H20O c/DEPC en un volumen final de 12.5 pl.

Mezclar e incubar a 65°C por 5 minutos e inmediatamente poner en hielo.
Luego hacer una mezcla que contenga:

¢ 4 ul de Reaction Buffer 5X (Thermo Scientific)

e 0, 5yl (=20 U) de RNAsa Inhibitor (Thermo Scientific RiboLock RNase
Inhibitor (#E00381))

e 2 ulde dNTPs (20mM cada uno)

e 1 pl (= 200 unidades) de Enzima transcriptasa reversa (RevertAid

Reverse Transcriptase, Thermo Scientific)
Volumen final de 20 pl.

Finalmente incubar 60 minutos a 42°C y 10 minutos a 72°C en termociclador

(Biometra). Guardar el ADN copia resultante a -20°C.
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Anexo 9. PCR real time cuantitativo

Mix para PCR:

10 pl Biotools QuantiMix EASY SYG KIT (Biotools)
7 yul H20

1yl cebador directo (20 uM)

1yl cebador indirecto (20 uM)

1l ADNc

Volumen final de reaccion de 20uL

Cebadores:
Tamaiio
Secuencia Secuencia ] del
Gen del cebador Exon del cebador EXon | producto
(directo 57-3") (indirecto 5°-3") de
PCR (pb)
CTCGCCAGTGAAATGATG GTCGGAGATTCGTAGC
IL1B 1 3 144
GCT TGGAT
CCTTCCAAAGATGGCTGA CAGGGGTGGTTATTGC
IL6 3 5 230
AA ATCT
TGGACTCCACGACGTA
GAPDH | GGGAAGGTGAAGGTCGG 2 CTCAG 5 292

Perfil de la reaccién de PCR:

} 40 ciclos

Rampa de HRM desde 72°C a 99°C.

95°C por 5 minutos
95°C por 15 segundos

63°C por 60 segundos
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