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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico es una enfermedad multifactorial que afecta entre
el 5y 10% de las mujeres en edad reproductiva, y es una de las principales causas
de infertilidad femenina, por lo que es considerado un problema de salud publica.
El presente estudio evalud los cambios de la expresion genética ovarica de ratas de
la cepa Long Evans tratadas con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) en dos
etapas reproductivas: etapa puberal a los cuarenta dias de edad (Vh40 o VE40), y
etapa adulta a los setenta dias de edad (Vh70 o VE70).

Se evaluaron los parametros de la funcién ovarica de los grupos experimentales.
Los resultados muestran que el VE induce un adelanto en el inicio de la
pubertad (14 + 0.0 dias) de los animales. En la etapa puberal el 66.6% de los
animales presentan ovulacion con una disminucion del 8.5% en el nimero de
ovocitos con respecto al grupo Vh, mientras que en la etapa adulta ninguno de los
animales presenta ovulacion. El peso de los ovarios fue menor, sin cambios en el
peso de las glandulas adrenales de los animales tratados con VE en ambas etapas
reproductivas. La evaluacion de las hormonas esteroides en suero de ratas tratadas
con VE mostré un incremento en la concentracion de estradiol, progesterona y
testosterona, en ambas etapas reproductivas evaluadas.

En la etapa puberal, el analisis de la expresién de genes ovaricos muestra 259
genes alterados, de los cuales 112 genes se encuentran desregulados a la baja y
147 genes se encuentran desregulados al alza. Los genes alterados participan
en distintas vias de sefializacion en el ovario como la esteroidogenesis ovarica, la
sefalizacion de estradiol y la meiosis de los ovocitos.

En la etapa adulta, el analisis de la expresion de genes ovaricos muestra 271 genes
alterados, de los cuales 62 genes se encuentran desregulados a la baja y 209 al
alza. Entre las vias de sefializacion ovarica en donde participan los genes alterados
se encuentran aquellas relacionadas con la sefalizacion del estradiol,
la esteroidogenesis ovarica, la via de sefalizacibn de la prolactina,

las neurotrofinas y la progesterona.



Al realizar el enriquecimiento de los 259 y 271 genes alterados de cada etapa
reproductiva se mostré que el gen Gna 11 se encuentra alterado a la alza en ambas
etapas reproductivas, el cual es responsable de la expresion de la subunidad alfa
de las proteinas G, mientras que en la etapa puberal el gen Pik3r2 se encuentra
alterado a la alza y participa en la fosforilacion del fosfatidilinositol; en la etapa adulta
el gen HSD17B12 se encuentra alterado a la alza el cual codifica para la enzima
17b-hidroxiesteroide deshidrogenasa que convierte la estrona a estradiol en el tejido
ovarico, por lo que se sugiere que estos genes pudieran participar en el desarrollo
del sindrome de ovario poliquistico.

El andlisis de promotores de los genes HSD17B12, Gna 11y Pik3r2, indico
los sitios de unibn para los receptores a hormonas esteroides,
principalmente para el estradiol (receptores a y ) y para factores de transcripcion
que pueden actuar de forma indirecta en la regulaciéon del gen, como lo son la
proteina especifica 1 (SP1), Yin Yang 1 (YY1), receptor a acido retinoico a (RARa),
receptor para vitamina D (VDR), entre otros.

En conclusién, los ovarios tratados con VE en la etapa infantil presentan 19 genes
alterados en la etapa puberal y 19 genes alterados en la etapa adulta, los
cuales participan en vias metabdlicas relacionadas con la esteroidogénesis ovarica,
la sintesis de estradiol, la meiosis ovérica y la sefalizacion de las neurotrofinas. En
el presente estudio, el gen Gnall se encuentra sobreexpresado en ambas etapas
reproductivas, lo cual pudiera sugerir el analisis de las vias de sefalizacién en
donde participen los receptores acoplados a proteinas G en ovarios de

ratas tratadas con VE, como modelo de SOP.
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Introduccion: El Sindrome de Ovario Poliquistico

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es una enfermedad multifactorial que
afecta entre el 5-10% de las mujeres en edad reproductiva a nivel mundial, segun
los criterios de diagnadstico aplicados (Barber et al., 2006). En México, se estima que
entre el 6% y 10% de las mujeres en edad reproductiva padecen este sindrome, es
considerado un problema de salud publica, y representa uno de los principales
factores de la infertilidad femenina que no forma parte de los programas de la
Secretaria de Salud Federal (Honorable Camara de Diputados LXIV Legislatura,
2017).

El SOP fue descrito en 1935 por Stein y Leventhal como el sindrome de oligo-
amenorrea; actualmente su estudio ha ido en aumento debido a la complejidad de
su diagnéstico y a su relacion con diversas manifestaciones clinicas asociadas con

multiples enfermedades (Azziz y Adashi, 2016, Lizneva et al., 2016).

De acuerdo con los protocolos de Rotterdam, la sintomatologia del SOP incluye
hiperandrogenismo, hirsutismo, anovulacion crénica, resistencia a la insulina,
formacién de quistes en el ovario y sobrepeso (Li et al., 2017; Noroozzadeh et al.
2017). Aunado a los signos ya descritos, algunas pacientes con SOP puede
presentar amenorrea y oligomenorrea; sin embargo, se ha mostrado que a nivel
mundial mas del 70% de las mujeres que presentan esta sintomatologia, no son
diagnosticadas correctamente ya que depende de los criterios médicos aplicados
(Abinaya et al., 2019).

Entre los signos bioquimicos asociados a un cuadro clinico de SOP, se ha
observado, un aumento en los niveles de testosterona libre y de la globulina fijadora
de hormonas sexuales (SHBG), sin embargo, esto se ha asociado a la etnicidad y

al indice de masa corporal de cada mujer (Farrell y Antoni, 2010).



El SOP es un reto para la salud publica ya que puede presentarse desde la
adolescencia, hasta el final de la vida fértil, en el caso de las mujeres de distintas
edades, se presentan fenotipos confundibles con otras enfermedades,
especialmente es dificil diagnosticarlo en la adolescencia (Pefia, et al., 2020).
Ademas, el SOP tiene una alta carga hereditaria, puesto que mas del 70% de
mujeres que son hijas de pacientes con SOP, desarrollan la enfermedad en algun

momento de su vida fértil (Crisosto, et al., 2019).

El tratamiento del SOP es variado debido a la multiple variedad de fenotipos y
cuadros clinicos presentados, por lo que se han buscado diferentes alternativas
para intentar revertir los efectos de este y entender la fisiopatologia del SOP
(Hajishafiha et al., 2013).

Signos y sintomas del SOP

El hiperandrogenismo es uno de los signos presentes del SOP, esta definido como
un exceso en los niveles de andrégenos como lo son la testosterona (T),
androstenediona y dehidroepiandrosterona (DHEA) en el suero sanguineo, lo cual
contribuye al desarrollo del hirsutismo (Amiri et al., 2019). El hirsutismo es definido
como la aparicion de vello pubico, axilar y facial en exceso, es caracteristico en
mujeres con SOP (aproximadamente 70% de los casos), se encuentra relacionado
con el aumento en la sintesis de andrégenos a nivel gonadal (Condorelli et al.,
2017).

Los quistes ovaricos surgen de foliculos que no se desarrollan y forman estructuras
duras en la tanica albuginea, con niveles abundantes de colageno, lo cual les
confiere una estructura fibrosa y mas dura que el resto del tejido ovarico circundante
(Rodgers et al., 2019).

La anovulacion es definida como la ausencia de ovocitos liberados por parte del
ovario, consiste en el arresto de los foliculos de un tamafio aproximado de 2-8mm
de diametro, lo cual evita su desarrollo y posterior liberacion. En mujeres

diagnosticadas con SOP la anovulacion suele estar acompafiada de niveles
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elevados de hormona luteinizante (LH) y de andrégenos en sangre (Franks Mason,
White y Willis, 1998; Franks, Stark y Hardy, 2008).

Criterios de diagndstico

En 1990 el Instituto de Salud Nacional de los EE. UU (NHI por sus siglas en inglés)
presentd su pauta de diagnéstico basado en tres criterios en orden de importancia
y uno de los primeros fue la presencia del hiperandrogenismo o hiperandrogenemia,
el segundo la oligo-ovulacibn o anovulacién y el tercero la exclusion de
enfermedades con sintomatologia parecida, debido a la similitud con enfermedades
como el sindrome de Cushing, la insuficiencia ovarica temprana, la enfermedad
tiroidea o la formacion de pdlipos ovaricos (Kudesia, y Copperman, 2020); dentro
de los criterios del NHI existe un cuarto punto que hasta ese entonces resultaba
controversial: la presencia de quistes en el ovario (Azziz, 2006, Goodarzi et
al.,2011).

El protocolo de Rotterdam (Paises Bajos, 2003) se dio tras la reunion de la
Sociedad Europea para la Reproduccion Humana y Embriologia y la Sociedad
Americana para la Medicina Reproductiva, donde se acordé modificar el criterio de
NHI, agregando para el diagnostico la presencia de anovulacién cronica y la
presencia de quistes en el ovario, asi como descartar otras enfermedades con la
finalidad de tener un diagndéstico mas completo (The Rotterdam ESHRE/ASRM-
Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004).

La calidad del diagnéstico dependio de diversos factores que pudieron ayudar a dar
un resultado concluyente, sin embargo, aun existen discrepancias debido a la
presencia de varios fenotipos y cuadros clinicos dentro del SOP (Azziz, 2006). Asi
mismo, con los avances en el campo de la imagenologia y de las técnicas
moleculares se desarrollaron nuevos criterios mas inclusivos para el diagnéstico del
SOP (Franks, 2006).
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En el 2006 la sociedad de exceso de andrégenos (AES) propuso los siguientes
criterios para el diagnostico del SOP, la presencia de hirsutismo e
hiperandrogenismo, la oligo-ovulacion acompafiada de ovarios poliquisticos y la
exclusion de desordenes similares provocados por alteraciones en los niveles de

androgenos (Azziz et al., 2009).

La aplicacion de alguno de estos criterios en el diagnéstico, entre las diferentes
paises y regiones dio como resultado que las estadisticas fueran dispares en el
namero de incidencias, ya que presentaban distintos porcentajes que oscilan entre

el 2% y el 26% de mujeres diagnosticadas con SOP (Trivax y Azziz, 2007).

Prevalencia y etnicidad del SOP

Existe una relacion entre la etnicidad y la prevalencia del SOP que varia de acuerdo
con el grupo racial al cual pertenezcan las mujeres con este sindrome, el cual varia
entre el 5% y 15% respecto grupos; sin embargo, el mecanismo es complejo y no
ha sido completamente estudiado, ya que entre grupos poblacionales existen
multiples factores que pueden causar esta variacion como nivel socioeconomico,

alimentacion, educacion y calidad de vida (Bozdag et al., 2016).

En la ciudad de Isfahan, en la Republica Islamica de Iran, se realiz6 el diagndstico
clinico de SOP en un grupo de mujeres cuyas edades oscilaban entre los 25 y 51
afios, con cuadros clinicos que incluian: hirsutismo, anovulacién e
hiperandrogenismo. Para realizar el diagnéstico de SOP se utilizaron los tres
criterios vigentes, y obtuvieron qué si se utilizaba el criterio del NHI el 7% de las
mujeres eran diagnosticadas con SOP, mientras que el 15.2% cumplian con el

criterio de Rotterdam y el 7.2% con el criterio de la AES (Mehrabian et al., 2011).

En mujeres de la poblacion de Han en China, el criterio de diagnostico de Rotterdam
encontré que las mujeres presentaban un mayor indice de masa corporal (IMC), y
gue eran las mujeres obesas las que exhibian una mayor resistencia a la insulina

respecto a las de peso normal diagnosticadas con SOP, con lo que concluyeron que
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el 56.3% del fenotipo de SOP presentan obesidad y resistencia a la insulina al

compararlas con mujeres de otras etnias (Li et al., 2018).

Existe una tasa de prevalencia del SOP del 12% en mujeres universitarias malayas
qgue presentan diversos fenotipos de la enfermedad, y en ellas fue poco comun la
presencia de oligomenorrea y anovulacion. Estos resultados son similares a los
porcentajes de mujeres asiaticas diagnosticadas con SOP en India, China y Sri
Lanka (Dashti, et al.,2019).

En las naciones occidentales, al tomar en cuenta los criterios de diagndéstico (NIH y
Rotterdam) se ha encontrado una prevalencia del SOP menor al 10%, en Grecia del
6.8%, en Inglaterra del 8% y en Espafa del 5%; en contraste las mujeres latinas y
del caribe presentan tasas de prevalencia mas altas respecto a poblaciones

afroamericanas y caucésicas (Huddleston et al., 2010).

Por otro lado, se ha reportado una mayor prevalencia de SOP en mujeres méxico-
americanas entre 25y 26 afios (12.8%) respecto a mujeres caucasicas de Estados
Unidos de América (6.6%) de la misma edad, aunado a ello se encontré una mayor
prevalencia de resistencia a la insulina en las mujeres mexicanas, que, en mujeres

blancas (Kauffman et al., 2002).

En la poblacion mexicana se ha encontrado una prevalencia del 6% del SOP en
mujeres de entre 20 y 45 afos, de acuerdo con los criterios de diagnostico del NIH
y de Rotterdam, con presencia de anovulacion y la presencia de quistes ovaricos en
todas las pacientes, lo cual es consistente con las tasas de SOP en paises del
hemisferio norte; sin embargo, no concuerda lo reportado para mujeres méxico-

americanas (Moran et al., 2010).

Limitantes en el estudio del Sindrome de Ovario Poliquistico en
humanos

El SOP, es una enfermedad compleja, que ha sido abordada desde distintas teorias
para explicar su etiologia (Azziz, 2004). Estas teorias han sido desarrolladas y

evaluadas en modelos animales experimentales mediante el uso de distintos
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farmacos que permiten desarrollar las caracteristicas del SOP (Shi y Vine, 2012,
McNeil y Colin-Duncan, 2013).

El uso de animales para estudiar el SOP, se debe a que muchos mamiferos
presentan patrones evolutivos conservados que permiten desarrollar modelos
similares, en los cuales se permiten realizar estudios que no serian éticos en seres
humanos y una aproximacion mas precisa a la patofisiologia del sindrome (Stener-
Victorin, et al., 2020).

Se han desarrollado diferentes estrategias para estudiar algunas caracteristicas del
SOP, entre las cuales se encuentra la administracion de andrégenos, estrégenos,
anti-progestinas y la manipulaciéon genética (Walters, Bertoldo, y Handelsman,
2020) en diferentes especies. Una de las herramientas mas utilizadas para
investigar el SOP en modelos experimentales, es la induccion del sindrome
mediante la exposicion prolongada a androgenos, lo cual genera un desorden
ovulatorio, y un crecimiento anormal de los foliculos en la mayoria de los casos,

provocando un fenotipo similar al de la enfermedad (Franks 2012).

Entre los modelos animales que se han utilizado para investigar el SOP se
encuentra el primate Macaca mulatta, en el cual, se ha analizado el papel del
hiperandrogenismo en el desarrollo del sindrome, con la finalidad de entender este
signo en mujeres; sin embargo, existen limitantes en el uso de M. mulatta debido a
su ciclo de vida relativamente largo (Abbott, Tarantal y Dumesic, 2009). Aunado al
uso de primates para establecer un modelo de estudio del SOP, se han desarrollado
paralelamente otros modelos con ovejas, que comparten la ventaja de ser animales
monovulantes, pero su desventaja es su ciclo de vida, por lo que se han utilizado

otros modelos alternativos (Franks, 2015).

Hasta la fecha, el modelo animal mas utilizado para estudiar el SOP es el roedor
(orden: Rodentia), que incluye a ratas y ratones de diferentes cepas, ya que son
animales faciles de manejar, dociles y de rapido crecimiento, lo cual favorece el

estudio del sindrome en periodos cortos de tiempo (McNeilly y Colin-Duncan, 2013).
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Existen diferencias entre las ratas y los humanos, ya que los primeros presentan
ciclos estrales y las mujeres el ciclo menstrual. Ademas, las ratas son poliovulantes
puesto que liberan aproximadamente diez ovocitos cada cuatro o cinco dias,
mientras que las mujeres tienen un ovocito fértil aproximadamente cada veintiocho
dias; sin embargo, las ratas presentan la ventaja de que al desarrollar SOP logran
mostrar casi todos los signos caracteristicos de este sindrome (Franks, 2012,
McNeilly y Colin-Duncan, 2013).

A pesar de las multiples técnicas para desarrollar el SOP en modelos
experimentales, no existe un modelo ideal para la induccion del SOP, por lo tanto la
eleccion de un modelo dependerda en gran medida del aspecto que se desee
estudiar, ya sea molecular, metabdlico, fisiolégico o epigenético (Maliqueo, Benrick
y Stener-Victorin, 2014). En la tabla 1 se muestran los efectos de farmacos utilizados
para la induccién del SOP en roedores en comparacion con los signos presentes en

mujeres con SOP.

Modificado de

Maliqueo, Benrick y Stener-Victorin, 2014.

H. sapiens Roedores (rodentia)

Fenotipo

humano y

Hodelo SOP VE Letrozol DHEA
experimental
Ciclos Amenorrea y Presencia de Presencia de Presencia de
irregulares aciclicidad aciclicidad aciclicidad aciclicidad
Aumento de Aumento Ausente Aumento Aumento
peso (9)
Atresia Aumento Aumento Aumento Aumento
folicular
(ndm. de
foliculos)
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Niveles de Aumento Aumento Aumento Aumento
testosterona

Niveles de Aumento Aumento Aumento Disminucion
estradiol

Resistencia a Aumento Ausente Aumento Aumento
lainsulina

Estro e Presente Ausente Ausente

permanente

El valerato de estradiol como modelo de induccidn del Sindrome de
Ovario Poliquistico en rata

El valerato de estradiol (VE) (figura 1) es un éster sintético derivado del estradiol
cuyo peso molecular es de 356.506 g/mol, es ocupado para el tratamiento de
enfermedades asociadas a desérdenes hormonales (Noorafshan et al., 2013). Tiene
la capacidad de ser agonista del estradiol (E2), unirse a los receptores de
estrogenos (ERa y Erp) y utilizar este mecanismo para la activaciéon de cascadas
de sefializacién relacionadas con el E2 (Canadian Institutes of Health Research,
2018).

Figura 1: Estructura del Valerato de

Estradiol, tomado de Canadian Institutes of

Health Research, 2018.
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Una de las ventajas del VE es que una sola administracion del farmaco es suficiente
para inducir el SOP en diferentes modelos animales, a diferencia de otros
herramientas farmacologicas que requiere de un tratamiento cronico (Noorafshan,
et al., 2013). En un experimento se comprob6 que una sola dosis de 2 mg de VE
via subcutanea es suficiente para inducir la condicion de SOP en ratas juveniles

después de ocho semanas a partir desde su administracion (Brawer et al., 1978).

Ademas, se ha demostrado que, en ratas hembra, el VE induce cambios a nivel
hipotaldmico, genera anovulacion, disrupcion en el ciclo estral y una cornificacion
vaginal persistente después de ocho semanas de su administracion; aunado a ello
los ovarios son pequefios, con presencia de quistes ovaricos y foliculos secundarios
con una disminucién en el nimero de capas de células de la granulosa; y ausencia

de cuerpos luteos (Brawer et al., 1978).

Se ha demostrado que el VE provoca un aumento en el tono simpatico de las fibras
qgue inervan al ovario de ratas adultas, esto sucede después de un mes de su
administracion lo cual puede correlacionarse a un aumento en la actividad secretora
de hormonas esteroideas, lo cual conlleva cambios a nivel hipotalamico (Luza, et
al.,1995). Estos cambios en el tono simpético se ven reflejados al aumentar la
cantidad de neuronas noradrenérgicas presentes en el ovario, y al incrementar la
actividad de la tirosina hidroxilasa, el incremento de la sintesis de NGF y la
disminucién de los receptores p2-adrenérgicos (Manni, et al., 2005).

En ratas SD tratadas con VE se observé la activacibn de neuronas
catecolaminérgicas que inervan al ovario previo al desarrollo de quistes foliculares,

lo cual contribuye al desarrollo del SOP (Lara, et al.,1993).

El desarrollo de SOP con VE en ratas de la cepa Wistar-Kyoto mostro que después
de siete semanas de su administracion se produce hipertension y un aumento en el
tono simpéatico, aunado al incremento en el nivel de corticosteroides en sangre

(Stener-Victorin, Ploj, Larsson y Holmang, 2005).
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En ratas de la cepa Wistar se observa una disminucién de la expresion del ARNm
de CYP19 implicado en la sintesis de hormonas esteroides, pero no tiene efecto
sobre la expresion del ARNm de proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR),
involucrado en la translocacion del colesterol hacia la membrana de la mitocondria
(Aghaie et al., 2018).

El estudio de Cruz-Neculpan (2011), menciona que la administracion del VE debe
de ser en los primeros dias de nacimiento de la rata, debido a que los efectos seran
permanentes y el modelo de SOP sera inducido de forma correcta, sin embargo, si
las ratas son inyectadas en dias posteriores al dia catorce postnatal los efectos del
VE aminoraran, debido a que existe una ventana de recuperacién donde los efectos
del VE son transitorios y por tanto se restablecera el ciclo estral y no se provocara
la induccion con SOP ya que los niveles de andrégenos regresaran a condiciones
normales (Cruz et al., 2012). En la figura 2 se observa la lista de los efectos del VE

en ratas.

Anovulacion

Aumento del tono simpatico
Disrupcion del ciclo estral :
Cornificacion del epitelio vaginal Y
Foliculos atrésicos 3 ¥
Quistes ovaricos e =
Hiperandrogenismo |

Figura 2: Efectos del valerato de estradiol, sobre R. norvergicus (Brawer et al

1978, Luza, et al 1995, Manni, et al, 2005, Cruz, ef al, 2012)

Por lo anterior, el estudio con VE permite evaluar los aspectos nerviosos,
inflamatorios, hormonales y genéticos (Daneasa et al., 2016) y tiene la ventaja de
eliminar los aspectos metabdlicos y metabolémicos como el aumento de peso y la

resistencia a la insulina que pudieran interferir en la expresion de otros genes
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involucrados en este sindrome, lo cual lo hace el modelo ideal para estudiar los

aspectos moleculares (Daneasa et al., 2016).

Teorias del origen del SOP

El SOP es una enfermedad multifactorial cuyo origen es desconocido, aunado a ello
se encuentra asociada a multiples enfermedades cardiovasculares como la
obesidad, y la diabetes mellitus tipo Il. Por tanto, se han propuesto diferentes teorias
sobre su origen, donde se ha tratado de relacionar el exceso de andrégenos y su
relacion con los factores genéticos, nerviosos, inmunes o una combinacion de todos

estos, ya sea en humanos o en modelos animales (Jahanfar y Eden, 1996).
Por tanto, algunas de las teorias que se han desarrollado son las siguientes:

1) Teoria genética en la cual se menciona que la expresion de genes es
preponderante para el desarrollo del SOP y ademés de un componente
hereditable, en conjuncion a los factores epigenéticos, metabdlicos y
hormonales (De Leo et al., 2016).

2) Teoria hormonal: Se propone que el incremento en los niveles de las
hormonas LH y hormona foliculo estimulante (FSH) es debido a un aumento
en la actividad de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), lo cual
conlleva a una mayor secrecion de LH contribuyendo a la desregulacion de
la actividad ovérica (Reddy y Dasgupta, 2008, Maharaj y Amod, 2009).

3) Teoria nerviosa: El sistema nervioso autonomo y central juegan un papel
preponderante en la regulacion de la funcion ovarica y por tanto en el SOP,
aunado a ello se ha demostrado un aumento en la actividad nerviosa
simpatica en los organismos que presentan SOP (Zangeneh et al. 2012).

4) Teoria metabdlicay resistencia a la insulina: El aumento en los niveles de

insulina provoca un aumento en la secrecion de androgenos a nivel ovarico, esto

provoca el hiperandrogenismo y las enfermedades asociadas al SOP (Maharaj

y Amod, 2009).
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Teoria genética

En el desarrollo del SOP se han observado cambios en los niveles de expresion de
genes que han sido estudiados mediante diversas técnicas moleculares que
permiten conocer el aspecto genético de este sindrome.

Una de las técnicas para estudiar los cambios a nivel genético en el SOP son los
estudios de asociacion del genoma (GWAS). En mujeres europeas con SOP, se
han encontrado polimorfismos en el gen GATA4 que codifica un factor de
transcripcion de dedos de zinc que regula el desarrollo gonadal y la transcripcion de
genes esteroidogénicos, NEIL2 que codifica a la endonucleasa Nei VllI-like 2, un
miembro de una clase de ADN glicosilasas implicadas en la reparacion del dafio del
ADN y FSHB que codifica el polipéptido beta de FSH20, un miembro de una familia
de hormonas glicoproteicas que incluye LH, TSH y hCG, las cuales constan de una
subunidad alfa coman y una subunidad beta especifica para cada hormona (Hayes
et al., 2015).

En un analisis de la expresion genética de cultivos celulares provenientes del
cumulo ovarico de mujeres sanas y otro de células cuyo origen fue de mujeres
diagnosticadas con SOP, se encontraron genes alterados que participan en la
sintesis de andrégenos como el gen que codifica a la enzima de escisién de cadena
lateral de colesterol (CYP11lA), esteroide 17-alfa-hidroxilasa (CYP17),
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (HSDL2) y la aromatasa p450aro
(CYP19A1) (Haouzi et al., 2012).

Las mujeres caucdsicas australianas con SOP y que padecen obesidad presentan
una mayor cantidad de leucocitos binucleados y aneuploidia en el cromosoma X lo
cual aumenta el riesgo de infertilidad y de dafio a nivel ovarico que puede contribuir

a la patofisiologia del sindrome (Moran et al., 2008).

Se realizé un estudio de microarreglo de células de la teca de mujeres sanas y
diagnosticadas con SOP donde se encontro la presencia de mas de 345 genes

alterados (2.3% de genes expresados en células de la teca) entre los cuales
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destacan aquellos relacionados con la sintesis de andrégenos en el ovario como
CYP11A, CYP17 (Wood et al., 2003).

Existe un aumento en la actividad del promotor de CYP17 en un cultivo de células
de la teca de mujeres con SOP respecto cultivos celulares provenientes de
pacientes sanas. Este cambio en la expresion de CYP17 se debe a un incremento
en el nivel de andrégenos lo cual provoca un aumento en la actividad transcripcional,
sin embargo, se desconocen las sefiales de transduccion celular involucradas en

este mecanismo (Wickenheisser et al., 2000).

En mujeres tunecinas, existen cambios de un solo nucleétido en las secuencias de
los receptores para estradiol (ERa y ERp), estas variaciones estan fuertemente
asociadas a la aparicién de SOP y pueden ser un biomarcador de este en mujeres
del norte de Africa (Douma et al., 2020).

Existe una fuerte evidencia genética del sindrome que se ve reflejada en las vias de
sefalizacion que se encuentran alteradas durante el desarrollo del SOP, entre ellas
aguellas que participan en el control de la esteroidogénesis, la accion de las
hormonas esteroides, la accion y regulacion de las gonadotropinas, secrecion de
insulina, la homeostasis energética y la inflamacién crénica (Prapas et al., 2009).

Ademas, el SOP se asocia a patrones hereditarios que estan ligados a genes
dominantes con penetracion incompleta y que a su vez son modificados por
patrones epigenéticos que pueden ocurrir durante el embarazo (Abbott, Barnett,

Bruns y Dumesic, 2005).

Uno de los modelos mas estudiados para evaluar el desarrollo del SOP, son los
roedores, y a nivel genético se han encontrado alteraciones en la expresion de
genes. En ratas hembra de la cepa Sprague Dawley (SD) tratadas con DHEA se
presentd un aumento del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), el cual
favorece la formacion de vasos sanguineos y la formacion de quistes en los ovarios
y cuya inhibicibn causa una recuperacion parcial de la funcién ovarica y la

disminucién de quistes (Abramovich et al., 2012).
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En ratas de la cepa SD y administradas con dihidrotestosterona (DHT) como método
farmacéutico para inducir el SOP, se localizaron sobrexpresados mas de 573 genes
los cuales se involucran con procesos de diferenciacion, proliferacion, control del
ciclo celular, adhesion y angiogénesis; mientras que se encontré una desregulacion
a la baja de 430 genes relacionados con metabolismo de esteroides, lipidos,

procesos de oxidacion y reduccion (Salilew-Wondim et al., 2015).

Del mismo modo, en ratas que fueron expuestas a andrégenos en la fase prenatal
para la induccion del SOP, se encontré que a los noventa dias de edad existe un
aumento en la expresion de los genes CYP17, GATAG6 y StAR gue participan en la
sintesis de hormonas esteroideas, especificamente testosterona, lo cual contribuye
a la desregulacion del ciclo estral y a la formacién de quistes ovaricos (Jahromi et
al., 2016).

En ratas SD tratadas con dehidroepiandrosterona se observé un aumento en los
niveles de ARNmM de los genes Fas/FasL/Caspasa-8 que se encuentran
involucradas en la atresia folicular y la regresion del cuerpo luteo (Honnma et al.,
2006).

Regulacién transcripcional de genes mediado por hormonas
esteroides

Durante el desarrollo del SOP existen alteraciones en los niveles de las hormonas
esteroides como el E2, la progesterona (P) y la T que favorecen la patogénesis del
sindrome (Li et al., 2017; Noroozzadeh, et al. 2017).

Las hormonas esteroides regulan multiples procesos fisioldgicos en los organismos,
como el crecimiento, el desarrollo, la diferenciacién de tejidos y la regulacion de
genes, ésta Ultima la llevan a cabo mediante la unién de las hormonas a su receptor
nuclear modulando sefiales de forma directa o indirecta para ciertos genes

especificos (Mangelsdorf et al.,1995).

Existen seis tipos de receptores para hormonas esteroides y son: los receptores

ERa y ERB, el receptor de progesterona (PR), el receptor de androgenos (AR), el
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receptor de glucocorticoides (GR) y el receptor de mineralocorticoides (MR) (Li y
DeMayo, 2018).

La regulacion mediada por la union del E2, la P y la T a sus receptores, se lleva a
cabo por la union de éste Ultimo a secuencias especificas en el ADN llamadas
elementos de respuesta a hormonas (ERH), esta secuencia es variable de acuerdo
con el receptor que la reconoce, en el caso de los receptores a progesterona y
testosterona es AGAACANNNTGTTCT (donde n es cualquier nucle6tido) y en el caso
de los receptores a E2 la secuencia que reconoce es AGGTCANNnTGACCT (n es
igual a cualquier nucleoétido) (Weigel, 1996, Schwartz et al., 2016, Li y DeMayo,
2018). Dado que también pueden unirse como homodimeros o heterodimeros por
tanto su regulacion tiene que ver con el receptor al que se une y a los genes que
regula (Li y DeMayo, 2018).

Los receptores ERa y ERB se encuentran localizados normalmente en la membrana
nuclear de células ovéricas y de gonadotropos en el hipotalamo (receptor beta) y
participan en el proceso de regulacion de genes mediante la translocacion al nacleo
del complejo hormona (estradiol)-receptor activando la transcripcion de varios
genes involucrados en multiples funciones relacionadas con procesos a nivel

ovarico (Hewitt y Korach, 2018).

El PR se encuentra en el citosol esta conformado por dos variantes proteicas
nombradas PR-A de 94 kDa y PR-B de 114 kDa codificadas por el gen Pgr. Su
funcion la lleva a cabo cuando el PR se une a su ligando e induce un cambio
conformacional en los dimeros de la proteina y aumento de su fosforilacion lo cual
activa a factores de transcripcion como los factores de activacion AF1l y AF2
(Conneely et al., 2003).

Finalmente, la T se une al AR que se encuentra a nivel ovarico en células de la teca
y granulosa, donde es translocado al nicleo y se une a secuencias especificas en
el ADN para regular la actividad transcripcional de varios genes como los factores

de crecimiento tipo insulina (IGF) (Vendola et al., 1999, Franks y Hardy, 2018).
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Alteraciones a nivel hormonal

En mujeres con SOP, la regulacion de la hormona GnRH estd dada a nivel
hipotalamo por Kisspeptina (codificada por Kissl) la cual favorece su liberacion
hacia la adenohipdfisis, donde se ha observado un incremento en los niveles de la
GnRH y de su receptor (GnRH1). El incremento en el nUmero de receptores GnRH1
desencadenan un aumento en la sintesis y secrecion de la LH, lo cual provoca un
crecimiento acelerado en los foliculos inmaduros y la inhibicion de la apoptosis, lo
cual deriva en atresia folicular y en la formacion de quistes en el ovario (De Leo et
al., 2016, Palomba, 2018, Chaudhari et al., 2018, Blasco et al., 2018).

En mujeres diagnosticadas con SOP existe una disminucion en los niveles de la
hormona FSH, lo cual provoca una disminucion en la actividad de la enzima
aromatasa P450aro codificada por el gen (CYP19A1l), lo que se traduce en una

menor secrecion de E2 y favorece la anovulacion (Stewart y Sohrabiji, 2020).

La hormona anti-Mulleriana (AMH) es una hormona secretada por las células de la
granulosa que participa en el desarrollo folicular. En mujeres caucasicas
diagnosticadas con SOP, se ha observado que existe un incremento en la expresion
de AMH y que existe una variacion en los niveles de esta hormona en los distintos
fenotipos del sindrome (Sova et al., 2019). En ratas que presentan un fenotipo de
SOP se ha encontrado que existen niveles elevados de la hormona AMH, ademas
de un gran nimero de foliculos inmaduros por lo que algunos autores han sugerido
que la AMH puede ser un marcador para esta enfermedad (Visser et al., 2006,
Homburg y Crawford, 2014, Du et al., 2016).

Hasta el momento se ha analizado que en mujeres que presentan como
antecedente el tener madres diagnosticadas con SOP y que iniciaron la pubertad,
presentan un incremento en los niveles de la hormona AHM, lo que conlleva a un
aumento en los niveles de la LH y a una mayor probabilidad de padecer SOP
durante la etapa adulta, lo anterior, sostiene que existe una correlacion entre la AMH
y los niveles de la LH que puede favorecer el hiperandrogenismo (Crisosto et al.,
2019).
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En ratas con SOP inducido con anti-progestina RU486 se encontré6 una alta
expresion de neuronas positivas a kisspeptina en el nicleo arcuato en el hipotalamo,
lo cual parece contribuir a la desregulacion del eje Hipotalamo-Adenohipofisis-
Ovario (HAO), favoreciendo un incremento en los niveles de la LH durante el
desarrollo del SOP (Kondo et al., 2016). El incremento de la LH contribuye a una
mayor cantidad de andrégenos en el suero sanguineo, los cuales son producidos
por las células de la teca, y permiten la activacion de la enzima CYP17 encargada
de la sintesis de andrégenos, lo anterior causa una desregulacion en el eje HAO
mediante la disrupcién en la retroalimentacion positiva y negativa por parte de E2
(Nelson et al., 1999, Catteau-Jonard y Dewalilly, 2012, Krishnan y Muthusami, 2017).

En ratones con SOP inducido mediante la administracion de la hormona LH
presentan un fenotipo de ovario poliquistico, incremento en los niveles de
testosterona y estradiol, ademas presentan una fase lGtea persistente e infertilidad
(Risma et al., 1995).

Teoria nerviosa del SOP

El sistema nervioso autbnomo juega un papel clave en el desarrollo del SOP. De
acuerdo con Lansdown y Rees (2012), proponen gue, dada la alta prevalencia de
resistencia a la insulina, la obesidad y la apnea obstructiva del suefio en pacientes
con SOP los cuales son trastornos que estan intimamente relacionados con la
accion del sistema nervioso autbnomo, se ha planteado que la actividad nerviosa
simpatica puede estar aumentada, y que dicha excitacion puede desempefar un

papel en la patogenia o progresion del sindrome.

Existen estudios en los cuales se ha demostrado que las mujeres con SOP,
presentan un aumento en el tono simpatico, al analizar la concentracién de
catecolaminas y sus metabolitos como el acido homovanilico urinario reducido
(HVA) y el aumento del 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol en plasma y orina (Paradisi et
al., 1989). Ademas, en mujeres sanas y con SOP se comparé la variabilidad de la
frecuencia cardiaca (HRV) y la recuperacion de la frecuencia cardiaca (HRR)

después de realizar ejercicio, esto como medida indirecta de la funcion autonoma
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del sistema nervioso simpéatico en el corazén, y encontraron que las mujeres con
SOP presentan cambios en su funcion cardiaca respecto a las mujeres sanas
(Yildirir et al., 2006, Tekin et al., 2008).

Sverrisdottir et al. 2008 examind un grupo de veinte mujeres con SOP emparejadas
por edad e indice de masa corporal con dieciocho mujeres sanas. La actividad del
nervio simpatico ya sea expresada como frecuencia de estallido o incidencia de
estallido, aumentd notablemente en las mujeres con SOP en comparacion con los
controles. La actividad del nervio simpético del musculo posganglionar eferente
(MSNA) se correlacioné positivamente con la testosterona total y libre y, menos con
los niveles de colesterol en el grupo de SOP. Por el contrario, no hubo evidencia de
una relacion entre MSNA y la obesidad central, los niveles de insulina o resistencia
a la insulina. Por tanto, los autores especularon que, debido a que el
hiperandrogenismo puede reflejar la gravedad del SOP, la relacion entre la MSNA
y la testosterona puede indicar que el grado de simpatoexcitacion se relaciona con

la gravedad del sindrome.

El factor de crecimiento neural (NGF) es critico para el funcionamiento del sistema
nervioso autbnomo, ya que participa en el mantenimiento de las fibras nerviosas,
especialmente en aquellas que transmiten noradrenalina como neurotransmisor
(Zangeneh et al.,, 2016). La produccion de NGF ovarico también aumenta en
mujeres con SOP. Dissen y cols. 2009 recolectaron células de la granulosa y liquido
folicular de aspirados foliculares de mujeres con y sin SOP sometidas a fertilizacion
in vitro. Los niveles de NGF aumentaron en el liquido folicular y el medio
acondicionado de células de la granulosa, en mujeres con SOP en comparacion con
los controles. Los autores procedieron a sobreexpresar selectivamente NGF en
células tecales / intersticiales de ovario, generando ratones transgénicos que llevan
el gen NGF bajo el control del promotor 17-a hidroxilasa / C17-20 liasa. Los ratones
transgénicos tenian una mayor densidad de fibras nerviosas positivas a la tirosina
hidroxilasa en el ovario, lo que refleja que la inervacion simpatica incrementa la
produccion de andrégenos en respuesta a la actividad de la FSH y una mayor

prevalencia de quistes foliculares después de aumentos sostenidos de LH.
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La mayor densidad neural simpatica respalda los hallazgos de Heider y cols. 2001,
quienes encontraron una mayor densidad de fibras catecolaminérgicas en los
ovarios poliquisticos humanos en comparacion con los controles. Estos estudios
sugieren que la hiperactividad simpatica y el exceso de NGF ovarico juegan un
papel importante en la morfologia de SOP.

Ademas, la elevacién de los niveles de NGF en suero conllevan a una disminucion
en la maduracién de los ovocitos mediante la inhibicion de la glucolisis en las células
del cumulo ovérico, debido a una interrupcion de la comunicacién entre los ovocitos
y las células del cumulo ovarico, este incremento favorece la formacién de quistes

y un aumento en el nivel de la hormona LH (Dissen et al., 2009, Zhai et al., 2018).

Por otra parte, se evaluo la concentracién del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) en el plasma de mujeres sanas en edad reproductiva contra mujeres con
diagnéstico confirmado de SOP, y encontraron que en mujeres con SOP existe una
concentracion mayor de BDNF en suero respecto a mujeres sanas, posiblemente

como respuesta a un incremento en los niveles de LH (Russo et al., 2012).

En un modelo de rata con induccion de SOP por VE, se encontré que la presion
arterial sistélica media fue mas alta en los animales tratados que en los controles
no tratados. El grupo tratado también tuvo una mayor expresion de ARNm de los
receptores aua-adrenérgicos en el nucleo paraventricular hipotaldamico (PVN) y
niveles mas bajos de ARNm de los receptores aza-adrenérgicos (un receptor
simpatoinhibidor) en el PVN y la médula suprarrenal, lo que coincide con una mayor
actividad simpatica (Stener-Victorin et al., 2000). Otros estudios que utilizan el
mismo modelo para generar SOP han demostrado que la actividad noradrenérgica
en las terminaciones nerviosas del hipotalamo anterior aumenta (Luza et al. 1995).
Ademas, el flujo de salida simpatico ovarico aumenta en ratas tratadas con VE,
acompafado de una regulacion a la baja del tejido intersticial de células tecales de
los receptores beta adrenérgicos y precede al desarrollo de quistes (Lara et al 1993)
lo que implica que la activacion simpatica puede tener un papel principal en la
patogénesis del SOP. Las consecuencias funcionales de esta hiperactividad

30



simpética incluyen un incremento de la respuesta a P y andrégenos a la
gonadotropina coriénica humana (HCG) y a un agonista de los receptores f-
adrenérgicos, que se revierten mediante la seccion del nervio ovarico superior
(NOS) (Barria et al., 1993). Estudios posteriores demostraron que la activacion
simpatica ovarica en ratas tratadas con estradiol se acompafé de un aumento de la
sintesis intraovérica del NGF y a su receptor de baja afinidad (Lara et al 2000). Las
células progenitoras neurales productoras de NGF inyectadas en el ovario de ratas
jovenes alteraron la dinamica folicular ovarica y aumentaron los niveles de
androstenediona (Dissen et al 2000), lo que sugiere que la sobreproduccion de NGF
puede iniciar una patologia ovarica. El tratamiento repetido de electroacupuntura,
que reduce la hiperactividad simpatica, redujo los niveles de NGF ovarico a los
valores de los controles tratados sin VE (Stener-Victorin et al 2000) acompafiado de
una expresion reducida de los receptores al, a2 y B2-adrenérgicos (Manni et al
2005). La denervacion de las fibras noradrenérgicas previo al desarrollo del SOP en
ratas tratadas con VE, previene el bloqueo de la ovulacion y restaura la funcion
ovarica pero no se logra revertir el hiperandrogenismo gonadal (Espinoza et
al.,2018).

En este sentido, el bloqueo del receptor B-adrenérgico en animales tratados con VE,
favorece la restauracion de la ovulacion, previene la formacién de quistes ovaricos,
y reduce los niveles de P, Ty E2 (Venegas et al.,2019). En ratas tratadas con DHT,
se obtuvo que la electro-acupuntura de baja frecuencia dirigida a fibras
catecolaminérgicas y el ejercicio pueden favorecer la reducciéon del RNA mensajero
de los genes como el receptor B3-adrenérgico (ADRB3), el NGF, y el neuropéptido
Y (NPY), cuya expresion se encuentra sobreexpresada en el desarrollo del
sindrome y que son considerados marcadores de la actividad simpatica a nivel
ovario (Manneras et al., 2009), estos estudios comprueban que el factor nervioso
incide sobre el desarrollo del SOP.

Por otra parte, en el modelo de ratas con SOP inducido con VE, se ha comprobado
gue la denervacion del nervio vago (NV), permite la restauracion de la ovulacion en

ambos ovarios, por tanto, se sugiere que el papel del NV es preponderante en el

31



desarrollo y persistencia del SOP (Hernandez, et al., 2013). Asi como la denervacién
bilateral del NOS en ratas con induccion de SOP, restaura la ovulacion, los niveles

de E2 y T previos al desarrollo del sindrome (Morales-Ledesma et al., 2010).

Teoria metabdlica

Alrededor del 60% de mujeres diagnosticadas con SOP, presentan resistencia a la
insulina, esto es considerado como un signo dependiente de esta enfermedad. La
resistencia a la insulina consiste en un aumento de los niveles de expresion de esta
hormona, que tiene un efecto a nivel ovarico (De Leo et al., 2016). El aumento en
los niveles de insulina favorece la sintesis de andrégenos, especificamente de T
(De Leo et al., 2016).

En pacientes con diagnéstico de SOP y con un indice de masa corporal aumentado,
se ha encontrado un incremento en los niveles del factor de transcripcion Ying-Yang
1 (YY1), el cual esté relacionado con la resistencia a la insulina en células de la
granulosa, debido a que puede activar mdultiples cascadas de sefializacion
involucradas en procesos inflamatorios, union a proteinas de la matriz extracelular
y la regulacion de la apoptosis mediante la regulacion de dieciocho genes (Wang et
al., 2019).

En mujeres con sobrepeso, hay un incremento del tejido adiposo, este aumento
puede afectar la funcion reproductiva en mujeres con SOP, debido a que, en el tejido
adiposo, hay presencia de enzimas aromatasas que contribuyen de forma endocrina
al aumento en la sintesis de andrégenos y E2. Las mujeres con aumento del tejido
central y aumento de la grasa visceral generalmente muestran niveles méas altos de

disfuncion metabolica. (Kaplowitz et al., 2001, Rojas et al., 2014).

Otro de los aspectos mas estudiados es la hormona leptina, la cual se encuentra
relacionada al consumo de alimentos y balance energético, en mujeres con SOP y
sobrepeso se ha evaluado el papel de esta hormona en el desarrollo de este
sindrome principalmente la relacién con la insulina y el hiperandrogenismo; sin

embargo, no existen estudios concluyentes que puedan demostrar una correlaciéon
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entre los niveles de insulina y de leptina en pacientes con SOP y sobrepeso
(Jahanfar et al., 2004, Nasrat et al.,2015).

Del mismo modo, se sabe que las mujeres diagnosticadas con SOP, tienen una
mayor posibilidad de desarrollar sindrome metabdlico lo cual esta asociado a un
mayor riesgo de accidentes cardiovasculares, y enfermedades subyacentes como

dislipidemia e hipertension (Cussons, Stuckey y Watts, 2007).

Existe una prevalencia de del 43% de mujeres con SOP que presentan sindrome
metabdlico, lo cual aumenta el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y
presentan acanthosis nigricans asociado a la resistencia a la insulina (Teimuraz, et
al., 2005).

La DHT es un andrégeno producto de la esteroidogenesis que esta presente en las
mujeres, y que se ha utilizado en modelos experimentales para inducir el SOP.
Mujeres con altos niveles de DHT presentan obesidad e hipertrofia de adipocitos,
en el caso de ratones tratados con DHT en la etapa prepuberal desarrollaron el SOP
en la etapa puberal sin embargo, solo presentan aspectos metabdlicos como son la
hipertrofia de adipocitos y un aumento en los niveles de colesterol y ovarios
poliquisticos, pero no se muestran un aumento en los niveles de la hormona LH
(Caldwell, et al., 2014).

Las dietas hipercal6ricas en ratas prepuberales favorecen el desarrollo del SOP, sin
embargo, al desarrollarlo, las ratas presentan solo los aspectos metabdlicos del
sindrome, como obesidad y resistencia a la insulina, ademas de cambios en la
morfologia ovérica (Patel y Shah, 2018). Ademas se ha observado que este tipo de
dieta, junto con el inhibidor de la aromatasa llamado letrozol son capaces de inducir
un fenotipo de SOP en ratas de la cepa SD y que generan un modelo de estudio
gue presenta aumento de la insulina, un incremento en el peso corporal, niveles
elevados de T, insulina y un aumento en el metabolismo de lipidos, lo cual conlleva
una disminucion en la fosforilacion de las proteinas como: receptor a insulina
(INSR), sustrato del receptor a insulina (IRS), fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), serina
treonina quinasa (AKT), y las proteinas de la via MAPK: ERK1, ERK2, lo cual

favorece la resistencia a la insulina en este sindrome (Xu, et al.,2020).
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La resistencia a la insulina ha sido evaluada como un blanco potencial que explique
la patofisiologia del SOP. En mujeres con SOP se ha demostrado que la
administracion de farmacos como la metformina (sensibilizador de la insulina),
favorecen la ovulacion y restaura la funcién ovérica (Velazquez et al.,1994). Se ha
observado que la estimulacion con metformina en células de la granulosa ovarica
de ratas reduce la concentracion de E2 y P ademas de reducir la concentracion de
las enzimas hidroxi-delta-5-esteroide deshidrogenasa (gen HSD3B), de los
citocromos CYP11Al y la aromatasa CYP19A en condiciones basales y en

presencia de estimulacién por FSH (Tosca et al., 2006).

Los estudios en modelos experimentales se basan en su mayoria en abatir la
resistencia a la insulina y evaluar nuevos tratamientos para aminorar estos aspectos
como son la combinacion de metformina con exenatida, cuyo blanco molecular en
ratas es la via AMPKa-SIRT1 con lo que logran parcialmente restaurar la funcion

ovarica (Tao et al., 2019).
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Planteamiento del problema

El SOP es el trastorno endocrino mas comun en mujeres en edad reproductiva, con
una prevalencia entre 5% y 10% a nivel mundial dependiendo de los criterios de
diagndstico aplicados. EI SOP constituye un problema de salud publica en varios
paises, debido a la carencia de informacion y falta de acceso a los sistemas de
salud; ademas se desconoce su etiologia y por tanto se complica entender el

desarrollo de este sindrome.

Se sabe que durante el desarrollo del SOP se observan cambios a nivel nervioso,
epigenético, metabdlico y genético, estos cambios ocurren en las mujeres desde la
concepcion hasta el final de la vida fértil; sin embargo, se conoce poco sobre la
participacion de los genes en el desarrollo del SOP, por ello este estudio analizé la
expresion de genes a nivel transcripcional involucrados en el desarrollo del SOP en
el modelo de Rattus norvergicus tratado con VE en dos etapas de la vida
reproductiva: el inicio de la pubertad (40 dias postnatal) y la etapa adulta (70 dias
postnatal) lo cual permitird obtener un panorama de los genes que participan de
forma activa en el modelo de VE y poder extrapolarlo a la patofisiologia del SOP en
humanos, con lo cual este trabajo contribuye a la busqueda de genes que pueden

ser utilizados en un futuro para entender el papel de estos en el desarrollo del SOP.

Pregunta de investigacion
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En el modelo de rata, ¢cuales son los genes que se encuentran diferencialmente
expresados y que participan en el hiperandrogenismo, anovulacion y formacion de

quistes ovaricos en la etapa temprana y tardia del SOP inducido con VE?

Hipdtesis

Si en la rata hembra infantil se induce farmacol6gicamente el SOP con VE, en la
etapa puberal y adulta se altera la expresion de genes ovaricos que participan en el
desarrollo del sindrome: hiperandrogenismo, anovulacién y formacion de quistes

ovaricos.

Objetivo general

Identificar los genes que se encuentran diferencialmente expresados y que
participan en el hiperandrogenismo, anovulacién y formacién de quistes ovaricos en

la etapa temprana y tardia del SOP inducido con VE.

Objetivos particulares

e Analizar los genes ovaricos de rata que se encuentran diferencialmente
expresados en la etapa temprana (40 dias postnatal) y tardia (70 dias
postnatal) del SOP inducido con VE.

e Comparar los transcriptomas de los ovarios de ratas en la etapa temprana y
tardia del SOP, en el modelo de VE.

e Identificar los genes del ovario que encuentran alterados a nivel
transcripcional en la etapa temprana y tardia del SOP que participan en el

hiperandrogenismo ovéarico, anovulacion y formacion de quistes ovaricos.
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e Identificar los elementos de respuesta de las hormonas esteroides en las
regiones promotoras de los genes 17bHSD12, Gna 11 y Pik3r2 mediante

estudios in silico.

Material y métodos

Descripcion del modelo de estudio

La rata Long Evans es una cepa desarrollada en 1915. Se trata de una cepa de la
especie Rattus norvergicus Berkenhout que es resultado de la cruza entre ratas
Wistar femeninas y ratas masculinas negras silvestres. Tras varias filiales del
entrecruzamiento entre estas, se obtuvo este modelo de estudio que se caracteriza
por ser un animal blanco con manchas negras alrededor de su cuerpo que

ocasionalmente pueden ser cafés (McCabe y Thorne, 1976; River, 2016).

Manejo y cuidado del modelo de estudio

Para el presente proyecto se solicitaron 17 hembras primigestas, provenientes del
bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla a cargo
del M.V.Z. Francisco Ramos Collazo con cédula profesional: 6519572. El niumero

del proyecto aprobado por el CICUAL fue el 0636.

El manejo de los animales de laboratorio posterior a la aprobacién del Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) se realizé de
acuerdo con las normas establecidas por la Ley Mexicana de Proteccion Animal
para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062-ZO0-1999,
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Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de

Laboratorio).

Las ratas gestantes fueron colocadas en cajas individuales, en condiciones
controladas, con 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad y una temperatura de 22
+ 2 °C. Los animales tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum durante el
desarrollo del experimento. Se consideré al dia de nacimiento de las crias como el

dia cero de edad y las ratas fueron sexadas al dia cinco posnatal.

Induccién del SOP

Las ratas hembra fueron seleccionadas al azar y se formaron dos grupos
experimentales con una n de 12 individuos por grupo. A los 10 dias postnatal cada
animal (n=12) recibié una inyeccién intramuscular de 2.0 mg de VE disuelto en 0.1
mL de aceite de sésamo (AS), mientras que el grupo vehiculo (Vh, n=12) recibi6
una inyeccién de 0.1 mL de AS, siguiendo el procedimiento establecido por Brawer
et al., (1978).

Tabla 2. Grupos experimentales y tratamientos

NUumero e
_ Fecha del sacrificio (dias después
Grupo de Tratamiento o
o nacimiento)
individuos
Vh 40 0.1 mL de _
6 A los 40 dias de edad en estro vaginal
dias AS
2.0 mg de
VE 40 VE disuelto _
6 A los 40 dias de edad en estro vaginal
dias en 0.1 mL
de AS
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Vh 70 0.1 mL de _
6 A los 70 dias de edad en estro vaginal

dias AS
2.0 mg de
VE 70 VE disuelto _
) 6 A los 70 dias de edad en estro vaginal
dias en 0.1 mL
de AS

VE: Valerato de estradiol; Vh: Vehiculo; AS: Aceite de sésamo

Posterior a la inyeccion, los animales fueron colocados en camadas de seis
individuos por caja (cinco hembras y un macho), los cuales tuvieron contacto con la
madre hasta los 24 dias de edad. Posterior al destete los animales tuvieron acceso
a agua y alimento ad libitum y fueron mantenidos en las mismas condiciones
ambientales (14 h luz / 10 h oscuridad; 22.0 £ 2.0 °C). Los animales Vh y tratados
con VE fueron sacrificados en dos diferentes etapas reproductivas: la etapa puberal
(40 dias postnatal), y en la etapa adulta (70 dias postnatal) como se muestra en la
tabla 2.

Seguimiento de la AV y el ciclo estral por citologia vaginal

En roedores, la AV se ha utilizado como un indice del inicio de la pubertad ya que
ocurre proxima al momento de la primera ovulacién. Posterior a la inyeccién de AS
o VE, las ratas fueron monitoreadas diariamente hasta el momento de la apertura
vaginal (AV), una vez ocurrido este hecho se procedi6 con la toma de la citologia
vaginal por un periodo de siete dias entre las 9:00 y 11:00 am, al final de este
periodo se suspendid la toma de la citologia vaginal y se reanuddé dos semanas

previo al sacrificio de los animales.
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El ciclo estral esta caracterizado por tener cuatro etapas llamadas estro, diestro I,
diestro Il y proestro con una duracion promedio de 4 a 5 dias por ciclo, en el cual se
ha demostrado que el inicio de la ovulacion se da en el proestro y final del estro

(Marcondes, Bianchi y Tanno, 2002).

proestro estro_ metaestrg diestro

(0] 212 24 36 48 60.! 72 84 96 Horas

| — | I TN W o
E ' H === Progesterona
1 ! mmm 17(3-estradiol
v H - L H
H - FSH

-\:3.5 “5{

Células del
'l& epitelio vaginal

Figura 3: Niveles hormonales y cambios morfoldgicos en el ovario

durante el ciclo estral, tomado de Juarez-Tapia y Miranda-Anaya,
2016.

La toma de la citologia vaginal se realizé con ayuda de un asa bacteriolégica estéril,
la cual fue colocada al interior de la vagina de la rata. El exudado vaginal fue
colocado en un portaobjetos que posteriormente fue tefiido con hematoxilina-
eosina. El portaobjetos fue colocado en un microscopio de campo claro y se observo
la morfologia celular para determinar el dia del ciclo estral en que se encontraba el
animal: diestro-1, diestro-2, proestro y estro.

Durante el ciclo estral se observan cambios a nivel citolégico que son reflejo del
nivel hormonal de la rata. La citologia vaginal del estro se caracteriza por presentar

células epiteliales descamadas, en el diestro el signo es la presencia de leucocitos,
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mientras que el proestro se caracteriza por presentar células epiteliales nucleadas

(McLean et al., 2012, Juarez-Tapia y Miranda-Anaya, 2016) (figura 3).

Los niveles hormonales dentro del ciclo estral se presentan de la siguiente manera:
Diestro-1: Durante esta fase las concentraciones plasmaticas de LH, FSH, bajas y
presentan pequefias fluctuaciones ciclicas. La concentracion de estrogenos es baja
en la mafana de ese dia y comienza a incrementar en la tarde, mientras que la de
P presenta un aumento entre las 10:00 del diestro-1 y las 01.00 del diestro-2 (Smith
y cols. 1975). En el ovario se observan foliculos en todas las etapas de crecimiento,
excepto foliculos preovulatorios. El epitelio vaginal esta formado la membrana basal
y 2-3 capas de células epiteliales unidas a la membrana basal; la citlogia vaginal
revela la presencia de algunas células epiteliales nucleadas, leucocitos
polimorfonucleados y moco (Freeman,2006; Goldman, 2007).

Diestro-2: Durante la tarde de este dia, las concentraciones plasméaticas de FSH,
LH y prolactina se mantienen bajas, la concentracién plasmética de P es menor que
en el diestro-1 y la de estrégenos sigue aumentando lentamente. Las células del
epitelio vaginal aumentan su proliferacion; la citologia vaginal presenta gran
cantidad de leucocitos polimorfonucleados con escasa cantidad de células
epiteliales. La accién creciente de los estrégenos sobre el Gtero resulta en un
aumento en la irrigacion sanguinea y proliferan las células que forman las capas del

epitelio uterino (Freeman,2006; Goldman, 2007).

Proestro: La citologia vaginal del proestro, es caracterizado por una completa
ausencia de leucocitos y predominancia de células epiteliales nucleadas. Las
concentraciones plasmaticas de estrogenos continlan en aumento gradual hasta
alcanzar su maxima concentracion, seguido de su caida en la tarde (“pico”
preovulatorio de estrogenos). Por su parte, durante la mafana del proestro, las
concentraciones de FSH, LH y prolactina se mantienen bajas; cuando se produce
la caida brusca de estrogenos, las concentraciones plasméaticas de prolactina y P
se incrementan rapidamente hasta alcanzar un maximo en la tarde del proestro
(picos preovulatorios de prolactina y P) seguidas de una disminucion que alcanza

un minimo en las primeras horas del dia del estro. En la tarde del proestro la
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concentracion plasmatica de LH empiezan a aumentar y alcanzan su nivel maximo
entre las 17:00 y 19:00 h de ese dia (pico preovulatorio de LH). El rapido surgimiento
de LH induce la ruptura folicular y la ovulacion. La secrecién de FSH es muy similar
a la LH, inicia su incremento desde la tarde del proestro. Aunque los niveles de FSH
y LH declinan a sus niveles basales al mismo tiempo, durante la madrugada del
estro se produce un aumento secundario de FSH que culmina en la mafiana del
estro (Freeman, 2006; Goldman, 2007).

Estro: Las concentraciones plasmaticas de estrégenos, P, LH y prolactina
disminuyen al minimo (concentraciones hormonales basales), pero no la de FSH,
que alcanza un segundo “pico” en la madrugada de este dia. Las capas del epitelio
vaginal entran en regresion, produciéndose una descamacion generalizada que en
la citologia vaginal se hace evidente por la presencia de gran cantidad de células
cornificadas sin ndcleo. Las células escamosas son el resultado de la maduracion
de las células nucleadas debido a que las células aumentan la sintesis de queratina,
este proceso sucede en todoslos epitelios poli estratificados planos. Durante las
primeras horas de este dia se produce la ovulacion; si ocurre la fertilizacion de los
ovocitos, la concentracion plasmatica de progesterona se mantiene alta asegurando
asi el implante de los huevos y su desarrollo. De no ocurrir la fertilizacion, la caida
de la concentracion plasmatica de progesterona en el dia del diestro-2, ocasiona
una rapida regresion de las capas del endometrio uterino, el liquido de
extravasacion acumulado en la luz del utero es liberado y la serie de eventos

endocrinos se reinician (Freeman, 2006; Goldman, 2007).

Sacrificio de los animales

El sacrificio de los animales se realiz6 a los 40 o 70 dias postnatal dependiendo del
grupo experimental (Tabla 2). Previo al sacrificio se corroboré que los animales
presentaran un estro vaginal en la citologia vaginal e inmediatamente fueron
pesados en una balanza granataria. El sacrificio de los animales se realizo entre las
9:00 y 11:00 h por decapitacion. La sangre del tronco fue obtenida y centrifugada a

3000 rpm por 15 minutos, el suero fue separado y colocado en un tubo de
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polipropileno de 1.5 mL y almacenado a -70 °C hasta la cuantificacion de las
hormonas esteroides. Los oviductos fueron disecados y con ayuda de un
estereomicroscopio se cuantific6 el numero de ovocitos liberados (Venegas et
al.,2015). Los ovarios, las glandulas adrenales y el utero fueron disecados y
pesados en una balanza analitica. El ovario derecho fue guardado en condiciones
asépticas en un tubo de polipropileno de 1.5 mL e inmediatamente almacenado a -
70 °C hasta la extraccion del RNA total.

Cuantificacion de hormonas esteroides

La cuantificacion de las hormonas esteroides en suero se realizé por la técnica de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA).

La prueba de ELISA se basa en la union competitiva de antigenos especificos a
anticuerpos presentes en el fondo de una base sdlida, esta union da una medida
cuantitativa sobre la cantidad de antigeno presente. Se cuantificd la concentracion
de P, T, E2 por ELISA mediante el uso de los kits correspondientes de la marca
Labor Diagnostika Nord, progesterona (no. de catdlogo AR E-8700), testosterona
(AR E-8000) y estradiol (AR E-8800).

Para la cuantificacion de las hormonas P y E2 se adicionaron 25uL de suero, en
tanto para la T se agregaron 10 puL de suero, en tubos de polipropileno con el
respectivo anticuerpo para las hormonas evaluadas, es decir anti-estradiol, anti-
progesterona y anti-testosterona. Las muestras se incubaron por dos horas con
agitacion para el E2, y una hora para P y T, posteriormente las muestras fueron
lavadas y se incubaron en oscuridad para a la postre ser medidas en términos
cuantitativos, la determinacion de la cantidad de E2 presente esta determinada en
pg/mL, parala T y P la evaluacién esta medida en ng/mL.

Los coeficientes intra-ensayo para estradiol fueron los siguientes: CV (%) 6.1- 3.2,
interensayo estradiol CV (%) 7.0-7.1, progesterona intra-ensayo CV (%) 9.9-4.6,
inter ensayo 7.6-6.0 y para testosterona intra ensayo CV (%) 6.50-11.07 e inter

ensayo 11.3-9.3.
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Extraccion de RNA total

El ovario derecho de cada animal por grupo experimental (n=6) se mantuvieron en
condiciones asépticas, libres de RNAsas y resguardados a -70 °C; se lisaron de
forma mecéanica mediante la homogenizacion del tejido, utilizando nitrégeno liquido
a -196.5°C para obtener un polvo blanquecino. La extraccion de ARN se llevo a
cabo por el método de fenol y el kit Quick-RNA™ Miniprep Kit de Zymo Research™
(nimero de catdlogo R1055) en un pool de seis ovarios por cada grupo

experimental.

Posteriormente el ARN total se cuantifico por espectrofotometria y se comprobé su
integridad mediante un gel de agarosa al 1%, que a la postre fue visualizado en un
transiluminador UV — M20V de la marca UVP.

El ARN total (30 microgramos por grupo) fue precipitado con acetato de sodio (3M,
pH 5.28) y etanol absoluto frio a un volumen de 50 pL de agua DEPC vy fue
almacenado a -70 °C durante 24 h para posteriormente ser transportado en frio en
condiciones libres de RNAsas a la Unidad de Microarreglos de DNA a cargo del Dr.
Jorge Ramirez Salcedo y dependiente del Instituto de Fisiologia Celular de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), donde se utilizo la técnica de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) la cual
consiste en hacer un PCR utlizando como templado ARNm y obtener ADN
complementario (cDNA) como amplificado, que fue usado para hibridarse con una

sonda utilizada como marcador y realizar el microarreglo.

Microarreglo

El microarreglo de expresion es una herramienta molecular que permite el analisis
del nivel de expresion de los genes, se basa en el principio de evaluar el estado de
la expresion de los genes en una condicion determinada, se utiliza principalmente
para la busqueda de biomarcadores y en la practica clinica (Tarca, Romero y
Drahici, 2006).
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Se realizaron dos microarreglos de dos vias en el cual se evaluaron dos
condiciones: el ARN del grupo control (Vh40) contra el grupo experimental (VE40)
y el segundo microarreglo donde se evalué el grupo control (Vh70) contra el grupo

experimental VE70, (figura 4).

Control
Y — SORO®
\
\ p
Hibridacion 1§91 ,
——— N AN,

Interpretacion

Experimental

Figura 4. Pasos para realizar el microarreglo. Modificado de Tarca, Romero y
Draghici, 2006)

De acuerdo con el disefio del microarreglo, el ARN del grupo Vh40 fue hibridado
con el fluoroforo Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher) mientras que el ARN del grupo
VE40 fue hibridado con el fluoréforo Alexa Fluor 647(Thermo Fisher), lo mismo
sucedié para el microarreglo del grupo experimental de 70 dias. En ambos
microarreglos se obtuvo una relacién entre el grupo control y el experimental para

dar como resultado a los genes alterados.

Una vez hibridados los microarreglos, se obtuvo una imagen fluorescente, la cual
sigui6 el principio de la cuantificacién de niveles de expresion, para ello se tomé la
fluorescencia medida en cada ubicacion de la secuencia (también llamado pool) y
se realiz6 una lectura. Esta fluorescencia fue proporcional a la cantidad de ARNm
hibridado por pozo (Cheadle et al., 2003).
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La normalizacién de los datos se puede dar por varios métodos, uno de los mas
usados es el uso del z score, el cual es definido como la distribucion normal y abarca
un rango entre 0 y 1. La grafica de su funcidon de densidad tiene una forma
acampanada y es simétrica respecto de un determinado pardmetro. Esta curva se
conoce como campana de Gauss ("Distribucion Normal Z", s.f.).

El método utilizado por medio del z score consiste en corregir internamente los
datos, tomando en cuenta la hibridacion Gnica y los valores de hibridacion para
genes individuales. Se expresan como una unidad de desviacion estandar a partir
de la media normalizada de cero, es decir, se toman los datos de las intensidades
en ‘crudo’ y son transformados mediante el logaritmo base diez. Posteriormente, los
puntajes z se calculan restando la intensidad promedio general del gen (dentro de
un solo experimento) de los datos de intensidad sin procesar para cada gen, y
dividiendo ese resultado por la desviacion estandar de todas las intensidades

medidas, utilizando la siguiente ecuacion (figura 5).

Intensidad G — media de la intensidad G1 ...Gn

Z score = —
Desviacion estandar G1 ...Gn

Figura 5. Ecuacion para obtener el z score de cada uno de los genes, donde G

representa cualquier gen del microarregloy G71...Gn representa la medida agregada
de todos los genes. Tomado de Cheadle et al., 2003.

Una vez obtenido el valor de los z score de cada uno de los genes, se puede deducir
que un radio £1.96 (P=0.05) se toma como significativo, aunque la observacién
empirica ha mostrado resultados consistentes con valores de la relacion Z de + 1.50
o mas (Cheadle et al., 2003).

Basados en esta inferencia los resultados de los genes se obtuvieron a partir de dos
cortes del z score (1.5 y 2) en funcion de los grupos VE40 y VE70, sin embargo,

para este trabajo solo se contemplaron aquellos genes con un z score mayor a 2 en
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el extremo de los positivos dentro del eje de las abscisas y los genes con un z score

menor a -2 en el extremo negativo del eje x.

Estos genes mayores a 2 fueron considerados como genes alterados a la alza,
mientras aquellos que presentaron un z score menor a -2 fueron considerados como
genes desregulados a la baja. Genes que se encuentren en el rango entre +1.99y
+1.5 son considerados alterados, pero se puede solo inferir que lo estan en un 75%
de probabilidad. Aunado a ello los genes que presenten un z score donde el rango
entre -0.9 y +0.9 son genes cuya expresion sea normal en ambas condiciones,
genes que presenten un z score que oscile entre -1y -1.5y entre 1 y 1.5 seran
catalogados como genes que presentan una leve tendencia a la baja o a la alta,
segun corresponda estos no son estadisticamente diferentes respecto a los genes
de entre -0.99 y 1 que ocupan el rango de genes expresados normalmente en
ambas condiciones (figura 6).

Genes al alza z score

Genes ala baja z
mayor a +2

score menar a -2 (Random)

Genes  expresados
normalmente

=T T ' T
001 005 010 0.10 0.05 0.0 p-values
-258 -196 -1.B5 165 195 253 I-SCOMES

Figura 6. Distribucion de los valores del z score. Se observa la campana donde se

ubican los valores del z score, entre estos intervalos se encuentran los valores
individuales de cada gen de ambos microarreglos. (imagen libre de internet).
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Andlisis de los genes

Una vez que se obtuvieron los genes alterados, fueron agrupados y clasificados por
funcion molecular basados en el valor del z score para ello se utilizo el software
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)

(disponible en (https://david.ncifcrf.gov/gene2gene.jsp). Especificamente se hizo

uso de las herramientas de anotacion funcional y para ello se cargaron en una lista
los carne de identidad (ID’s) o también llamados numeros de acceso de cada uno
de los genes alterados, esta lista fue convertida para que el programa DAVID

pudiera identificarlos dentro de su base de datos.

Una vez cargada la lista de genes se obtuvo mediante la enciclopedia de Kyoto de
genes y genomas (programa KEGG) disponible en

(https://www.genome.jp/kega/pathway.html) las vias metabdlicas alteradas en las

gue participan los genes alterados con un Z score +/- 2, la informacién generada
por KEGG se muestra como una serie de ‘cartas’ que contienen grandes grupos de

genes gue participan en determinada funcién bioldgica.

Se analizaron cada una de las cartas arrojadas por el programa DAVID,
seleccionando aquellas que tuvieran una relaciébn directa con los procesos
biolégicos llevados a cabo en el ovario, posteriormente se descartaron genes que
participasen en procesos distintos y cuyas cartas tuvieran una astringencia o
‘rigurosidad’ superior a 0.7, en una escala nominal de 0.005 a 0.99. Esto con la
finalidad de delimitar la significancia bioldgica de que el gen se encuentre alterado,
es decir, cuanto mas sea excluyente el valor de la rigurosidad apareceran menos
grupos funcionales y por tanto una mayor cantidad de genes que podrian ser

tomados como irrelevantes o de poca importancia.

Los resultados de DAVID y KEGG fueron contrastados con la base de datos llamada

The Rat Genome Database (RGD) [disponible en https://rgd.mcw.edu/] y el

programa Gen bank del National Institute for Biotecnology Information (NCBI)

[disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank] en la cual se obtuvo el papel

bioldgico de cada uno de los genes, estos datos fueron cotejados de forma manual
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entre estas herramientas disponibles para obtener una informacion més soélida en

cuanto al papel de cada gen durante el desarrollo del SOP.

Posteriormente se utilizd el software Gen Ontology disponible en

(http://geneontology.org/) con el cual se realizd6 el mapeo del proceso biolégico

mediante el uso de la probabilidad estadistica con un 95% de confianza, donde
aguellos genes que tuvieran una probabilidad igual o menor a p=0.05 tienen mayor
relevancia biolégica de manera homodloga a lo presentado por KEGG, lo cual
permitié corroborar la informacion generada por RGD, NCBI y DAVID.

A continuacion, se complementd la revision bibliogréfica creando una base de datos,
donde se incluyeron las resefias sobre cada gen, su funcion, y participacion en el
sindrome de ovario poliquistico, y se hizo énfasis en aquellos genes que la literatura

ha mostrado que participan en la funcién ovarica.

Analisis de promotores de genes alterados

Como parte complementaria a nuestra investigacion se realizo el analisis in silico de
los promotores de algunos genes involucrados en el proceso de desarrollo del SOP

en rata, para ello se realiz6 lo siguiente:

El programa Ensembl© (disponible en: https://www.ensembl.org/index.html) fue

ocupado para descargar la secuencia completa de los genes de Rattus norvergicus
en un formato FASTA compatible con Microsoft Word™. Con este programa

obtuvimos la secuencia de nucleotidos correspondiente a cada gen.

Para la busqueda de promotores dentro de cada uno de los genes se recurrié a la
herramienta llamada Eukaryotic Promoter Database (EPD) la cual identifica posibles
promotores reportados en la literatura o mediante una prediccidn secuencias de
ADN especificas donde se pueda localizar el promotor dentro de la secuencia de

nucleodtidos (disponible en http://epd.vital-it.ch/index.php).

La busqueda de posibles factores de transcripcion se realizd con el programa
TRANSFAC™ el cual se encuentra disponible en: htitp://gene-

requlation.com/pub/programs.html#pmatch, el programa PROMO, disponible en

49


http://geneontology.org/
https://www.ensembl.org/index.html
http://epd.vital-it.ch/index.php
http://gene-regulation.com/pub/programs.html#pmatch
http://gene-regulation.com/pub/programs.html#pmatch

http://alggen.lsi.upc.es/cqi-bin/promo v3/promo/promoinit.cqi?dirDB=TF 8.3 se

utilizé como método para comprobar los datos obtenidos sobre los elementos de
respuesta, este programa utiliza una matriz de datos basada en la version 8.3 de
TRANSFAC™,

Analisis estadistico

Se realizaron analisis comparativos entre los grupos de ratas para cada tratamiento.
El peso corporal, el peso de los ovarios y las adrenales fueron analizados con una
prueba t de student con un indice de confianza del 95% y se utilizo el programa

Graphpad Prism versién 6.0.

La tasa de animales ovulantes (TAO) se analizé con la prueba de probabilidad
exacta de Fisher. El nimero de ovocitos se analizé por medio de la prueba de

Kruskal-Wallis seguida de una prueba U Mann-Whitney.

La concentracion de las hormonas esteroides fue analizada utilizando una ANOVA
1 via y una prueba de Dunns post hoc, con un indice de confianza del 95% y se

utilizé el programa Graphpad Prism versién 6.0.
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Resultados

Efecto del valerato de estradiol en el inicio de |la pubertad.

En roedores, la AV se ha utilizado como un indice del inicio de la pubertad ya que
ocurre proxima al momento de la primera ovulacion. La AV del grupo Vh (n=12) se
presenté en el dia 42.3 + 0.7 postnatal, mientras que en el grupo VE (n=12) se
presento al dia 14.0 + 0.0 (tabla 3).

Grupo experimental N“mero de AV + SEM
animales
Vh 12 41.05 + 0.47 dias postnatal
VE 12 14.0 £ 0.00* dias postnatal

*p<0.05; Vh: Vehiculo (aceite de sésamo); VE: valerato de estradiol (2 mg/0.1 mL s.c. a los 10 dias
postnatal); SEM: error estandar de la media.

Debido a que el grupo Vh40 fue sacrificado al primer estro vaginal no se realiz6 el
seguimiento del ciclo estral. ElI grupo Vh70 present6 en promedio 5 + 1 ciclos
estrales regulares de cuatro dias (diestro-1, diestro-2, proestro y estro). EIl grupo
VE40 y VE70, presentaron ciclos estrales irregulares (cero ciclos durante el periodo
estudiado) con presencia de diestros y estros persistentes. En la figura 7 se observa

el numero de ciclos estrales en promedio por grupo experimental.
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Figura 7: Seguimiento del ciclo estral por grupo experimental. Cada spot representa a un individuo
+ SEM de cada uno de los grupos experimentales VVh 70, VE (40 y 70 dias) (n=6) El grupo Vh 40
no fue presentado ya que no se realizé seguimiento del ciclo estral. Para el grafico fueron
considerados ciclos estrales regulares.

Efecto de la induccién del SOP con VE sobre el peso corporal de los
animales en la etapa puberal y adulta.

El peso corporal de los animales del grupo Vh40 fue de 100.3 + 2.41 g y del grupo
VEA40 fue de 118.5 + 3.47 g. Se observa que a los 40 dias el grupo VE40 tiene un
mayor peso corporal respecto al grupo Vh40 y al realizar la prueba t de student se
observa que existe una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0003) (figura
8).

El peso corporal de los animales del grupo Vh70 fue de 198.1 + 4.27 g, mientras
gue del grupo VE70 fue de 187.0 £ 7.06 g. No hubo diferencia significativa en el

peso de los animales de los dos grupos experimentales (p=0.1709, figura 8).
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Figura 8. Peso corporal al momento del sacrificio de las ratas inducidas con SOP. Media + SEM del
peso corporal de los animales del grupo vehiculo (Vh40 y 70) y valerato de estradiol (VE40 y70).
Prueba t de student de muestras independientes **p < 0.05 (Vh vs VE40 y VE70 vs Vh70).
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Efecto tempranoy tardio de la induccion del SOP con VE sobre la tasa
de animales ovulantes y el nimero de ovocitos.

En la etapa puberal, la tasa de animales ovulantes (TAO) para el grupo Vh40 fue
6/6 al igual que para el grupo VE40 6/6. En la etapa adulta la TAO para el grupo
Vh70 fue 6/6 mientras que para el grupo VE70 fue 0/6. Hubo diferencia significativa
entre el grupo Vh70 respecto al grupo VE 70 (p < 0.001).

Al comparar el nimero de ovocitos liberados de cada grupo experimental se
encontré6 que no hubo diferencia significativa entre los animales del grupo Vh40
(10.83 £ 0.41 ovocitos) con respecto al grupo VE40 (9.91 + 0.55 ovocitos, p=
0.1841), el grupo Vh70 liberé 12.79 £ 0.70 ovocitos y el grupo VE no presento
ovulacion (p=0.0001) figura 9.
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Figura 9. Numero de ovocitos liberados de ratas con SOP. La grafica muestra la media + SEM del nUmero
de ovocitos liberados del grupo Vh y VE sacrificados a los 40 dias postnatal, y del grupo Vh y VE sacrificado
a los 70 dias postnatal. El conteo de ovocitos se realizé en las ratas que presentaban estro vaginal. Prueba
t-student p < 0.05 (Vh40 vs VE40 y VE70 vs Vh70).
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La induccidn del SOP con VE en la etapa infantil disminuye el peso
de los ovarios en la etapa puberal y adulta.

En la etapa puberal, el grupo Vh40 tiene un promedio del 14.46 + 0.97 mg del peso
relativo del ovario izquierdo mientras que el ovario derecho es de 14.26 + 0.963 mg.
En el grupo VE40 el promedio del peso relativo del ovario izquierdo es de 11.54 +
1.259 mg, mientras que del ovario derecho es de 11.06 + 1.17 mg. El peso de los
ovarios del grupo Vh40 es mayor respecto al peso de los ovarios del grupo VE4O.
No hubo diferencia significativa en el ovario izquierdo del grupo Vh40 respecto al
grupo VE40 (p = 0.0782). Existe una diferencia significativa entre el ovario derecho
del grupo VE40 respecto al ovario derecho del grupo Vh40 p =0.0454 (figura 10A 'y
10B).

En la etapa adulta, el grupo Vh70 tiene un promedio de 17.64 £ 0.70 mg del peso
relativo del ovario izquierdo mientras que del ovario derecho es de 18.33 + 0.83 mg.
Para el caso del grupo VE70 el promedio del peso relativo del ovario izquierdo es
de 10.88 + 1.3 mg mientras que para el ovario derecho es de 9.949 + 1.16 mg. El
peso de lo ovarios es mayor en el grupo Vh70 respecto al grupo VE70. Existe una
diferencia significativa en el peso de los ovarios izquierdos (p= 0.0001) y derechos
(p=0.0001) del grupo VE70 respecto al grupo Vh70 (figura 10 Ay 10 B).
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Figura 10. Peso relativo de los ovarios de ratas con induccién de SOP. La grafica muestra
la media + SEM del peso relativo de los ovarios izquierdos (A) y de los ovarios derechos
(B) de las ratas del grupo Vh y VE sacrificadas a los 40 y 70 dias de edad
respectivamente. Prueba t de student de muestras independientes (*p <0.05y ** p< 0.01
Vh40 vs VE40 y VE70 vs Vh70).
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La induccidn del SOP con VE en la etapa infantil no afecta el peso de
las glandulas adrenales de las ratas en la etapa puberal y adulta.

En la etapa puberal, el grupo Vh40 tiene un peso realtivo promedio de 17.21 + 1.58
mg en la adrenal izquierda (figura 11A) mientras que la adrenal derecha tiene un
promedio de 16.85 + 1.80 mg (figura 11 B). En el caso del grupo VE40 se muestra
gue la adrenal izquierda tiene un peso promedio de 18.57 £ 1.64 mg (figura 11A) y
para la adrenal derecha es de 17.51 + 1.74 mg (figura 11 B). No existe diferencia
significativa en el peso de las adrenales izquierdas (p=0.5571) ni derechas
(p=0.7961) de los grupos Vh40 y VE4O0.

En la etapa adulta, el grupo Vh70 tiene un peso relativo promedio de 16.52 + 1.49
mg en la adrenal izquierda (figura 11A) mientras que la adrenal derecha tiene un
promedio de 15.42 + 1.12 mg (figura 11B). En el caso del grupo VE70 la adrenal
izquierda tiene un promedio de 13.61 + 1.275 mg (figura 11A) y la adrenal derecha
es de 12.61 £ 1.080 mg (figura 11 B). No existe diferencia significativa en el peso
de la s adrenales izquierdas (p=0.1741), ni derechas (p= 0.0944) de los grupos Vh70
y VE70.
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Figura 11 Peso relativo de las glandulas adrenales en ratas con induccién de SOP. La gréfica
muestra la media + SEM del peso relativo de las glandulas adrenales izquierda (A) y derecha (B)
de las ratas del grupo Vh o VE y sacrificadas a los 40 o 70 dias de edad. No hubo diferencia

significativa.
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Efecto del VE sobre la concentracion de las hormonas progesterona,
testosterona y estradiol en la etapa puberal y adulta.

La concentracion de progesterona en suero para el grupo Vh40 fue de 22.4 + 4.02
ng/mL, para el grupo VE40 fue de 16.02 + 2.48 ng / mL. En cuanto al grupo Vh70
se tiene una concentracion de 55.26 + 6.29 ng / mL y para el grupo VE70 la
concentracion fue de 37.48 + 5.26 ng / mL. El andlisis estadistico mostro diferencia
significativa entre la concentracion de progesterona del grupo Vh40 vs. Vh70 (p =
0.0005), asi como del grupo VE40 vs. Vh70 (p < 0.0001), y entre el grupo VE40 vs.
VE70 (p = 0.0296). No hubo diferencia estadistica entre el grupo Vh40 vs. VE40 (p
=0.1837) y Vh70 vs. VE70 (p = 0.0628) (figura 12A).

La concentracion de testosterona en el suero fue de 0.067 + 0.01 ng / mL para el
grupo Vh40, de 0.260 + 0.05 ng / mL para el grupo VE40, de 0.048 + 0.01 ng / mL
para el grupo Vh70 y de 0.180 + 0.04 ng / mL para el grupo VE70. El analisis
estadistico mostré diferencia significativa entre la concentracion de testosterona del
grupo Vh40 vs. VE40 (p= 0.0013), asi como del grupo VE40 vs. Vh70 (p = 0.0002),
y entre el grupo Vh70 vs. VE70 (p = 0.0449). No hubo diferencia estadistica entre el
grupo Vh40 vs. Vh70 (p= 0.971) y VE40 vs. VE70 (p = 0.382) (figura 12B).

Con respecto a la concentracion de estradiol en el suero fue de 9.82 + 2.23 pg / mL
para el grupo Vh40, de 21.42 + 3.40 pg / mL para el grupo VE40, de
2.32 £ 0.10 pg / mL para el grupo Vh70 y de 16.67 + 1.64 pg / mL para el grupo
VE70. El andlisis estadistico mostré diferencia significativa entre la concentracion
de estradiol del grupo Vh40 vs. VE40 (p = 0.0067), asi como del grupo VE40 vs.
Vh70 (P <0.0001), y entre el grupo Vh70 vs. VE70 (p = 0.0005). No hubo diferencia
estadistica entre el grupo Vh40 vs. Vh70 (p = 0.1134) y VE40 vs. VE70 (p = 0.4213)
(figura 12C).
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Figura 12: Concentracion de hormonas esteroides en ratas con induccion de SOP. La grafica muestra

la media + SEM de la concentracién de progesterona (A), testosterona (B) y estradiol (C) en suero de

animales inyectados con vehiculo (Vh) o valerato de estradiol (VE) a los 10 dias de edad y

sacrificados a los 40 y 70 dias de edad en la etapa de estro vaginal *p < 0.05 vs Vh40 o Vh70.
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Andlisis de la expresion transcripcional de genes ovaricos en el
modelo de VE.

Se presentan las imagenes de los microarreglos de la etapa puberal y adulta
después de ser hibridados y revelados (figura 13). En amarillo se presentan los
genes expresados normalmente, en rojo los genes sobreexpresados y en verde los

reprimidos.

A B

Figura 13 Distribucién de spots por microarreglo. En A) se presenta el microarreglo de la etapa
puberal (40 dias posnatal) al comparar el ARN total de los ovarios de ratas tratadas con Vh o VE a
los 10 dias postnatal, en B) se presenta el microarreglo de la etapa adulta (70 dias posnatal) al

comparar el ARN total de los ovarios de las ratas tratadas con Vh o VE a los 10 dias postnatal.
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En cada microarreglo se hibridaron 5,538 genes, los cuales fueron distribuidos en
siete conjuntos de acuerdo con su valor de z score (tabla 4). Al obtener los
microarreglos se obtuvo un histograma sobre la tendencia de los genes alterados,
basado en la relacién entre los grupos Vh y VE tanto de 40 como 70 dias, lo cual
permitié conocer si existe un patrén en el cambio en la expresion de los genes entre

la etapa puberal (etapa temprana del SOP) y la etapa adulta (etapa tardia del SOP).

Tabla 4. Numero de genes agrupados por rango dentro de la escala del z

score en ambos microarreglos
Rango por z score Edad puberal (40 dias) Edad adulta (70 dias)

Genes <2 112 62
Genes entre -1.99y -
141 160
15
Genes entre -1.49y -
451 521
1.0
Genes entre -0.99y
4098 3958
+0.99
Genes entre +1.0y
406 406
+1.499
Genes entre +1.5y
186 247
+1.99
Genes 2 +2 147 209
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Figura 14. Frecuencia del nimero de genes por rango de z score (-2 hasta +2) de los microarreglos
en la etapa puberal (40 dias) y etapa adulta (70 dias).

La figura 14 muestra la distribucion de los genes, basado en su z score. El 70% de
los genes ovaricos se expresan de manera normal en la etapa puberal y adulta
(4098 genes a los 40 dias postnatal y 3958 genes a los 70 dias postnatal) de la
induccion del SOP, lo cual indica que no hay cambios en su expresion
transcripcional, y una menor cantidad (741 genes reprimidos y 739 genes
sobrexpresados a los 40 dias postnatal; 743 genes reprimidos y 862 genes
sobreexpresados a los 70 dias postnatal) hacia los extremos, indicando que una

menor cantidad de genes se encuentran alterados a la alza y a la baja.

Los resultados indican que hay una diferencia siginificativa al comparar la suma de
genes alterados (z score de -2.0 a-1.0 y de +1.0 a +2.0) entre la etapa puberal con
respecto a la etapa adulta (prueba de Fisher p = 0.0365), sin embargo, no hay
cambios estadisticamente significativos en los genes sobreexpresados o reprimidos

en ambas etapas reproductivas (ANOVA de dos vias p = 0.5107).
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Al tomar el z score mayor o menor a dos, se encontré que de los 5538 genes
analizados en el ovario de ratas en la etapa puberal, 112 genes (2.05 %) se
encontraron reprimidos y 147 genes (2.65 %) sobreexpresados, mientras que en la
etapa adulta 62 genes (1.12 %) estan reprimidos y 209 genes (3.78 %) estan
sobreexpresados (tabla 5). En la etapa adulta hay una mayor cantidad de genes
sobreexpresados y una menor cantidad de genes reprimidos respecto a la etapa
puberal. El andlisis estadistico muestra diferencia significativa al comparar los genes
reprimidos y sobreexpreados de la etapa adulta respecto a la etapa puberal (prueba
de Fisher p = 0.0001).

Etapa puberal Etapa adulta
Grupo . )
(40 dias postnatal) (70 dias postnatal)

Genes < -2

o 112 62*
(reprimidos)
Genes 2 +2

147 209*

(sobreexpresados)
Total 259 271

Prueba de Fisher *p<0.0001

En la tabla 6 se presentan los genes que tuvieron el valor de z score mas alto, es
decir, los genes que matematicamente muestran una mayor expresion o represion
basada en su valor numérico, pero que no necesariamente se encuentran asociados
a vias de sefializaciébn que estén relacionadas con procesos a nivel ovarico, sin

embargo, no se descarta su participacion en la patogénesis del SOP.
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Etapa Etapa

51 puberal adulta FUEET
l112a -5.7776  -0.0973 Citotoxicidad y cascada de citocinas
HIBADH -5.5052 -0.7406 Proceso catabdlico de la valina
Smstr28 -5.2544  1.1180 Desarrollo cerebral
Pbp -5.1477  0.5375 Via de sefalizacion Raf / Mek / Erk
Rpl36a -5.1281  0.1407 Componente estructural del ribosoma
Ppplca 4.85279 0.8384 Via biosintética del glucogeno
Nupl53 4.8501 0.2978 Transporte del RNA mensajero
Chak 4.5245 1.1616 Transporte de iones de calcio
Ttl 41172  -0.6448 Tubulina tirosina ligasa
Agpat4  3.9917  0.2066 Metabolismo de glicerolipidos
Arf3 -1.3805  -3.4658 Transporte de vesiculas entre Golgi y el Reticulo
capn8 -0.4858 -3.3117 Endopeptidasa dependiente de calcio
Arntl 0.6085  -3.0042 Factor inducible de hipoxia
Pcolce  -0.4444 -2.8519 Factor inhibidor de leucemia
Itih4 -0.7414  -2.8161 Actividad inhibidora de endopeptidasa
Chrnb4  0.6864  3.9086 Actividad inhibidora de acetilcolina
Arhgef9  0.3507 @ 3.6572 Intercambio de guanil-nucleétidos de Rho
Atp5g3  0.1520 3.6166 Asociado a Alzheimer
Gusb 1.7076  3.5510 Via metabdlica de la porfiria
RIn1 0.0909 3.509 Asociado a proteinas G y adenilato ciclasa
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Vias metabdlicas o cascadas de sefalizacion en las que participan los
genes alterados de la etapa puberal (etapa temprana del SOP)
relacionadas con la funcién ovarica.

Se analizaron las vias metabdlicas o cascadas de sefalizacion en donde participan
los genes alterados de la etapa puberal, y que estan relacionados con los procesos
de la funcion ovarica que pudieran contribuir en el desarrollo del SOP en el modelo
del VE.

De los 259 genes alterados en la etapa puberal, el programa DAVID identifico el ID
de 133 genes (61.6 %) y se realiz6 un analisis funcional de las vias con ayuda del
programa KEGG con una permisividad del 70%, donde se encontrd que los genes

alterados intervienen en 127 vias metabdlicas o de sefalizacion.

A partir de las vias metabdlicas y de sefalizacion propuestas por el programa, se
hizo un andlisis de aquellas que participan en las funciones del ovario, y como

resultado se obtuvo que solo seis participan de forma directa e indirecta (tabla 7).

Entre las vias alteradas se encuentran aquellas en donde se sintetiza (figura 15) y
actua el estradiol (figura 16), genes alterados relacionados con factores hormonales
como la liberacion de GnRH (figura 17), genes que participan en la maduracién de
los ovocitos (figura 18), sinapsis dopaminérgica (figura 19) y serotoninérgica (figura
20).
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Tabla 7. Genes alterados que participan en las vias metabdlicas que regulan

las funciones ovaricas en la etapa puberal

Via metabdlica Genes alterados y funcién molecular
Esteroidogenesis Bmp 15 (|) proceso de maduracion de foliculos
ovarica Igflr (1) receptor a insulina
Estradiol Gabbrl (1) receptor GABA acoplado a proteina G

Gnai2 (1) participa en la via de sefializacion de acetilcolina

Grml (]) unién al receptor de E2

Liberaciéon de Cacnalc (|) participa en la sinapsis, canal de Ca?*
GnRH Mmp14(]) participa en la liberacién de GnRH
Gna 11(1) via de sefializacion de acetilcolina
Meiosis de Ppp2cb (]) via de sefalizacién de dopamina
ovocitos Igflr (1) receptor a insulina

Ppplca (1) Via de sefalizacion de AMPK
Sinapsis de Htrla (|) receptor de serotonina acoplado a la proteina G
serotonina Cacnalc (|) participa en la sinapsis, canal de Ca?*
Maob () regulacion negativa de la secrecién de serotonina
Htr3a (1) canal dependiente de serotonina
Gnai2 (1) participa en la via de sefializacion de acetilcolina
Ddc (1) via biosintética de catecolaminas
Sinapsis Maob () regulacion negativa de la secrecién de serotonina
dopaminérgica Ppp2cb (]) via de sefalizacion de dopamina
Cacnalc (|) participa en la sinapsis, canal de Ca?*
Gnai2 (1) participa en la via de sefializacion de acetilcolina
Ddc (1) actividad descarboxilasa
Ppplca (1) Via de sefalizacion de AMPK
El simbolo (]) significa que el gen esta reprimido, mientras que (1) significa

gue el gen esta sobreexpresado.
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Figura 15. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal) que
participan en la via de sintesis del estradiol. En el esquema se muestran los productos de los
genes (recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en
asterisco rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la

activacion de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.

En la etapa puberal se encuentra sobreexpresado el gen Igflr que codifica al
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFR1R) y que participa en
la via de sefializacion de la sintesis del estradiol (figura 16) y en la via de la meiosis
del ovocito (figura 18); el gen Gabbrl que codifica para la subunidad 1 del receptor
tipo B de GABA (GABAB) que participa en la sinapsis GABAérgica y que se
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encuentra relacionada con la via de sefializacion del E2 (figura 16); el gen Gnai2
gue codifica para la subunidad alfa i2 de las proteinas G (Gi/o) y que participa en la
via de sefializacion del E2 (figura 16) y dopamina (figura 19), el gen Gnall que
codifica para la subunidad alfa 11 de las proteinas G (Gg/11) y que participa en la
via de liberacion de GnRH (figura 17); el gen Ppplca que codifica para la subunidad
catalitica alfa de la proteina fosfatasa 1 (PP-1) y que participa en la via de
sefalizacion de la meiosis de los ovocitos (figura 18) y la sinapsis de la dopamina
(figura 19); el gen Htr3a que codifica para el receptor 3A de la 5-hidroxitriptamina
(5-HT3) y que participa en la sinapsis serotoninérgica (figura 20); y el gen Ddc que
codifica para la DOPA descarboxilasa (DDC) y que participa en la sintesis de

dopamina (figura 19).
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Figura 16. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal)
relacionadas con la accion del estradiol . En el esquema se muestran los productos de los
genes (recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y
en asterisco rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran

la activacién de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 17. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal) que

participan en la via de la liberacién de GnRH. En el esquema se muestran los productos de

los genes (recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos

y en asterisco rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas

muestran la activacion de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 18. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal) que

participan en la via de la meiosis de los ovocitos. En el esquema se muestran los productos

de los genes (recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes

reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas

continuas muestran la activacion de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 19. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal) que participan
en lavia ligada a la sinapsis de dopamina. En el esquema se muestran los productos de los genes
(recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco
rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion de

la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 20. Genes alterados de ovario de ratas tratadas con VE (40 dias posnatal) que participan en la via
de la sinapsis de serotonina. En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro verde),
en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja los
genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion de la cascada y las discontinuas

son los efectos indirectos.
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Los genes que se encuentra reprimidos en la etapa temprana del SOP en el modelo
de VE y que participan en vias de sefalizacion relacionadas con el ovario son: el
gen Bmpl5 que codifica para la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP-15) y que
participa en la maduracion y desarrollo folicular asociada a la via de sefalizacion de
la sintesis del estradiol (figura 16); el gen Grml que codifica para el receptor
metabotropico a glutamato 1 (mGluR1a) que participa la via de sefalizacion del E2
(figura 16); el gen Cacnalc que codifica para la subunidad alfa 1 del canal de calcio
dependiente de voltaje (CACN) y que participa en la via de sefalizacion para la
liberacién de GnRH (figura 17); el gen Mmp14 que codifica para la metalopeptidasa
de matriz 14 (MT1-MMP2) y que patrticipa en la via de liberacion de GnRH (figura
17); el gen Ppp2cb que codifica para la subunidad catalitica beta de la proteina
fosfatasa 2 (PP-2) y que patrticipa en la via de sefializacion de la meiosis de los
ovocitos (figura 18) y la sinapsis de la dopamina (figura 19); el gen Htrla que codifica
para el receptor 1A de la 5-hidroxitriptamina (5-HT1) y que participa en la sinapsis
serotoninérgica (figura 20); y el gen Maob que codifica para la monoamino oxidasa
B (MAOB) que participa en el metabolismo de la dopamina (figura 19) y serotonina
(figura 20).

Vias metabdlicas o cascadas de sefializacidn en las que participan los
genes alterados de la etapa adulta (etapa tardia del SOP) relacionadas
con la funcién ovarica.

Se analizaron las vias metabdlicas o cascadas de sefializacion en donde participan
los genes alterados de la etapa adulta y que estan relacionados con los procesos
de la funcion ovarica que pudieran contribuir en el desarrollo del SOP en el modelo
del VE.

De los 271 genes alterados en la etapa puberal, se genero6 una lista que fue cargada
en el programa DAVID y se realizé un analisis funcional de las vias con ayuda del
programa KEGG con una permisividad del 70%, donde se encontr6é que los genes

alterados intervienen en 131 vias metabodlicas o de sefalizacion.
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Tabla 8. Genes alterados que participan en las vias metabdlicas que regulan

las funciones ovaricas en la etapa adulta.

Via metabélica

Esteroidogénesis

Via del estradiol

Via de
sefalizacion de

prolactina

Via de
sefalizacion de

neurotrofinas

Via de
sefializacion que
participa en la
maduracién del
ovocito

Via de la GnRH

Sinapsis
dopaminérgica

Genes alterados y funcién molecular
17BHSD12 (1) sintesis de estradiol
Gnai3 (1) factor de crecimiento epidérmico
Calm2 (|) via de sefializacion dependiente de calcio
HspaZ2 (1) Via de degradacion asociada al reticulo
endoplasmico
Pik3r2 (1) fosforilacion de fosfatidilinositol
Ccndl (1) respuesta a la corticosterona
Lhcgr (1) receptor a la hormona LH
Mapk10 (1) fosforilacién de JUN
Pik3r2 (1) fosforilacion de fosfatidilinositol
Pdpk1 (1) union al receptor de insulina
Sh2bl (1) via del sistema de leptina
Cam2ka (1) via de sefalizacion dependiente de calcio
Calmz2 () Sefalizacion de AMPK
Mapk10 (1) fosforilacién de JUN, cinasa
Ntrk1 (1) proteina quinasa activada por mitdgeno
Pik3r2 (1) Participa en la fosforilacion de
fosfatidilinositol

Sortl (1) via de sefalizacion del factor neurotrofico

Gnai3 (1) factor de crecimiento epidérmico
Pik3r2 (1) fosforilacién de fosfatidilinositol
Mapk10 (1) fosforilacién de JUN, cinasa
Cam2ka (1) via de sefalizacién dependiente de calcio
Calm2 (]) sefalizacién de AMPK
Gnall (1) via de sefializacion de acetilcolina
Mapk10 (1) fosforilacién de JUN, cinasa
Gnai3 (1) via de sefializacion de neuroregulina
Gnb2 (1) actividad reguladora del canal de calcio
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Cam2ka (1) sefalizacion de AMPK
Calm2 (|) sefnalizacion de AMPK
Comt (1) deficiencia de dopamina beta-hidroxilasa
Cacnala (1) participa en la sinapsis, canal de Ca?*
Mapk10 (1) fosforilacion de JUN, cinasa

Gnai3 (1) via de sefializacién de neuroregulina
Sinapsis de GABA

) Gnb2 (1) actividad reguladora de los canales de calcio.
y serotonina

Cacnala (1) participa en la sinapsis, canal de Ca?*
El simbolo (|) significa que el gen esta reprimido, mientras que (1) significa

gue el gen esta sobreexpresado.

A partir de las vias metabdlicas y de sefalizacién propuestas por el programa, se
hizo un andlisis de aquellas que participan en las funciones del ovario, y como

resultado se obtuvo que solo nueve participan de forma directa e indirecta (tabla 8).

Entre las vias alteradas en donde participan los genes alterados se encuentran la
esteroidogénesis (figura 21), sefializacion del E2 (figura 22), via de sefializacioén de
la prolactina (figura 23), via de sefializacion de las neurotrofinas (figura 24), via de
sefalizacion de la maduracién del ovocito (figura 25), via de sefializacion de la
liberacion de GnRH (figura 26), sinapsis dopamineérgica (figura 27), GABAérgica y

serotoninérgica.

En la etapa adulta se encuentra sobreexpresado el gen Hsd17b12 que codifica a la
enzima 17-fB hidroxiesteroide deshidrogenasa 12 (17BHSD12) y que participa en la
esteroidogénesis ovarica (figura 21); el gen Gnai2 que codifica para la subunidad
alfa i2 de las proteinas G (Gi/o) y que participa en la via de sefalizacion del E2
(figura 22) y la sinapsis dopaminérgica (figura 27); el gen Hspa2 que codifica para
el miembro 2 de la familia de proteinas de choque térmico A (HSP70) y que participa
con la via de sefializacion del E2 (figura 22); el gen Pik3r2 que codifica para
subunidad 2 reguladora de fosfoinositido-3-quinasa (PI3K) y que participa en la
sefalizacion del estradiol (figura 22), prolactina (figura 23), neurotrofinas (figura 24)

y maduracion del ovocito (figura 25); el gen Ccndl que codifica para la proteina
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ciclina D1 y que participa en la via de sefializacion de la prolactina (figura 23); el
gen LHcgr que codifica para el receptor de la hormona LH o coriogonadotropina
(LH-R) y que esta relacionada con la via de sefializacion de la prolactina (figura 23);
el gen Mapkl10 que codifica para la proteina quinasa 10 activada por mitdgenos
(MAPK) y que participa en la via de maduracién del ovocito (figura 25) y en la
sinapsis dopaminérgica (figura 27); el gen Pdpkl que codifica para la proteina
cinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositido (PDK) y que participa de sefalizacion de
las neurotrofinas (figura 24); el gen Sh2b1 que codifica para la proteina adaptadora
SH2B1 y que participa en la via de sefializacion de las neurotrofinas (figura 24); el
gen Cam2ka que codifica para la proteina cinasa Il alfa dependiente de calcio /
calmodulina (CAMK) y que participa de sefalizacion de las neurotrofinas (figura 24),
liberacion de GnRH (figura 26) y sinapsis dopaminérgica (figura 27); el gen Ntrkl
que codifica para receptor neurotrofico tirosina quinasa 1 (TrkA) y que participa de
sefalizacion de las neurotrofinas (figura 24); el gen Sortl que codifica para sortilina
1 (TrkA) y que participa de sefalizacion de las neurotrofinas asociada con la
apoptosis (figura 24); el gen Gnall que codifica para la subunidad alfa 11 de las
proteinas G (Gg/11) y que participa en la via de liberacién de GnRH (figura 26); el
gen Gnb2 que codifica para la subunidad de la proteina G beta 2 (G) y que participa
en la maduracién del ovocito mediada por progesterona (figura 25); el gen Comt que
codifica para la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y que patrticipa en la sinapsis
dopaminérgica (figura 27); y el gen Cacnala que codifica para la subunidad alfal A
del canal dependiente de voltaje de calcio (Cav2.1) y que participa en la sinapsis

dopaminérgica (figura 27).
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Figura 21. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que participan en
la via de la esteroidogénesis. En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro verde),
en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja los
genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion de la cascada y las discontinuas

son los efectos indirectos.

El gen que se encuentra reprimido en la etapa tardia del SOP en el modelo de VE
es el Calm2 que codifica para la calmodulina 2 (CaM) y que participa en la
maduracién y desarrollo folicular asociada a la via de sefializacion de la sintesis del
E2 (figura 22), via de sefalizacion de las neurotrofinas (figura 24), liberacion de

GnRH (figura 26) y sinapsis dopaminérgica (figura 27).
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Figura 22. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que participan

en la via de sefalizacion del estradiol. En el esquema se muestran los productos de los genes

(recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco

rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacién de

la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 23. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que participan
en la via de la prolactina. En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro verde),
en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja
los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion de la cascada y las

discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 24. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que participan en

la via de las neurotrofinas. En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro verde),

en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja

los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion de la cascada y las

discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 25. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que
participan en la maduracion del ovocito. En el esquema se muestran los productos de los genes
(recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco
rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacion
de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 26. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) que participan
en la via de liberacion de GnRH. En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro
verde), en asterisco rojo y elipse azul se muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse
naranja los genes sobreexpresados. Las flechas continuas muestran la activacién de la cascada

y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Figura 27. Genes alterados en el ovario de ratas tratadas con VE (70 dias posnatal) la sinapsis dopaminérgica.

En el esquema se muestran los productos de los genes (recuadro verde), en asterisco rojo y elipse azul se

muestran los genes reprimidos y en asterisco rojo y elipse naranja los genes sobreexpresados. Las flechas

continuas muestran la activacion de la cascada y las discontinuas son los efectos indirectos.
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Genes alterados en el modelo de SOP con VE en ambas etapas
reproductivas.

Se analizé la diferencia en la expresion de los genes alterados en los animales
puberales y adultos. Se tormaron en cuenta aquellos genes alterados que se
mantuvieron sobreexpreados o reprimidos en ambas etapas reproductivas o que
tuvieron un cambio significativo de una etapa a otra. Los cambios en la expresion
de los genes en ambas etapas reproductivas permite inferir cuales pudieran estar

asociados con el desarrollo del SOP en el modelo de VE (tabla 9).

Tabla 9. Niveles de expresion de algunos genes posiblemente involucrados en la

patogénesis del SOP

Gen M. 40 M. 70 Funcién I.DO,S'bIE.}
hipotesis
Ppp2cb  -4.9714 -0.8001  Viade dse”a“?ac'o” de Nerviosa
opamina
Sintesis de serotonina y Nerviosa/
Xbpl -4.2208  -2.0966 reduccion de E2 en la
.. hormonal
granulosa ovarica
Trhr -3.2084 -2.0034 Receptor .a Igs hormonas Hormonal
tiroides
Calm2 -0.8861 -2.3065 Via de la calmodulina nerviosa
Ntrk 1 -0.2234  2.7027 Receptor a neurotrofinas Nerviosa
Comt | -0.0012 23401  Deficiencia de dopamina Nerviosa
beta hidroxilasa
Hsd17bl2 -0.0671 3.1833 ontesisdeestradiolapartr 00000
de estrona
Gnb2 | 04710 @ 21406 @ /ctividad reguladora del Genética
canal de calcio
Camp2k 05272 22232 Viadelfactorde crecimiento oo qien
transformante beta
Sh2b 05330  2.2275 Via del Factor de Nerviosa
Crecimiento Neural
lepr 0.6203  -2.3077 Receptor a leptina Metabdlica
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Pik3r2 0.6943 2.2217 Via del estradiol Hormonal

Regulacion positiva de
Hspa2 0.7781 3.4643 ATPasas relacionadas a Genética
canales de calcio

Receptor a la hormona

LHGCr 0.8330 3.0226 .
luteinizante

Hormonal

Sort1 09060 2.742g Viadesefalizacion delfactor 0o
de crecimiento neural

Snap25 1.1766 2.3081 Via de secrecion de insulina Metabdlica

Whp2 15181 2 6562 Actividad de coactl,vador y Genético/
respuesta a estrogeno hormonal
Has2 1.9871 2.1289 Sintetasa de hialuronato Genética

Via de sefalizacion de
Gnall 21370 25029  Aacetilcolinaatraves de Nerviosa
receptores de acetilcolina
muscarinicos

Via de respuesta a

Ccndl 2.3593 2.8939 . . Hormonal
corticoesteroides
Gabbrl ~ 2.6134  1.0439 >ubunidad 1 delreceptora Nerviosa
GABA
Ddc 2.9018 1.5881 Dopa descarboxilasa Nerviosa

Se analizé la diferencia en la expresién de los genes alterados en los animales
puberales y adultos. Se tormaron en cuenta aquellos genes alterados que se
mantuvieron sobreexpreados o reprimidos en ambas etapas reproductivas o que
tuvieron un cambio significativo de una etapa a otra. Los cambios en la expresion
de los genes en ambas etapas reproductivas permite inferir cuales pudieran estar

asociados con el desarrollo del SOP en el modelo de VE (tabla 9).

Se observo que el gen Ppp2cb que estaba reprimido en la etapa puberal, regreso a
su valores de expresion transcripcional normales en la etapa adulta. Los genes
sobreexpresados en ambas etapas reproductivas fueron: Gnall, Ccndl, Gabbrl y
Ddc. Los genes reprimidos en ambas etapas reproductivas fueron Xbpl que codifica

para la proteina de union a caja X involucrada en la sintesis de E2 y Trhr que codifica
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al receptor de la hormona liberadora de la tirotropina. Los genes que se expresaron
de manera normal en la etapa puberal y que se sobreexpresaron en la etapa adulta
(etapa tardia del SOP) fueron Ntrkl, Comt, Hsd17b12, Gnb2, Camp2k, Sh2b,
Pik3r2, Hspa2, LHgcr, Sortl, Snap25, Wbp2 y Has2. Los gnes que se expresaron
de manera normal en la etapa puberal y que se reprimieron en la etapa adulta fueron

Calm2 y Lepr que codifica para el receptor a leptina.

Los genes que se seleccionaron para realizar los estudios in silico fueron los

siguientes.
e 17BHSD12
e Gnall
e Pik3r2

Los estudios in silico de estos genes, se realizaron con la finalidad de entender el
mecanismo por el cual las hormonas esteroides E2, P y T, pueden ejercer un efecto
sobre la actividad a nivel promotor de los genes mencionados ya que estas
hormonas tienen la capacidad de regular ciertos grupos de genes (figura 28). Estos
cambios a nivel promotor pueden favorecer el proceso de desarrollo y patogénesis
del SOP en el modelo estudiado.

El papel de los productos de los genes seleccionados puede influir en las cascadas
de sefializacion que pueden afectar procesos fundamentales que favorezcan la
aparicion de los signos y sintomas del SOP en nuestro modelo, dando una pauta de
cuales son aquellos genes que puedan en un futuro ser participes de tratamientos
o utilizados como moléculas blanco que sean compartidas entre humanos y

roedores con la finalidad de revertir su efecto en el SOP.
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Figura 28. Regulacion de genes por medio de las hormonas estradiol, progesterona y testosterona.
Tomado de (Connelly et al., 2003, Franks y Hardy, 2018, Hewitt y Korach, 2018).

Analisis de promotores de los genes alterados en el modelo de SOP
con VE de ambas etapas reproductivas.

17BHSD12

Para identificar a la region promotora del gen 17BHSD12 se utilizé el programa EPD,
posteriormente se identificaron los elementos de respuesta que participan en la
regulacion transcripcional del gen, sobre todo aquellos que son reconocidos por los
receptores nucleares o factores de transcripcion que responden a hormonas

esteroides ya sea de manera directa o indirecta.

Para este promotor se identificaron elementos de respuesta a los receptores ay B
de estradiol, pero no para los receptores de progesterona y testosterona, sin
embargo, se localizaron sitios de union para factores de transcripcion que pueden

participar de forma indirecta en la regulacion transcripcional del gen 178HSD12,
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entre ellos tenemos a la proteina especifica 1 (SP1), Yin Yang 1 (YY1), receptor a

acido retinoico a (RARa), factor de transcripcion ascendente 1 (USF1) Figura 29.

5;1 Y1 USF1 R&Ra SP1rP +1 Y1
] t 1 I t t L1
200 | -1 |
~100 +100
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200 1 t :

Figura 29. Representacion esquematica del promotor del gen 17BHSD12,

mostrando lo elementos de respuesta probables a las hormonas esteroides (estradiol,
progesterona y testosterona), el posible sitio de inicio de la transcripcién se marca en

una flecha verde. Los nucleétidos fueron numerados a partir del sitio +1.

Gna 11

Para identificar el promotor del gen Gna 11 se utilizé el programa EPD, una vez que
se localizé, se identificaron los elementos de respuesta que participan en la
regulacion transcripcional del gen, con un énfasis a aquellos que son reconocidos
por receptores nucleares y por factores de transcripcion que presentan una
respuesta a estradiol, progesterona y testosterona, ya sea de forma directa o

indirecta.

Para este promotor se identificaron elementos de respuesta a los receptores ay 3
de estradiol, pero no se localizaron para los receptores de progesterona y

testosterona, aunque también se localizaron elementos de respuesta al receptor de

Figura 30. Representacion esquematica del promotor del gen Gna 11, donde se

muestran los probables elementos de respuesta a las hormonas esteroides (estradiol,
progesterona y testosterona), el posible sitio de inicio de la transcripcion se marca en una

flecha verde. Los nucle6tidos fueron numerados a partir del sitio +1.
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glucorticoides. Por otro lado, se identificaron sitios de unién para factores de
transcripcion que  pueden participar de forma indirecta en la regulacion
transcripcional de Gna 11 como lo son: receptor para vitamina D (VDR), SP1,
Neurofiboromina 1 (NF1), Endonucleasa de reparacion de ADN 1 (XPF-1), y el
complejo AP2a.

Pik3r2

El programa EPD localizé la region promotora del gen Pik3r2, ulteriormente se
localizaron los elementos de respuesta que pueden participar en la regulacion
transcripcional del gen, con un énfasis en aquellos que son reconocidos por
receptores nucleares o factores de transcripcion que responden de manera directa

o indirecta en respuesta a las hormonas estradiol, progesterona y testosterona.

En el promotor no se identificaron elementos de respuesta a ninguno de los
receptores de las hormonas esteroides, pero, se localizaron sitios de unién a
factores de transcripcion que pueden participar de forma indirecta en la regulacion
transcripcional del gen Pik3r2 como lo son VDR, SP1, RxRa y de YY1. Cabe resaltar

la presencia de un sitio INR rio arriba de la region del promotor basal (figura 31)

INR VDR SP1VDR 5P1 5P1 CREB VDR RXR a SP1 vy
oy tty ttt ottty
-200 -100 +1

Figura 31. Representacion esquematica del promotor del gen Pik3r2 donde se

muestran los probables elementos de respuesta a las hormonas esteroides (estradiol,
progesterona y testosterona), el posible sitio de inicio de la transcripcion se marca en una

flecha verde. Los nucle6tidos fueron numerados a partir del sitio +1.
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Discusion

El sindrome de ovario poliquistico es una enfermedad compleja que afecta a un
porcentaje de entre el 5y 15% por ciento de la poblacién femenina en edad fértil,
(Shiy Vine, 2012), se han caracterizado distintos modelos experimentales entre los
cuales se encuentran los roedores (Tarantal y Dumesic, 2009, Franks, 2012,
McNeilly y Colin-Duncan, 2013).

El VE es un farmaco utilizado para inducir el fenotipo del SOP (Brawer, 1978) en
roedores, el cual se caracteriza por un incremento en la actividad nerviosa
simpatica, hiperandrogenismo gonadal, cambios en el ciclo estral y anovulacion
Mesbah, et al., 2011).

En el pasado diversos estudios han revelado los efectos del VE a nivel nervioso,
donde se ha encontrado un incremento en la actividad de las fibras
catecolaminérgicas que tienen como oOrgano diana el ovario, estos estudios
soportan la teoria del papel preponderante del sistema nervioso parasimpatico
sobre la induccion y mantenimiento del SOP ademas de cdmo puede ser una
condicion reversible en roedores mediante técnicas quirdrgicas y farmacoldgicas
(Mannerds et al., 2009, Morales-Ledesma, et al 2010, Hernandez, et al., 2013,

Espinoza, et al.,2018, Venegas, et al.,2019).

Sin embargo, existen pocos estudios a nivel genético sobre los efectos del VE en la
induccion del SOP en R. norvergicus. Es por ello por lo que en este trabajo se
evaluaron los efectos del VE a nivel genético en dos etapas postnatales de ratas,
siendo establecido el estudio a los 40 dias de edad (pubertad) y 70 dias de edad

(madurez sexual).
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Posterior a la administracion de 0.2 mg de VE disueltos en 0.1 ml de aceite de
sésamo (Brawer, 1978, Ojeda, et al.,1988).) a los 10 de edad, se logro establecer
una disrupcion en el ciclo estral que comenz6 4 dias después de la administracion
del VE con la llegada de la AV. Esta disrupcion en el ciclo estral fue observada

mediante la cornificacion del epitelio vaginal, tanto en los grupos VE40 como VE70.

La disrupcion en la citologia vaginal ha sido reportada (Brawer, 1978, Picut, et al.,
2015), sin embargo, cabe resaltar que los resultados presentados en este trabajo
concuerdan con el seguimiento de la citologia vaginal en ratas tratadas con VE
realizado por Cruz Neculpan (2011) donde se observo que después de la

administracion de VE existe una alternancia entre diestros y estros vaginales, pero

ello dependera de la dosis y del momento de administracion del farmaco.

Es decir, entre mas temprana sea la administracion de VE, mas severos son los
dafios a nivel hipotalamico que facilitan el establecimiento del modelo experimental,
en nuestro trabajo logramos el establecimiento del modelo experimental, sin
embargo, desconocemos como el VE afecto la expresion de genes a una edad tan
temprana debido a que durante los primeros dias de la vida postnatal de las ratas
aun existen cambios genéticos que permiten el desarrollo completo de las

estructuras a nivel hipotalamo y ovario (Picut, et al., 2015).

Por tanto, desconocemos si la edad de administracion de VE a nuestro modelo
experimental a la edad de 10 dias conlleva una expresion distinta de los genes, que
si esta hubiera sido en una edad ya sea mayor o menor en la vida de la rata, como
lo menciona Cruz Neculpan (2011). Sin embargo, este estudio se centré en un

modelo mayormente utilizado para llevar a cabo la administracién de VE.

Al momento del sacrificio se evaluaron los caracteres morfologicos de cada uno de
los grupos experimentales, resaltando que al evaluar el peso vivo de los animales
existe una diferencia en el peso de los animales VE40 y Vh40, siendo los del grupo
VE mayores respecto a su contraparte, sin embargo, esta diferencia entre los pesos

puede ser atribuible a condiciones metabdlicas y genéticas intrinsecas de las ratas
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del grupo VE, ya que de acuerdo con Maliqueo, Benrick y Stener-Victorin, (2014) el
VE no favorece el aumento de peso durante el proceso de induccion del SOP o a
un efecto temporal de este farmaco en nuestro modelo de estudio dado que esta
diferencia de pesos se revierte a los 70 dias de edad, siendo pesos relativamente
iguales entre los grupos Vh70 y VE70.

La tasa de animales ovulantes fue establecida como un parametro de la ovulacion,
en este aspecto los animales del grupo Vh40 presentaron una tasa de ovulaciéon
consistente con la literatura sobre el efecto nulo del aceite de sésamo. En cuanto a
su contraparte el grupo VE40 present6 ovulacion y una disrupcion en el ciclo estral,
lo cual nos da indicios de que no existe un efecto concluyente del VE en nuestro
modelo, lo cual podria indicar que existe cierta resistencia del organismo a la
induccion del SOP, por medio del VE, y por tanto pudieran tener tasas ovulatorias
espontaneas a lo largo del proceso de induccion del SOP de acuerdo con lo
mencionado por Cruz Neculpan (2011). Por tanto, queda dilucidar como se dan los
cambios a nivel ovarico inducidos por el VE y en qué edad cesa la ovulacién en

respuesta a este farmaco.

El grupo Vh70 presento ovulacion, a diferencia del grupo VE donde se reportd que
los animales no presentaron ovulacion acompafiada de una disrupcién en el ciclo
estral, caracterizado por la cornificacién del epitelio vaginal, ademas de incremento
en los niveles de hormonas esteroides T, E2 y P4 lo cual coincide con lo reportado
por Brawer, 1978, Brawer y Mufioz, 1986, Ojeda et al, 1988).

El peso de los ovarios fue uno de los pardmetros tomados para ser evaluados, en
el caso entre los grupos Vh40 y VE40 se observa un peso del ovario izquierdo sin
diferencias significativas entre ambos, pero en el caso de los ovarios derechos, el
tamafio del ovario del grupo VE40 es significativamente menor respecto a su
contraparte del grupo Vh concordando con lo reportado por (Brawer, Munoz, y
Farookhi, 1986), también se observa que este efecto del VE es replicado en otras

especies del orden rodentia como lo demostrado por Amini et al. (2016).

Sin embargo, al evaluar el tamafio del peso ovarico respecto a otros modelos

experimentales encontramos que de acuerdo con Hossain, et al. (2013) existe
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también una disminucién del peso ovarico al administrar dihidrotestosterona,
provocando una disminucién gradual en el tiempo, pero no se conoce
completamente el porqué sucede y si tiene una relacién directa con una mayor
cantidad de quistes ovaricos que se forman durante el SOP, sin embargo, el cambio
en el peso ovarico parece variar de acuerdo al farmaco utilizado. En el trabajo de
Kim et al. (2018) la administracion diaria de DHEA en ratas prepuberales favorece

un aumento en el tamafio ovarico, debido a la presencia de quistes.

Este efecto parece repetirse en los ovarios de los grupos Vh70 y VE70 donde los
ovarios presentan una diferencia estadisticamente significativa. Los ovarios del
grupo VE70 son menores en tamafio a su contraparte del grupo control, esto puede
ser atribuido a la anovulacion y formacion de quistes en los ovarios, los cuales

pudieron disminuir su volumen, en comparacién a ovarios funcionales.

Ademas, se hipotetiza que esta disminucion del peso ovario en este modelo en
particular se deba al papel que puedan desempefiar las fibras catecolaminérgicas
gue tienen llegan al ovario, sin embargo, se debe profundizar mas en este modelo
de estudio para entender el proceso de disminucidn de peso en los ovarios tratados
con VE. Finalmente, a los 70 dias de edad esta disminucién del peso ovarico
concuerda con el trabajo de Amini et al. (2016) donde existe una disminucién del
peso ovarico conforme avanza el tiempo, esta disminucion afecta la funcién ovérica

y las tasas de ovulacion.

Al evaluar las glandulas adrenales que participan en el proceso de esteroidogenesis
independiente de FSH y LH, se encontré que las adrenales de todos los grupos
permanecieron sin diferencias estadisticamente significativas, lo cual nos dio como
resultado de que el efecto del VE no es a nivel sistémico, sino que afecta solamente
a los ovarios, lo cual corresponde a los resultados presentados por Stener-Victorin,

Ploj, Larsson y Holmang (2005).

Al evaluar la concentracion de las hormonas esteroides, tomamos en cuenta que
los niveles de expresion de E2, T y P4 se encuentran ligados entre si, ya que estas
hormonas se sintetizan en las células de la teca y la granulosa en una serie de

pasos enzimaticos en cascada (Mooradian et al., 1987; Miller, 2002).
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En el caso de la hormona progesterona encontramos que existe un aumento en el
grupo Vh70, y que existe también un incremento en su contraparte de VE70 dias,
este comportamiento esta reflejado a los 40 dias en ambos grupos, sugiriendo como
la literatura lo menciona que existen cambios sustanciales en la sintesis de
progesterona y por ende, algo sucede a nivel genético que cambia el proceso de
esteroidogenesis, sin embargo, poco sabemos de qué puede ocurrir en la rata
durante el periodo puberal, el aumento de progesterona tiene efectos sobre la

implantacion del ovocito fecundado, (Bancroft, 2009).

Sin embargo, ¢este cambio puede inhibir la respuesta de algunos genes
relacionados a este proceso?, debido a la gran cantidad de elementos de respuesta
que son participes de su via de sefializacion como AF1 y AF2, (Conneely et al.,
2003)., en ratas se han reportado cambios en los niveles de expresion de P4 en
ratas tratadas con VE, notificando un cambio en el modelo a la edad adulta
(Fakhroddin, et al., 2015). Por tanto, no podemos concluir el efecto de la P4 en el

SOP en nuestro modelo, sin caracterizar a la totalidad todos los genes de dicha via.

La concentracion de testosterona comprueba el hiperandrogenismo gonadal
propuesto por diversos autores (Brawer, 1978, Brawer y Muioz, 1986) y respaldado
por diversos autores donde se sabe que existe un aumento, en los niveles de

testosterona tanto en humanos como en modelos animales.

El aumento de testosterona en suero fue consistente con lo reportado previamente,
tanto en nuestro grupo experimental de 40 y de 70 dias, este aumento de
testosterona favorece la desregulacion de los mecanismos endocrinos de control de
la ovulacion y que favorece el hiperandrogenismo gonadal, sin embargo, en nuestro
trabajo encontramos que a los 40 dias de edad este aumento, lejos de hacer una
disrupcién en la ovulacion, permitio este proceso. No obstante, desconocemos los
mecanismos que permiten la ovulacién en la etapa puberal (40 dias) y como la

inhiben a los 70 dias.

Sugerimos profundizar en el estudio de los cambios a nivel genético que permiten
este proceso y como se ven afectados a lo largo del tiempo, y nos deja con

interrogantes como ¢,coOmo se dan estos cambios que permitieron la ovulacion en
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40 dias, pero no en 70? Que mecanismo es aquel que pudiera regular el proceso
del hiperandrogenismo, ¢a qué escala actia? Y cuando comienza su activacion,
aunado a ello se sugiere que pudiera tratarse de un hiperandrogenismo funcional
(Morreale, et al., 2005) como se sugiere en algunos casos debido a que nuestros
animales de 40 dias si ovularon, entonces podremos sugerir que el
hiperandrogenismo disfuncional no se da en las primeras etapas de la pubertad, en
nuestro modelo, sino que puede ser que este surja en etapas mas adultas. Esto se
corresponde con los aumentos en la expresion de genes en ambos microarreglos,
sin embargo, desconocemos si algin gen desregulado tenga una mayor influencia

sobre la sintesis de las hormonas esteroides.

En nuestro trabajo se observa un incremento, en concentracién de E2 en el grupo
Vh40, esto se cree pueda deberse al inicio de la pubertad y por ende el comienzo
de la activacién del eje HAO que comienza con la retroalimentacién positiva y
negativa que regula el funcionamiento de este, esta hormona participa ademas en
la liberacién del ovocito competente (Hillier y Tetsuka, 1997). Sin embargo, hacia
los 70 dias su expresién en el grupo control disminuye, porque el feedback de
estradiol esta bien regulado, sin embargo, en los grupos de VE de 40 y 70 dias se
observa un aumento en los niveles de E2, siendo este mas pronunciado a los
cuarenta dias, lo cual desconocemos si pudiera darse debido a un intento del eje
por restablecer la funcionalidad del mismo, a los 70 dias podemos correlacionarlo
con el aumento en la expresion de los genes que se encargan de su sintesis, pero
no podemos aun conocer si existen otros genes involucrados en el aumento de E2

y como el microambiente celular en condiciones de SOP favorece su liberacion.

El andlisis del microarreglo de expresion de 40 dias (Vh40 vs VE40) muestra un
total de 259 genes que no se expresan de forma normal en esta etapa, siendo que
112 genes se encuentran desregulados a la bajay 147 se encuentran desregulados
al alza. Estos genes pertenecen a distintas vias de sefalizacion entre las cuales se

incluyen esteroidogenesis ovarica, sefializacion de estradiol y meiosis de ovocitos.

En el caso de los genes que presentaron una desregulacion a la baja se encuentran

genes que como Ill12a (Rat Genome Database, s.f) que participa en procesos
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inflamatorios y con sefializacion dependiente de citocinas, Rpl36a (Rat Genome
Database, s.f) que es un componente estructural en la estructura del ribosoma, en
tanto los genes cuya expresion al alza fue mas aberrante incluye a Ppplca
involucrado en la via biosintética del glucogeno, Ttl involucrado en los procesos de
actividad de tirosina ligasa (Rat Genome Database, s.f) . En nuestro estudio estos
genes no parecieran tener una relacion fisiologica a los procesos fisioldgicos en el
ovario y no existe informacion que los asocie al SOP, pero de manera interesante
estos genes presentan el score mas alterado, lo cual podria indicarnos que existen
cambios a nivel ovarico que no han sido reportados de forma directa debido a la
carencia de una posible relacién entre estos procesos y SOP, entonces a manera
de perspectiva, debemos de buscar una relacién de estos cambios en la expresion
genética y nuestro modelo de estudio, asi como evaluar el papel regulatorio del E2
sobre estos genes.

En el caso de los genes alterados al alza, se encuentran algunos que participan en
una serie de procesos metabdlicos que no se encuentran relacionados con aquellos
que participan a nivel ovarico como lo son genes que participan en vias de
sefalizacion asociadas a Parkinson, Huntington, Alzheimer, no obstante, esta
discrepancia no contradice la funcion biolégica, sino que puede ser atribuida a la

forma en el que programa DAVID estructura su matriz de datos.

Sin embargo, DAVID del mismo modo nos mostro vias que estan asociadas de una

forma importante con los procesos llevados a nivel ovérico.

En el caso del microarreglo de 40 dias, tenemos procesos metabdlicos, como la
esteroidogenesis ovarica, via de sefializacion del estradiol, meiosis de ovocitos,
sinapsis de dopamina y de serotonina, asi como genes que participan en la via de
la liberacion de GnRH, lo cual es un resultado bastante interesante porque se sabe
gue esta hormona actia a nivel hipotalamo, sin embargo, existen reportes de
expresion de GnRH a nivel ovarico (Grundker, y Emons, 2003) y del papel que
ejerce en cancer de ovario, aunado a ello, no esta alterado el nivel de expresion de

GnRH sino de genes que participan en su via de sefalizacion como Gna 11
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consistente de la subunidad alfa de las proteinas G que juega un papel fundamental

en las vias de sefalizacion en multiples procesos.

Sin embargo al realizar el andlisis de los genes que componen esta via podemos
observar que el VE causo un aumento en la expresion de Igflr en las células de la
teca de las ratas sacrificadas a los 40 dias de edad, lo cual es importante porque la
se sabe que un aumento en la insulina circundante en sangre estimula a su receptor
en el ovario favoreciendo la sintesis de androgenos (Maharaj y Amod, 2009).sin
embargo, este proceso no se replica a los 70 dias de edad.

El gen Bmp15 es uno de los genes asociados a procesos de recubrimiento folicular
durante las primeras etapas de vida del modelo estudiado, sin embargo, su
expresion se ve desregulada a la baja en las primeras etapas del desarrollo de SOP
en nuestro modelo, concordando con los trabajos de Wei et al., (2014). Sin embargo,

la expresion de Bmp15 no tiene cambios en su expresion a los 70 dias de edad.

En cuanto al microarreglo de 70 dias se encontro que existe un total de 271 genes
alterados, de los cuales 62 genes se encuentran desregulados a la baja y 209 al
alza. Entre las vias de sefalizacion alteradas se encuentran aquellas relacionadas
con la via de sefializacion de estradiol, esteroidogenesis ovarica, via de sefializacién

de prolactina, neurotrofinas y progesterona.

En el segundo microarreglo de expresion observamos vias de sefalizacion como la
esteroidogenesis que se encuentran alteradas, sin embargo, no pudimos mapear
completo el panorama de este proceso debido a las limitantes de nuestro

microarreglo de expresion.

En este proceso encontramos una alteracion marcada en Hsd17b12 (o también
llamado 178 HSD12) uno de los objetivos de este trabajo presento un incremento
en su nivel de expresion solo en el segundo microarreglo, lo cual puede indicar un
aumento en la sintesis de estradiol a partir de la estrona, promovido por un aumento

en el nivel de expresion de andrégenos, es decir, se sugiere gue este aumento en
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la expresion este dado en respuesta al aumento en la sintesis de andrégenos en la

teca.

Sin embargo, para aseverar un cambio en la sintesis de andrégenos, podremos
utilizar biomarcadores que nos estén indicando cambios en el nivel de la expresion

de las enzimas de la via de la esteroidogenesis.

Uno de los genes que se pueden sugerir en este estudio es el receptor al factor de
crecimiento neural, el gen Ntrkl expresado a nivel ovarico, debido a que se sabe
gue un incremento en el nivel de NGF en suero influye sobre la expresion de su
receptor (Zhai et al., 2018), este aumento de los niveles de NGF influyen
notablemente sobre la expresion del receptor de LH (Dissen et al., 2009), este efecto
solo puede ser medido en nuestro microarreglo por los elevados niveles de ntrkl y
de Lhgcr por lo cual asumimos que estos genes pueden ser considerados
marcadores genéticos consistentes con los reportes sobre la induccién del SOP La
consecuencia del aumento de NGF, y LH en el ovario debe ser consistente con un

aumento en los niveles de andrégenos y una disrupcién en el ciclo estral

La seleccion de los genes candidatos para realizar el analisis in silico se basoé en el
nivel de alteracion de los genes, la via de sefializacion en la que participan y la
astringencia sefialada por el programa DAVID, entre menor sea la astringencia
mayor es el papel del gen evaluado. Es por ello que se propusieron los genes
Hsd17b12 que participa en el proceso de esteroidogenesis, gna 11 es la subunidad
alfa de las proteinas G y pik3r2 que participa como segundo mensajero.

Finalmente se realiz6 el andlisis de los promotores de los genes seleccionados,
debido a que basados en los cambios que el estradiol puede inducir al unirse a su
receptor puede facilitar la expresion o represion de algunos genes como oxitocina
en ratas, del mismo modo se conoce que las hormonas esteroideas tienen la
capacidad de regular la actividad de ciertos genes (Manna, et al., 2009). Lo cual
fundamenta que los genes alterados en nuestro modelo de VE se deban a cambios
en la expresion de hormonas esteroideas que a su vez inciden como elementos
regulatorios de la transcripcion de algunos genes, en este caso participando en la

patogénesis y patofisiologia del SOP.
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Para el caso del primer gen propuesto Hsd17b12 se analizé una posible region
promotora de 1,000 pares base, dentro de la secuencia analizada encontramos que
no hay presencia de cajas TATA, por tanto, su regulacion a nivel de promotor debe
ser por medio de otro elemento de respuesta, para este caso solo se encontré una

secuencia iniciadora, pero alejada del posible promotor proximal.

Ademas de ello se encontraron elementos de respuesta a YY1, RAR alfa, y SP1 los
cuales se ha observado que son elementos de respuesta a estradiol (Gomez-
Chang, et al., 2012) esto da una pauta sobre como los efectos de la administracion
de una dosis de estradiol puede incidir en cambios a nivel hipotaldmico, morfolégico
y sobre todo genético que repercuten en nuestro modelo favoreciendo la aparicion

del sindrome.

Sin embargo, existen pocos estudios sobre la regulacion transcripcional de este gen,
lo cual es interesante debido al papel que desempefia en el proceso de
esteroidogenesis donde se encarga del paso final de la conversion de estrona a
estradiol y dentro de su secuencia promotora tiene elementos de respuesta a los
receptores de estradiol alfa y beta, lo cual podria indicar un posible proceso de
regulacion por estradiol, que pudiera estar siendo activado en momentos donde se
registra una gran concentracion de su precursor hormonal, es decir la testosterona,
esto como una manera compensatoria para tratar de revertir el desarrollo del SOP
en las ratas adultas, es por ello que se propone que se debe de encontrar la serie
de elementos que pudieran regular la actividad de este gen,, tanto en condiciones

normales como en el caso del SOP.

El segundo gen que se selecciond, Gnall es un gen cuyo papel se puede ver ligado
a las proteinas G, fundamentales en varios procesos de sefializacion celular, en el
caso del promotor se encontré un solo promotor, carente de caja TATA y con la
presencia de 4 sitios INR y una caja GC, sin embargo, al revisar en la literatura se
ha caracterizado un elemento de respuesta que regula su actividad en humanos,
especificamente en la linea celular HEK, sugiriendo que el elemento que regula su
transcripcion es el elemento de respuesta al crecimiento temprano 1 (EGR-1)
reportado por Klenke, Siffert, y Frey (2013), sin embargo, a pesar, de la homologia
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entre las secuencias de mas del 95%, dicho elemento de respuesta no fue

localizado por el programa TRANSFAC.

A pesar de ello, localizamos posibles sitios de union a factores de transcripcion
como YY1, SP1, y de respuesta a glucocorticoides, aunado a ello la presencia de
dos elementos de respuesta a ER alfa y beta, sin embargo, en el caso de este gen
se desconoce cudl podria ser el elemento que lo regule en rata, y debido a su tasa
de expresion aumentada en los dos microarreglos, no podriamos inferir que sucede
con su regulacion y como el VE afecta su funcion. Pero proponemos la biusqueda
del elemento que regula su actividad transcripcional para tratar de entender cuél es
el elemento que lo regula y poder elucidar como se ve afectado en el desarrollo del
SOP.

El tercer gen para el cual se realiz6 el analisis del promotor fue el gen pik3r2 el cual
presento ausencia de cajas TATA, sin embargo, presento cinco secuencias
iniciadoras en los 1,000 pb analizados, este presenta un primer exon bastante
pequefio, pero es reconocido por el programa EPD como el promotor. En cuanto al
analisis de los elementos de respuesta que se encuentran asociados a este
promotor encontramos que son elementos como SP1 y CREB, los cuales pueden
ser regulados por hormonas esteroideas, (Manna, et al., 2009), pero a pesar de
esto, son elementos repetitivos dentro de la secuencia y poco se conoce sobre su
regulacion, aunque se sabe que esta presente en varios tipos de cancer en
humanos se desconoce su papel en otras enfermedades como el SOP, es por ello
que se propone investigar mas su efecto en el SOP, y como puede contribuir al
establecimiento de esta enfermedad en un modelo tratado con VE.

Nuestra pregunta de investigacion menciona que existen cambios en entre dos
etapas de la vida de la rata entre 40 y 70 dias, en un modelo de SOP inducido
farmacol6gicamente con VE, hasta este punto podemos observar que existen serias
variaciones en la expresion de genes entre las dos etapas, lo cual puede aseverar
un fuerte componente genético en el desarrollo del SOP, pero esta expresion
diferenciada, entre ambos microarreglos debe ser influenciada por sefiales

extrinsecas, se sabe del aumento en el tono simpatico en modelos de VE en ratas,
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asi como la desregulacion del eje hipotalamo-adenohipofisis-ovario pero aun se
desconocen los aspectos metabdlicos y como la conjuncion de todos los factores

llevan a un resultado concreto que nos permitira entender la etiologia del SOP.

Es por ello que las propuestas sobre las causas del origen del SOP, al menos en
nuestro modelo necesitaran una correlacion mas fuerte o la busqueda de un
elemento clave en el cual converjan todas las hipotesis que permitan entender el
proceso, es claro que este elemento no es Unico, sino una conjuncién de factores y
mecanismos moleculares activados en distintos estadios de la vida, comenzando
probablemente en la etapa infantil temprana hasta el final de la madurez

reproductiva.

Por tanto, estos cambios en la expresidn genética, si inciden sobre procesos
relacionados a la actividad ovérica, y esto se ve acentuado mayormente en el
microarreglo de 70 dias, donde al ser animales en edad reproductiva se observan
alteraciones en las vias metabdlicas que inciden directamente sobre los procesos

de ovulacion, foliculogénesis y esteroidogenesis.

Esta diferencia es marcada con el microarreglo de 40 dias, pero es atribuible a que
es una edad donde los individuos de este grupo aln no han alcanzado la madurez,
ni la funcionalidad de las estructuras reproductivas a pesar, de haber sido
estimulados a nivel hipotalamico por el valerato de estradiol, estos animales de este
grupo, si muestran alteraciones relacionadas con los procesos de maduracién
folicular, sin embargo, al momento del sacrificio presentaron ovulacion, lo cual
puede ser atribuible a que el dafio ocasionado por el VE no era tan severo para la

edad en la cual fue administrado.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El modelo de VE en rata produce anovulacion en la etapa tardia (70 dias
posnatal) de la induccion del SOP.

Las ratas con inyecciéon de VE presentan hiperandrogenismo y una alta
concentracion de estradiol a partir de la etapa temprana (40 dias posnatal) y
se mantiene hasta la etapa tardia (70 dias posnatal) de la induccion del SOP.
En la etapa tardia los grupos experimentales presentan un incremento en la
concentracion de progesterona.

Los genes més alterados en el microarreglo de 40 dias son HIBADH (|),
Smstr28 (|), asi como Ppplca (1) y Nup153 (1),

Los genes mas alterados en el microarreglo de 70 dias son Arf3 (|) y capn8
(1), Chrnb4 (1) y Arhgef9 (1),

Los genes 17beta HSD12, Pik3r2 y Gnall participan en vias de sefializacion
que se encuentran directamente involucradas en el hiperandrogenismo

gonadal en ambas etapas evaluadas.
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