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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOP), actual-
mente reconocido como la endocrinopzztz’zz mds comun
en mujeres en edad reproductiva, fue considerado
inicialmente como un trastorno de la reproduccio’n.
Sin embargo, en los tiltimos anos el papel de la resis-
tencia a la insulina (IR) ha sido identificado como
un contribuyente importante en la patogénesis de este
sindrome. Mucho se ha investigado sobre los posibles
mecanismos de la IR en misculo esquelético y tejido
adiposo de las pacientes SOP. A pesar de ello, existen
pocos estudios sobre el efecto de la hiperinsulinemia y
la resistencia a insulina en los rejidos reproductivos,
particularmente en el ovario. El correcto metabolis-
mo de la glucosa por parte de las células de la granu-
losa (CG) es un paso importante dado el papel que
Juegan estas células en el aporte de sustratos energé-
ticos al foliculo en maduracion. Las proteinas trans-

portadoras de glucosa (GLUTS) son las encargadas
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de regular el movimiento de este aziicar entre el com-
partimiento extracelular e intracelular, mantenien-
do una fuente constante de glucosa disponible para
el metabolismo. En este trabajo demostramos que: a)
las CG humanas expresan GLUT-1 (transportador
que mantiene el aporte basal de glucosa intracelular)
y GLUT-4 (transportador modulado por insulina),
b) ambos transportadores se encuentran disminuidos
en las CG de las pacientes SOP, ¢) la via metabdlica
de las CG de pacientes SOP es IR, d) la alteracion
de los GLUTs de las pacientes SOP puede ser induci-
da en las células normales por exceso de andrdgenos,
de insulina o bien de ambos factores combinado; y
¢) metformina ejerce su accion pleiotrdpica sobre las
CG en condiciones hiperandrogénicas ylo hiperinsu-
linémicas, restableciendo la expresion y funcion de
GLUT-4. Ante lo expuesto destacamos que las CG
de las pacientes SOP presentan una clara disfuncion
en la expresion de los GLUTs que disminuye el apor-
te energético de las mismas, afectando de manera di-
recta el estado metabilico del foliculo en crecimiento.
La metformina tiene la capacidad de revertir estas
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El correcto metabolismo de la glucosa por par-
te de las células de la granulosa es un paso im-
portante dado el papel que juegan estas células
en el aporte de sustratos energéticos al foliculo en
maduracién;’ siendo las proteinas transportado-
ras de glucosa (GLUTs) las encargadas de regular
el movimiento de este aziicar entre el comparti-
miento extracelular e intracelular, manteniendo
una fuente constante de glucosa disponible para
el metabolismo.""'? Hasta el momento se encuen-
tran descriptas 12 isoformas de los transportado-
res, de los cuales GLUT-1, GLUT-3 y GLUT-4
se expresan en células de la granulosa y teca de
ovinos, bovinos y murinos.'>!

Estos transportadores varfan en su grado de afi-
nidad por la glucosa; siendo GLUT-1 responsable
del pasaje y almacenamiento basal de la glucosa
en todas las células;® GLUT-3 un transportador
de alta afinidad abundante en aquellos tejidos que
presentan un alto requerimiento de glucosa, como
son el cerebro, los testiculos y la placenta;'®'®y
GLUT-4, el transportador insulinodependiente
mds importante, que regula el pasaje rdpido de
glucosa desde el plasma hacia las células del mus-
culo esquelético, cardiaco, los adipocitos y las cé-
lulas placentarias.!>!*2

Estudios realizados en musculo esquelético y
tejido adiposo, blancos clésicos de la resistencia a
insulina en pacientes SOP y diabéticos tipo 2, han
determinado una menor incorporacién de gluco-
sa bajo estimulo de insulina, coincidente con una
menor expresion de los glucotransportadores, en
especial GLUT-4.212

En los dltimos afos se ha reconocido que la
insulino-resistencia y la hiperinsulinemia son un
componente clave del SOP. Esto llevé a la aplica-
cién de terapias con el uso de drogas insulinosensi-
bilizantes, siendo la metformina la mas ampliamen-
te estudiada. En particular, la metformina mostré
tener efectos directos, tanto iz vitro como in vivo,
sobre la expresién de los glucotransportadores en
endometrio y adipocitos de pacientes SOP.»%

Tomando en cuenta estos antecedentes, pos-
tulamos que en las células de la granulosa de las
pacientes SOP:

1. El camino metabdlico de la glucosa, me-
diado por los glucotransportadores, es
insulino-resistente.

2. La metformina actia de manera directa sobre
la sefalizacién celular de los glucotranspor-
tadores revirtiendo los efectos negativos cau-
sados por el exceso de andrdégenos e insulina
caracteristicos de este sindrome.

Materiales y métodos

Pacientes

El grupo de pacientes estuvo conformado
por 30 mujeres que ingresaron al programa de
fertilizacién in vitro (FIV) del Instituto de Gi-
necologfa y Fertilidad (IFER) y del Instituto de
Investigaciones Materno Infantil (IDIMI). Las
voluntarias fueron sometidas a una evaluacién cli-
nica que incluyé: medidas antropométricas, score
de Ferriman Gallway, presencia de acné, seborrea
y acantosis nigricans. Se realiz6, ademds, evalua-
cién ecografica, determinaciones de testosterona
total, SHBG, insulina y glucemia en ayunas en
fase folicular temprana en mujeres ovulatorias y
en cualquier momento de la consulta en mujeres
anovulatorias. El grupo de pacientes SOP fue se-
leccionado segtin los criterios de Rotterdam.? El
grupo control estuvo constituido por mujeres con
funcién ovdrica normal, cuya causa de infertilidad
correspondia exclusivamente a infertilidad mas-
culina. Todas las mujeres participantes firmaron
un consentimiento informado y el protocolo de
estudio estuvo de acuerdo a los principios de la
Declaracién de Helsinki.?

Aislamiento y cultivo de células de la granulosa

Las células de la granulosa (CG) fueron obte-
nidas mediante aspiracién folicular, bajo gufa eco-
grafica durante el procedimiento de FIV. La in-
duccién ovulatoria se realizé administrando a las
pacientes lo siguiente: antagonista de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona
foliculo estimulante recombinante (FSHr) y go-
nadotropina menopdusica humana (hMG). La
ovulacién se desencadend con gonadotropina co-
riénica humana (hCG) realizdndose la captacién
ovocitaria 34-36 hs posteriores a su aplicacién.

Las pacientes con SOP utilizaron dosis meno-
res de gonadotrofinas para evitar el sindrome de
hiperestimulacién ovdrica.

Las CG fueron aisladas desde el aspirado fo-
licular después de la recoleccién de los ovocitos.
El fluido folicular de la primera aspiracién libre
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alteraciones en la expresion y funcionalidad de los
GLUT;, indicando que este farmaco puede aportar
al estatus nutricional del foliculo (CG 'y ovocito) con-
duciendo a un incremento en la calidad de la gameta
en mugjeres con SOP.

Palabras claves. Sindrome de ovario poliquistico,
células de la granulosa, glucotransportador, metfor-
mina.

Glucotransporters expression and
metformin action on granulosa cells
from women with polycystic ovary
syndrome

Summary
Polycystic ovary syndrome (PCOS) is currently re-

cognized as the most common endocrinopathy in

women of reproductive age. In recent years, the role
of insulin resistance (IR) has been identified as an

important contributor to the parhogenesis of this syn-
drome. However, there are few studies on the effect
of hyperinsulinemia and insulin resistance in repro-
ductive tissues, particularly in the ovary. The proper
metabolism of glucose in the granulosa cells (GC) is
an important step do to the role these cells play in

providing energy substrates to follicle maturation.

The glucose transporters (GLUTS) are responsible for
regulating the movement of the sugar between the ex-
tracellular and intracellular compartment, keeping a
constant source of glucose available for metabolism.

In the present study we show that: A) Human GC
expresses GLUT-1 (carrier that maintains the ba-
sal intracellular glucose contribution) and GLUT-4
(carrier modulated by insulin). B) Both transporters
are decreased in the CG from PCOS patients. C)

The metabolic pathway of CG from PCOS patients
is IR. D) The alteration of GLUTs of PCOS pa-
tients may be induced in normal cells by androgen

excess, insulin or both factors combined. E) Metfor-
min exerts its pleiotropic action on CG under hy-
perandrogenic conditions andfor hyperinsulinemic,

restoring expression and function of GLUT-4. In

summary: CG from PCOS patients clearly exhibir
a dysfunction in the expression of GLUTS decreasing
energy intake that could affected the metabolic state
of follicle growth. Metformin has the ability to rever-
se theses alterations, indicating that this drug may
contribute to the nutritional status of the follicle (GC
and oocyte) leading to an increase in the quality of
the gamete in PCOS women.

Key words. Polycystic ovary syndrome, granulosa

cell, glucotransporter, metformin.
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Introduccién

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es
uno de los desérdenes endocrino-metabdlicos mds
comunes en la edad reproductiva. El 4-18% de
las mujeres que presentan hiperandrogenismo,
anovulacién crénica e infertilidad estdn afecta-
das por SOP. Este sindrome estd caracterizado
por presentar una variedad de fenotipos clinicos
y bioquimicos, como hipersecrecién de LH, hipe-
randrogenismo, produccidn aciclica de estrégeno,
disminucién de la globulina transportadora de
hormonas sexuales (SHBG), y entre 40-70% de
los casos estdn asociados con hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina.!?

El SOP impacta fuertemente sobre la fertilidad,
no sélo afectando la ovulacién, sino también por
estar asociado a un alto indice de abortos espontd-
neos. Ademds, las mujeres con SOP presentan mayor
riesgo de sufrir abortos recurrentes.” No habiéndose
podido, hasta el presente, identificar ninguna causa
evidente en la mayoria de los casos estudiados.>*

Alteraciones metabélicas como la hiperinsuli-
nemia, la resistencia a la insulina y la obesidad,
son caracteristicas presentes con alta incidencia en
el SOP a las cuales actualmente se les asigna un
papel relevante en la patogenia de este trastorno.
Se ha demostrado que las pacientes SOP anovula-
torias presentan mayor tasa de insulino-resistencia
que las mujeres SOP ovulatorias.”® Se destaca
que las mujeres obesas con fenotipo bioquimico-
ultrasonografico SOP que han reducido su peso
corporal luego de tratamiento dietario presentan
menores niveles de insulina basal y/o postcarga de
glucosa plasmitica, asocidndose esta disminucién
de insulina con el restablecimiento de los ciclos
ovulatorios normales.® Una de las evidencias mds
convincentes que vinculan la resistencia a la insu-
lina con las anomalias del ciclo reproductivo estd
dada por el éxito de la administracién de drogas
insulino-sensibilizantes en la restitucién de la ovu-
lacién en mujeres SOP.” Estos antecedentes sugie-
ren una importante asociacién entre la resistencia
a la insulina y la anovulacién.

Amplia evidencia da cuenta de la resistencia pe-
riférica (tejido muscular y adiposo) a la accién de
la insulina en esta patologfa,>® pero a nivel ovérico
la evidencia es paradojal, ya que la esteroidogénesis
en células de la granulosa de pacientes SOP persis-
te sensible, mientras que la utilizacién de glucosa
mediada por insulina estaria desregulada.”"
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de células fue centrifugado a 400 gs por 5 min y
almacenado a -20°C para la medicién de glucosa.
Posteriormente, el medio de aspirado folicular fue
centrifugado a 400 gs por 5 min. El sobrenadante
fue eliminado, se agregé al peller 3 ml de verseno
(PBS + EDTA 1mM) vy se centrifugé a 400 gs por
5 min. El peller fue extendido en una columna de
histopaque y se centrifugé a 400 gs por 30 min
para eliminar los glébulos rojos. Luego se aspiré la
interfase entre glébulos rojos e histopaque, y se co-
loc6 en un nuevo tubo de 15 ml al cual se agregé 2
ml medio M199 y centrifugé a 400 gs por 5 min.

El pellet fue resuspendido en 2 ml de medio de
crecimiento (M199 + 10% de suero fetal bovino,
SFB) y se sembré en placa de petri incubdndose
a 37°C por 20 min para eliminar macréfagos y
fibroblastos. Se recolecté el medio desde la placa
y se centrifugd a 400 gs por 5 min. El pellet fue
resuspendido en 1 ml de medio de crecimiento y se
evalud la viabilidad celular mediante el conteo en
cdmara de Neubauer y tincién con azul de Tripan.

Grupos experimentales

3-5x10° células/pocillos fueron sembradas para
los experimentos de incorporacién de 2D- glucosa
(2-deoxiglucosa tritiada) y para RT-PCR. 1,5-2-
,5x10° células/pocillos fueron sembradas para in-
munocitoquimica (ICQ). Las CG se mantuvieron
en cultivo en incubadora con control temperatura,
humedad y atmésfera de 5% de CO,,.

Grupo experimental 1: Las células de las pacien-
tes control y SOP fueron cultivadas con M199 +
10% SFB por 4 dias con cambio de medio cada 48
hs. Luego fueron preparadas para ICQ y RT-PCR.
Para el estudio de incorporaciéon de 2D-glucosa las
células fueron cultivadas en medio de deprivacién:
M199 + 0.1% BSA (libre de SFB) por 24 hs.

Grupo experimental 2: CG de mujeres con-
trol fueron derivadas y separadas en 8 grupos.
Basal: sin adicién; HA: testosterona 10-¢ M; HI:
insulina 10° M; HAHI: testosterona + insulina
(10° M, respectivamente); metformina: 104 M;
HA+MET: testosterona 10° M + metformina
104 M; HI+MET: insulina 10° M + metformi-
na 104 M; HAHI+MET: testosterona 10°¢ M
+ insulina 10° M + metformina 10 M. Luego
de 48 hs de estimulo, las células se fijaron para
ICQ o se prepararon para el estudio de incorpo-
racién de 2D-glucosa.
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RT-PCR

La expresién de los transportadores GLUT-1,
GLUT-3 y GLUT-4 en células de la granulosa
provenientes de pacientes control y SOP fue rea-
lizada a través de RT- PCR.

5x10° células/pocillos fueron lisadas con 350
ul de Buffer RTL (Buffer de tiosianato de guani-
dina) adicionado con 2-8 mercaptoetanol y al-
macenadas a — 80°C para posterior andlisis. El
RNA total fue obtenido mediante el empleo del
Kit R Neasy Mini de Qiagen (segun protocolo
del fabricante). Se cuantificé y evalué la pureza
de la muestra por absorbancia a 260 nm. 0,2 pg
de RNA fueron utilizados para la transcripcién
reversa siguiendo el protocolo de IMPROM 1I
reverse transcription system de Promega.

Las secuencias de los partidores se detallan a
continuacion:

* GLUT-1: 5’ACT GCT CAA GAA GAC
ATG GAC AC 3’/ 5" TTT AGG TAA GTA
ACA GGA GTAAGG 3.

e GLUT-3: 5°CAA TGC TCC TGA GAA
GAT CAT AA 37/ 5" AAA GCG GTT GAC
GAAGAGT 3"

* GLUT 4, 5" TGC AGT TTG GGT ACA
ACA TTG 3’/ 5" ATG AGG AAGGAG GAA
ATCATG 3".

La reaccién de PCR se realizé con 23 ciclos, 1
ciclo desnaturalizacién 94°C x 30 seg, dimeriza-
cién 60°C 30 seg, extensién 72°C 30 seg.

Como control se utilizé 18 S cuya secuencia
de partidores fue: 5" TAA CGA GGA TCC ATT
GGA GG -3’/ 5 CCC TCT TAA TCA TGG
CCT CA- 3". Con ciclo de incubacién 94°C 10
min, 94°C 45 seg, 60°C 60 seg, 63°C 60 seg, 72°C
30 seg, 70°C 10 min, 4°C hasta retiro de muestra.
Los productos del PCR fueron luego sometidos
a electroforesis en un gel de agarosa al 2% con
1ul/7ml de bromuro de etidio.

Incorporacién de deoxiglucosa tritiada
(2D-glucosa)

3x10° células/pocillos fueron lavadas 2 veces con
KRH (50 mM HEPES, 136 mM NaCl; 4.7 mM
KCl; 1.25 Mm MgSO,; 1.25 Mm CaCl2 apH7.4)
+ 0.1% BSA para eliminar los restos de medio de
cultivo. A cada pocillo se agregé 500 pl de KRH.

Grupo experimental 1: Las células a las que se
denoming basales no recibieron adiciones, mien-
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tras que las células de los pocillos tratados fueron
adicionadas con insulina a 100 ng/ml.

Grupo experimental 2: Las CG de todos los
grupos de tratamiento (basal, HA, HI, HAHI,
Met, HA+ Met; HI+ met; HAHI+ Met) fueron
adicionadas con insulina a 100 ng/ml para estu-
diar la captacién de 2D-glucosa principalmente
medida por GLUT-4.

Para ambos grupos, luego de 10 min de in-
cubacién en presencia del estimulo, se agregé
60 pl de 2D-glucosa mezcla (30 pl de 2D-glu-
cosa tritiada y 30 pl de 2D-glucosa) y se incubd
por 1 hora a 37°C.

La incorporacién de glucosa fue frenada adi-
cionando PBS frio a las placas de cultivo, se lavé
con PBS frio 2 veces y se procedié a lisar las célu-
las con 350 pl de buffer de lisis. El lisado celular
fue recuperado en tubos eppendorfy almacenado a
—20°C. Cantidades iguales de lisado celular fueron
mezcladas con liquido de centelleo y la actividad
especifica fue medida en contador de centelleo li-
quido por duplicado. Ademds, se realizé una cur-
va temporal de incorporacién de glucosa en dife-
rentes tiempos en condiciones basales (0, 15, 30,
45 y 60 min); determindndose que a los 60 min se
produce la médxima incorporacién de 2D-glucosa.
Como control de incorporacién de 2D-glucosa
mediada por los GLUTs se utilizé citocalasina 10
uM (inhibidor especifico de GLUTs). La activi-
dad de 2D-glucosa incorporada por el tejido fue
medida en contador de centelleo liquido por du-
plicado y expresada como pmol/10° células/min.

Medicién de glucosa en fluido folicular

El fluido folicular (FF) se centrifugé a 400
gs por 5 min, luego se distribuyé en eppendorf’y
almacené a -20°C para medicién de glucosa. La
medicién de los niveles de glucosa en FF se realizé
mediante la técnica de glucosa oxidasa segiin da-

tos del proveedor (VALTEK).

Inmunocitoquimica

Luego de finalizado el cultivo las CG fueron
lavadas 3 veces con PBS vy fijadas con metanol frio
20 min a -20°C.

Al momento de realizarse la ICQ, las células
se llevaron a temperatura ambiente. Se lavé con
PBS 3 veces y se bloqueé la actividad endégena

de las peroxidasas con H,0, 3% durante 10 min.
Posteriormente, luego de 3 lavados con PBS se
bloquearon las uniones inespecificas con 3% de
leche descremada libre en grasas en PBS. El an-
ticuerpo primario fue preparado en una dilucién
1/100 para GLUT-1 y 1/500 para GLUT-4, y la
incubacidn se realizé durante toda la noche. Lue-
go de sucesivos lavados con PBS se incubé con
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa,
y posterior revelado con 3,3’ diaminobencidina
(DAB), protocolo modificado de Pustovrh y col,
2005.% Se realiz6 una contratincién con hema-
toxilina y se monté con medio DPX.

Anilisis estadistico

Los resultados se presentan como la media +
SEM, en cada experimento se indica el nimero de
pacientes utilizados. Los datos fueron analizados
empleando los métodos estadisticos z-test y and-
lisis de la varianza de una via (ANOVA), segin
correspondiera. Se considerd resultado con dife-
rencia estadistica significativa cuando los valores
presentaron un p<0.05. Para el andlisis estadistico

se utiliz6 el programa Graphpad prism 5.0.

Resultados

Caracteristicas clinicas y endocrinoldgicas de
las mujeres SOP y control.

Las caracteristicas clinicas y endocrinolégicas
de las mujeres control y de las pacientes SOP se
describen en la Tabla 1.

Al comparar los grupos de estudio no se en-
contraron diferencias significativas entre los pari-
metros: edad e indice de masa corporal (IMC).

Los resultados de los parimetros de hiperan-
drogenismo bioquimico mostraron que las pa-
cientes del grupo SOP presentaron mayores nive-
les de testosterona y SHBG plasmiticos, cuando
se compararon con el grupo control (p<0.001 y
p<0.05; respectivamente).

Si bien los niveles de glucosa basal no mos-
traron diferencias entre los grupos, las concentra-
ciones de insulina basal fueron significativamente
mayores en el grupo de pacientes SOP comparado
con el control (p<0.05). Por dltimo, el HOMA
se encontré disminuido en las pacientes SOP

(p<0.05 Vs control) (Tabla 1).
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Tabla 1.
CONTROL SOP

Edad (afios) 31,619 30,8+11 NS
IMC (kg/m2) 26,309 28511 NS
Testosterona (ng/l) 0,31 +0,05 061+006 P<0,001
Androstenediona (ng/dl) 3,22 +0,50 3,86 + 0,41 NS
SHBG (ng/l) 5420720 31,00+250 P<0,05
Glucosa basal (mg/dl) 79,71 +3,59 85,86 + 2,40 NS
Insulina basal (pmol/l) 57,5+ 9,6 104,6 + 6,1 P<0,05
HOMA IR 150+£0,15 275070 P<0,05
N 12 9

indice de masa corporal (IMC): peso/altura2. HOMA: modelo de
estimacion de resistencia a la insulina = (glucosa en ayunas [mmol/I]
x insulina en ayunas [uU/ml)/ 22.5) x. Los datos se representan como
la media = SEM. Andlisis estadistico: t-test.

Concentracién de glucosa en el fluido folicular
de pacientes SOP y control

Las muestras de fluido folicular de ambos gru-
pos fueron analizadas para determinar los niveles
de glucosa. Como se muestra en la Figura 1, los
niveles de glucosa se encontraron significativa-
mente elevados en pacientes SOP en comparacién
al grupo control (p<0.05).

Figura 1. Niveles de glucosa en fluido folicular de pacien-
tes SOP y control. Los datos representan la media + SEM,
n=8. T-test. *p<0.05 Vs control.
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Expresiéon de los mensajeros de GLUTs en
células de la granulosa de pacientes SOP y
control

Siendo las proteinas transportadoras de gluco-
sa (GLUTs) las responsables de regular el inter-
cambio de este azdcar entre el comportamiento
extra e intracelular, analizamos la expresién de los
mRNA de GLUT en las CG comparando pacien-
tes SOP y controles.
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La expresién de los mensajeros de GLUT-I,
GLUT-3 y GLUT-4 fue evaluada por medio de
RT-PCR. En estas células no se detect$ la pre-
sencia de GLUT-3. Si se observé la expresién del
transportador constitutivo GLUT-1, como asi
también del transportador insulino-dependiente
GLUT-4. Como se muestra en la Figura 2 Ay B,
las CG provenientes de pacientes SOP presentan
una marcada disminucién en la expresion de los
mensajeros de GLUT-1 y GLUT-4 en compara-
ci6én al grupo control (p<0.05; respectivamente).

Figura 2. RT-PCR de transportadores GLUT-1 y
GLUT-4 en células de la granulosa humana de pacien-
tes control y SOP. A) Fotografia representativa de un gel
de andlisis semicuantitativo de los GLUTs por RT-PCR.
Los productos de RT-PCR fieron resueltos en gel de aga-
rosa al 2% conteniendo 1 ul/ml de bromuro de etidio.
Carriles: 1-4 pacientes control, 5-8 pacientes SOP. M:
Estdndar de peso molecular 100 bp. B) Cuantificacion de
las bandas del mensajero de GLUT-1. C) Cuantificacién
de las bandas del mensajero de GLUT-4. Para el andlisis
de cada transportador se realizaron tres experimentos in-
dependientes. Los datos son representados como la media +
SEM, n=8. T-test. *p<0.05 control Vs SOP.
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Inmunodeteccién de GLUT-1 y GLUT-4 en cé-
lulas de la granulosa de pacientes SOP y control

Dada la disminucién de la expresién de los
mRNA de GLUT-1 y GLUT-4, quisimos anali-
zar si se correlacionaban con la expresion de sus
respectivas proteinas en las CG.

La immunomarcacion de la proteina del trans-
portador GLUT-1y GLUT-4 fue coincidente con
los andlisis de RT-PCR. Las CG de las pacientes
SOP presentaron una menor expresién proteica
de GLUT-1 y GLUT-4 en comparacién con las
CG control (Figura 3).

Figura 3. Inmunocitoquimica de GLUT1y GLUT4 en cé-
lulas de la granulosa humana de pacientes control y SOP.
Campos representativos de cultivos de CG inmunomarca-
dos para GLUT-1 (A y B).

Campos representativos de cultivos de CG inmunomarca-
dos para GLUT-4 (Cy D).

Ay C: CG control; By D: CG pacientes SOP. Inserto en
A: control de especificidad, cultivo CG control en donde se
ha omitido el anticuerpo primario.

Anticuerpos espectficos anti-GLUT-1 y GLUT-4 desa-
rrollados en conejo fueron empleados en una dilucion 1:
100y 1:500, respectivamente. La marcacién se observa de
color marrén-rojizo. Aumento: 20x.

Incorporacién de 2D-glucosa en células de
granulosa de pacientes SOP y control

Para reconocer la funcionalidad de los gluco-
transportadores analizados se evalué la incorpora-
cién de glucosa intracelular por medio de la técni-
ca de 2-Deoxi-Glucosa-3H.

Las CG de las pacientes SOP presentaron
una disminucién significativa en la incorpora-

cién basal de 2D-glucosa comparadas con las
CG control (p<0.001) (Figura 4).

Cuando los cultivos fueron estimulados con
insulina 100 ng/ml, senal de translocacién de
GLUT-4 a la membrana celular, las CG control
incrementaron la captacién de 2D-glucosa com-
parado con la condicién basal (p<0.01). De ma-
nera contraria, las CG de pacientes con SOP no
presentaron cambios frente a la sefial de insulina

(Figura 4).

Figura 4. Incorporacion de glucosa en células de la granu-
losa de pacientes SOP y control. Las CG fueron incubadas
1 h con glucosa tritiada con o sin estimulo de insulina 100
ng/ml. Los datos son representados como la media+ SEM,
n=8. ANOVA. *»<0.01 y ***»<0.001 Vs basal control.
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Hiperandrogenismo, hiperinsulinemia y
metformina: su efecto sobre GLUT-4

Una de las caracteristicas principales de las pa-
cientes SOP es el exceso de andrdgenos circulan-
tes. Ademds, alteraciones metabdlicas que involu-
cran la hiperinsulinemia han sido relacionadas con
las dificultades ovulatorias de las pacientes SOP.°
Para verificar que estas dos condiciones, hiperan-
drogenismo e hiperinsulinemia, son responsables
de la baja expresién de GLUT-4, hemos analiza-
do, en cultivos de CG de mujeres control, el efec-
to del exceso de andrégeno y/o insulina sobre la
expresion y funcionalidad de este transportador
insulino-dependiente.

En estos cultivos hemos analizado también el
efecto pleiotrépico de la metformina sobre la expre-
sién y funcionalidad de GLUT-4 en CG humanas.
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La inmunomarcacién de GLUT-4 se encontré
fuertemente disminuida cuando las CG fueron in-
cubadas en presencia de testosterona 10¢ M, de
insulina 10° M y bajo tratamiento combinado de
testosterona e insulina (p<0.001; respectivamen-
te). Esta disminucién en la expresion proteica del
transportador GLUT-4 no se verificé cuando las
células se incubaron de manera conjunta con: tes-
tosterona + metformina (104 M), insulina + met-
formina, y el tratamiento combinado con testos-
terona + insulina + metformina (Figura 5 Ay B).

Para determinar si la recuperacién del trans-
portador GLUT-4 mediada por metformina se re-
fleja sobre la funcionalidad del mismo se analizé la
incorporacién de glucosa tritiada en estas células.

10000+

5000+

CLUT - 4
(Unidades relativas)

Basal HA HI - HAHI  Basal HA HI HAHI

METFORMINA

Reproduccién - Vol 27 / N° 1/ Marzo 2012

Las CG con el tratamiento de exceso de testos-
terona mostraron una disminucion en los niveles
de captacién de glucosa, aunque no fueron sig-
nificativas comparadas con el control. Los trata-
mientos con alta concentracién de insulina y la
combinacién de andrégenos mds insulina eleva-
dos produjeron una disminucién en la captacién
de 2D-glucosa en las células en estudio (p<0.05 y
p<0.01) (Figura 6).

De manera interesante, la adicién al cultivo de
metformina en conjunto con los tratamientos de
hiperandrogenismo, hiperinsulinemia y su combi-
nacion, fue capaz de mantener la incorporacién de
2D-glucosa en niveles similares a los de las CG sin
tratamiento (basal) (Figura 6).

Figura 5. Efecto de la testosterona, insulina y metformina
sobre la expresion de GLUT-4.

A) Campos representativos de cultivos de CG inmuno-
marcados (color marrén-rojizo) para GLUT-4. B) Den-
sitometria. Las células fueron separadas en 8 grupos. Ba-
sal: sin adicion; HA: testosterona 10° M; HI: insulina
10° M; HAHI: testosterona + insulina (10° M, respec-
tivamente); metformina: 107 M; HA+MET: testosterona
10° M + metformina 10" M; HI+MET: insulina 10° M
+ metformina 107 M; HAHI+MET: testosterona 10° M
+ insulina 10° M + metformina 107 M. **p<0.001 Vs
basal; #p<0.05, ##p<0.01 y ###p<0.001 Vs sus respec-
tivos tratamientos sin metformina. N=9. Aumento: 20x.
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Figura 6. Incorporacidn de glucosa en células de la
granulosa hiperandrogenizadas ylo hiperinsulinémicas.
Las CG fueron incubadas 48 hs bajo los estimulos: Ba-
sal: sin adicion; HA: testosterona 10° M; HI: insulina
10° M; HAHI: testosterona + insulina (10° M, respec-
tivamente); metformina: 10* M; HA+MET: testosterona
10° M + metformina 107 M; HI+MET: insulina 10° M
+ metformina 10 M; HAHI+MET: testosterona 10° M
+ insulina 10° M + metformina 10* M. Los datos repre-
sentan la media + SEM. N=9. *p<0.05 y **p<0.01 Vs
basal. #p<0.05 Vs sus respectivos tratamientos sin adicién
de metformina.
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Discusién

El sindrome de ovario poliquistico, actual-
mente reconocido como la endocrinopatia mds
comun en mujeres en edad reproductiva, fue con-
siderado inicialmente como un trastorno de la re-
produccién. Sin embargo, en los dltimos 15 afios
el papel de la resistencia a la insulina (IR) ha sido
identificado como un contribuyente importante
en su patogénesis.

Mucho se ha investigado sobre los posibles me-
canismos de la IR en musculo esquelético y tejido
adiposo de las pacientes SOP. A pesar de ello, exis-
ten pocos estudios sobre el efecto de la hiperinsu-
linemia y la resistencia a la insulina en los tejidos
reproductivos, particularmente en el ovario.

La insulina estimula a nivel ovdrico la biosin-
tesis de andrégenos, estrégeno y progesterona,
indicando que esta hormona juega un papel en
el desarrollo folicular normal.”” En pacientes con
SOP la hiperinsulinemia parece ser el principal
factor que contribuye a la hiperandrogenemia. La
reduccidn farmacoldgica de los niveles de insulina
disminuyen en conjunto los niveles de andrége-
nos restableciendo la ovulacién.’** Sin embargo,
estd reportado que la disminucién en los niveles

de andrégenos circulantes no es suficiente para
producir una recuperacién de la IR o la hiperinsu-
linemia en mujeres SOP.?*3

En este trabajo demostramos que las células de la
granulosa humana expresan GLUT-1 y GLUT-4.
Ademds, demostramos que las CG provenientes de
pacientes SOP (hiperandrogénicas, hiperinsulinémi-
ca e IR) presentan menores niveles de ambos trans-
portadores, expresado tanto a nivel de los mensajeros
como de las proteinas.

La disminucién de GLUT-1, transportador
constitutivo encargado de mantener el aporte ba-
sal de glucosa en las células, no fue observada en
otros tejidos de mujeres SOP donde los niveles
de este transportador se mantuvieron similares a
los tejidos controles.”® En este estudio hemos
verificado que la captacién basal de glucosa, de-
pendiente de este transportador, es menor en las
CG de las pacientes SOP, lo cual indica que estas
células presentan una clara deficiencia en el aporte
energético llevando, sin lugar a dudas, a una dis-
funcién metabdlica a nivel folicular.

Hemos podido demostrar también que
GLUT-4, el principal transportador insulinode-
pendiente, muestra una marcada disminucién en
las CG de mujeres SOP. Nuestros resultados son
coincidentes con la expresién del transportador en
tejidos cldsicos IR, tales como el musculo esque-
lético y el tejido adiposo donde se ha descrito cla-
ramente que las pacientes SOP expresan menores
niveles de GLUT-4.%¢ El estudio de incorporacién
de glucosa a las CG de las pacientes SOP bajo el
estimulo de insulina, sefal clave para que GLUT-
4 transloque a la membrana e incremente la cap-
tacion basal de glucosa en las células, no mostré
cambios en comparacién con la incorporacién
basal del azicar, marcando una clara caracteristica
de IR, también descrita para otros tejidos.”"*

Esta deficiencia en la via metabélica de la senal
de insulina en CG de pacientes SOP se ve apoya-
da también por investigaciones previas que mues-
tran una menor produccién de lactato e incorpo-
racién de glucosa a glicégeno.””” Sumando a estas
evidencias, nosotros observamos un incremento
en los niveles de glucosa del fluido folicular de las
pacientes SOP, aumento asociado con la dismi-
nucién en la capacidad de incorporacién de este
monosacirido por las CG en esta patologia.

Como mencionamos previamente, la insulina
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es capaz de estimular la produccién de hormonas
en las células ovdricas de las pacientes SOP,*** asi
como también de activar la via mitogénica.”” Esta
divergencia en la senal de insulina podria explicar-
se a nivel de la post-activacién del receptor dado
que en esta patologia el nimero de receptores de
insulina, asi como su unién y afinidad, no se en-
contrarfan alteradas.“**! En particular, estudios en
CG de pacientes SOP han mostrado un aumento
en los niveles de mRNA total del receptor de in-
sulina.*> En base a estas evidencias planteamos que
en CG de mujeres SOP existe una disrupcion en la
senalizacion de insulina sobre la via metabélica que
culmina con defectos en la expresion ylo funcionali-
dad de GLUT-4.

Posteriormente, nos interesé evaluar los efec-
tos de un exceso en los niveles de testosterona,
insulina y su combinatoria sobre la expresién y
funcionalidad del GLUT-4 en CG humanas. Es-
tos resultados mostraron que el aumento de tes-
tosterona produce una marcada disminucién en la
expresion proteica de GLUT-4 que se acompana
por una disminucién moderada de la captacién de
glucosa en estas células. Resultados similares fue-
ron descritos por Zhang y col, quienes mostraron
que el aumento de testosterona iz vitro induce una
marcada reduccién de la proteina y del mensajero
de GLUT4 en células endometriales humanas en
cultivo.” Por otra parte, altos niveles de insulina
indujeron una marcada reduccién tanto de la pro-
teina GLUT-4 como de la captacién de glucosa
mediada por este transportador.

La suma de los efectos entre un aumento en
la concentracién de testosterona e insulina causa-
ron una disminucién en los niveles de GLUT-4,
afectando profundamente el transporte de glucosa
mediado por insulina. Estos resultados nos estdn
demostrando que la caracteristica de IR puede ser
adquirida por CG de mujeres control bajo los esti-
mulos tanto hiperandrogénico como hiperinsuliné-
mico y su combinatoria, siendo mds severos los resul-
tados para estas dos iiltimas condiciones.

La metformina, agente antidiabético, es una
biguanidina ampliamente usada en el manejo de
la diabetes tipo 2.** En el SOP el uso de la metfor-
mina se asocia con la restitucién de la ciclicidad
menstrual, mejora la ovulacién y produce una
reduccién en los niveles circulantes de andrége-
nos.** Su accién clinica principal es inhibir la
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produccién de glucosa hepdtica, a pesar de que
también disminuye la absorcién intestinal de la
glucosa y aumenta la sensibilidad a la insulina en
los tejidos periféricos.®

Dados los efectos pleiotrépicos que actualmen-
te se describen para la metformina, fue nuestro in-
terés evaluar si la adicién de este firmaco in vitro
combinado con los tratamientos hiperadrogénico
y/o hiperinsulinémico podia afectar la expresién
y funcionalidad de GLUT-4. Nuestros resulta-
dos demostraron que la adicién de metformina
en forma conjunta con los tratamientos fue capaz
de preservar la expresion proteica de GLUT-4,
llevindola a los niveles del control. También pu-
dimos observar que la metfomina previno las al-
teraciones en el transporte de glucosa observada
bajos los tratamientos. Parte de estos efectos de
metformina fueron descritos en cultivo de célu-
las endometriales, donde revirtié la disminucién
de la expresién de GLUT-4 bajo condiciones hi-
perandrogénicas.” Estudios complementarios en
lineas de CG mostraron que la metformina esti-
mula la activacién de Akt bajo la senal de insulina,
aumentando la translocacién de GLUT-4 desde el
citosol a la membrana.*® De estos resultados po-
demos inferir que la metformina tiene la capacidad
de mejorar de manera directa el estatus metabdlico
de las CG de pacientes SOP, actuando tanto a ni-
vel de la expresion del transportador como sobre su
translocacion.

En conjunto, estos resultados sientan una base
interesante para la comprensién de la patologia
del sindrome del ovario poliquistico, mostrando
la existencia de una accién diferencial de la insuli-
na sobre la regulacién hormonal y metabélica de
las células de la granulosa de las pacientes SOP.

Dado que las CG murales son espejo en mu-
chos aspectos de las caracteristicas que poseen las
células del cimulo que acompanan, interactdan y
nutren de manera directa al ovocito en desarrollo.
Estos cambios que afectan el metabolismo de la
glucosa en las CG de mujeres SOP podrian com-
prometer de manera directa la calidad del ovocito
y su competencia para el desarrollo de un poten-
cial embrién.

Por otra parte, mujeres SOP tratadas con
metformina que realizaron tratamientos de re-
produccién asistida presentaron un incremento
en el nimero de ovocitos/embriones de buena
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calidad y tasa de implantacién, asi como tam-
bién una disminucién en la tasa de abortos.””
Un estudio reciente con ovocitos provenientes
de pacientes SOP mostré alteraciones en el me-
tabolismo del piruvato, que fueron regularizadas
con la administracién de metformina.®® Estos
antecedentes en conjunto con nuestros resulta-
dos indican que la metformina puede mejorar el
estatus nutricional del foliculo (CG y ovocito)
conduciendo a un incremento en la calidad de la
gameta en mujeres con SOP.
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