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HIPERANDROGENIZACION PRENATAL EN RATAS Y EL METABOLISMO LIPIDICO
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Resumen

El sindrome del ovario poliquistico (PCOS) es una afeccién de alta incidencia en mujeres en edad

fértil. Si bien la etiologia de la enfermedad se desconoce, se cree que la exposicion a andrégenos

durante la vida intrauterina generaria reprogramacion fetal afectando vias endocrinas y metabdlicas que, junto
a alteraciones génicas y ambientales, inducirian la apariciéon de PCOS en etapas muy tempranas de la vida. Es
por ello que se buscan marcadores tempranos del desarrollo de PCOS. Utilizando un modelo murino de hipe-
randrogenizacion prenatal (HA) recreamos dos fenotipos de PCOS: ovulatorio y anovulatorio. La HA no alter¢ el
colesterol circulante pero disminuyé el colesterol HDL y aumentd el LDL y los triglicéridos (TG) con respecto a
los controles. La relacién colesterol total/HDL como marcador de riesgo cardiovascular y la relacion TG/HDL se
vieron incrementadas con respecto a los controles, resultando mayor en el grupo PCOS anovulatorio. El presente
trabajo demuestra la importancia de la determinacion del perfil lipidico a edades tempranas en poblaciones de
riesgo (como es el caso de hijas de madres con PCOS).
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Abstract The role of prenatal hyperandrogenism on lipid metabolism during adult life in a rat model.
Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the commonest endocrine diseases that affect women
in their reproductive ages; however, the etiology of the syndrome remains unknown. A hypothesis proposes that
during gestation increased exposure of androgen would induce fetal programming that may increase the risk of
PCOS development during the adult life. By means of a prenatally hyperandrogenized (HA) rat model we dem-
onstrated the importance of determining the lipid profile at early ages. HA induced two different phenotypes:
ovulatory and anovulatory PCOS. HA did not modify total cholesterol but decreased HDL cholesterol and increased
both LDL and tryglicerides (TG) when compared with controls. Both, the ratio total cholesterol: HDL (marker of
cardiovascular risk) and TG:HDL (marker of metabolic syndrome) were increased in the HA group with respect to
controls. In addition, these abnormalities were stronger in the anovulatory than ovulatory phenotype. Our results
point out the need to find early markers of PCOS in girls or adolescents with increased risk to develop PCOS
(as in daughters of women with PCOS).
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El sindrome del ovario poliquistico (PCOS) es una
patologia heterogénea con alta incidencia en mujeres
en edad fértil; entre el 8 y el 12% de mujeres padecen
PCOS'. Segun los ultimos consensos (Rotterdam de
2003 y Androgen Excess and PCOS Society de 2006)
aquellas mujeres que presenten dos de las siguientes
alteraciones: i) oligo- o anovulacion, ii) hiperandrogenis-
mo clinico o bioquimico o iii) ovarios poliquisticos seran
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diagnosticadas con PCOS'. PCOS es mucho mas que
una enfermedad reproductiva, ya que la paciente puede
presentar alteraciones del tipo metabdlico y de la salud en
general como insulino resistencia, riesgo cardiovascular
incrementado, desbalance en el metabolismo lipidico y
diabetes mellitus tipo 22 %4, La aparicion de PCOS es
la suma de componentes génicos, ambientales y de
estilo de vida. Si bien la etiologia del sindrome no se ha
establecido fehacientemente, se postula que durante la
etapa gestacional un exceso de andrégenos induciria
reprogramacion génica de ciertos caminos endocrinos y
metabdlicos del feto en desarrollo?. El hiperandrogenismo
prenatal induciria condiciones de nutricion deficientes
en el feto en desarrollo que se traduce en afecciones
post-nacimiento®. Este mecanismo provocaria una ma-
yor secrecion de androgenos suprarrenales®, adrenarca
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precoz’ y alteracion del metabolismo lipidico por lo que,
durante la vida adulta, estas mujeres pueden a su vez
presentar obesidad®. Las alteraciones en el metabolismo
lipidico aumentan la condicion de insulino resistencia que
se presenta en las mujeres con PCOS y que en definitiva
agravan su condicion?. Es la acumulacién de grasa del
tipo androide, mas que el peso corporal, la que determina
la presencia de insulino resistencia® °y el aumento en
la incidencia de enfermedades cardiovasculares'®. Los
modelos murinos resultan de suma utilidad para el estudio
del desarrollo y tratamiento del PCOS. Entre ellos, el de
hiperandrogenizacién prenatal es el que més se acerca a
lo que ocurre en la patologia y por ello es uno de los mas
aceptados en la literatura. Este modelo presenta la ventaja
de permitir el estudio de la reprogramacion fetal'" 2. Existe
acuerdo en cuanto al momento de la administracion del
andrégeno en la rata en gestacion (entre los dias 16y 19
del periodo gestacional por ser el periodo en el que se
postula que el andrégeno altera la secrecion de GnRH);
sin embargo, se presentan controversias en cuanto a la
dosis de testosterona a administrar. Wu y col.”® demos-
traron que a dosis mayores a 3 mg de testosterona libre
se induce incremento de la mortalidad fetal y reabsorcion
embrionaria con respecto a los controles. Sin embargo,
Demissie y col.' encontraron que la inyeccién de 5 mg
de testosterona libre no induce alteracion en la viabilidad
fetal. Estudios previos de nuestro laboratorio coinciden en
parte con el grupo de Wu y col™ ya que dosis mayores de 3
mg de testosterona inducian alteraciones en el numero de
crias nacidas, y es por ello que desarrollamos un modelo
de hiperandrogenizacion prenatal (HA) tratando con 2 mg
de testosterona libre. En un trabajo previo, inyectamos
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2 mg/dia de testosterona en ratas Sprague Dawley desde
el dia 16 hasta el 19 de prefiez y estudiamos las crias
hembras a los 21 y 60 dias de edad. La HA disminuy? el
peso corporal a los 21 dias de edad en comparacién con
los controles'; sin embargo, a los 60 dias de edad no
existia diferencia entre el peso corporal de los animales
HA y los controles’. Asimismo, la pendiente de la curva
del crecimiento corporal era significativamente mayor
en los animales HA respecto de los controles lo que
sugeria la existencia de un mecanismo compensatorio
contrarrestando el ambiente intrauterino desfavorable
en los animales HA'S. Segun lo expuesto, el objetivo de
nuestro trabajo fue establecer el alcance de la HA sobre
el metabolismo lipidico como mecanismo compensatorio
de la malnutricion uterina.

Materiales y métodos

Ratas Sprague-Dawley prefiadas recibieron inyecciones sub-
cuténeas diarias de 2 mg de testosterona libre (Sigma T-1500)
disuelta en 100 pl de aceite entre los dias 16 a 19 de gesta-
cién (HA) mientras que el grupo control recibié vehiculo (C).
A los 21 dias de nacimiento las crias se separaron de sus
madres y se utilizaron solo las hembras. Los tratamientos no
modificaron el numero ni el sexo de las crias, el indice de
mortalidad al nacimiento ni el tiempo de gestacion. Un total de
10 animales por grupo tuvieron libre acceso a comida (Purina
Regular Chow) y agua. Se determiné que la ingesta calérica
entre el grupo control y HA fue la misma. Los animales re-
cibieron un régimen de 12 h luz, 12 h oscuridad a 24 °C. A
los 60 dias del nacimiento y con un régimen de 8 horas de
ayuno, los animales fueron anestesiados en atmédsfera de
diéxido de carbono y luego sacrificados por decapitacion.
De la sangre aislada se separd el suero en el que se evalud
el perfil lipidico por cuantificacién de colesterol total con kit

TABLA 1.— Determinacion del ciclo estral y de la relacion colesterol total/HDL y
TG/HDL de los grupos control (C) e hiperandrogenizado prenatalmente (HA). Los
resultados se analizaron por la prueba t-Student para valores no pareados. a vs. b;
avs.c; bvs.c,evs. fevs. g fvs. g, p=0.001. Cada valor representa la media +
desviacion estandar, n = 10 animales/grupo

Controles Hiperandrogenizados
(©) (HA)
Ciclan 100% 68%
Ciclo regular 30% 20%
(fenotipo: quistes + ovulacion)
No ciclan 0% 32%
(fenotipo: quistes + anovulacion)
Relacion
Colesterol total/HDL  1.564 + 0.181%  Ciclan 2.203 = 0.043°
No ciclan 2.280 + 0.087°
Relacion
TG/HDL 0.320 = 0.188¢  Ciclan 1.574 + 0.170°

No ciclan

1.874 + 0.040f
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Colestat enzimdtico AA, los triglicéridos (TG) con TG Color
AA, y el colesterol HDL con HDL Colesterol monofase AA
plus (Wiener, USA). Todos los kits detectan perdxido de
hidrégeno como producto de degradacién de colesterol, TG
y HDL colesterol respectivamente. La reacciéon se midié por
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 490 nm y en el
caso del HDL colesterol a 600 nm. El limite de deteccién es 0.63
mg/dl para colesterol, 0.9 mg/dl suero para TG y 4 mg/dl para
HDL colesterol. El LDL colesterol se estimé indirectamente
mediante la férmula de Friedewald'®, donde LDL = colesterol
total — HDL + triglicéridos/5.

Andlisis estadistico: Los resultados se analizaron por la
prueba t-Student para valores no pareados; se considerd
significativo cuando P < 0.05.

Resultados

Encontramos que el grupo HA presentaba niveles in-
crementados de testosterona circulante y por estudios
histolégicos determinamos la existencia de 3 quistes/
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ovario, tal como en estudios previos's. Evaluamos el ci-
clo estral, desde los 45 a los 60 dias de edad en ambos
grupos (n = 20/grupo) mediante el estudio citoldgico del
extendido vaginal. El 100% de los animales del grupo C
presentaban ciclos estrales, de los cuales el 70% eran
irregulares (de mayor duracién debido a su condicién de
pubertad). En el grupo HA encontramos dos fenotipos
de PCOS, el 68% de los animales HA ciclaban (el 80%
con ciclos irregulares) mientras que el 32% presentaban
fenotipo anovulatorio. Concluimos que la HA altero el
numero y extension del ciclo estral (Tabla 1).

Los grupos C y HA presentaron niveles similares de
colesterol circulante (Fig. 1a). Al analizar el colesterol
HDL y LDL se observo que en el grupo HA el HDL esta-
ba disminuido (Fig. 1b), p = 0.001, mientras que el LDL
incrementado (Fig. 1¢), p = 0.0001, con respecto a los
controles. El nivel sérico de TG estaba aumentado en el
grupo HA con respecto a C (Fig. 1d), p = 0.0001.

120 =

80 -

60 -

(mg/dl)

40 +

Colesterol total

20 -

Conirol H;—\
Tratamiento

60 -

50 -

40 +

30 -

20 -+

HDL-colesterol
(mg/dl)

10 A

Conirol HA
Tratamiento

70 = *kx
60
50 +
40 -
30 H
20 H
10 A

(mg/dl)

LDL-colesterol

Conirol H.A
Tratamiento

100 - ek

75

50 A

Triglicéridos
{(mg/dl)

25 o

L]

Cont'rol HA
Tratamiento

Fig. 1.— a) Niveles de colesterol total en suero de ratas Sprague-Dawley control (C) e hiperandrogenizadas prenatalmente
(HA). El colesterol se midi6 utilizando un kit de Wiener, USA. Cada columna representa la media + desviacion estandar
(n = 10). Los valores estan representados en mg/dl. Los resultados se analizaron por la prueba t-Student para valores no
pareados. Los valores no son significativos (p > 0.05). b) Niveles de colesterol HDL en suero de ratas C y HA. El colesterol
HDL se midio utilizando un kit de Wiener, USA. Cada columna representa la media + desviacion estandar (n = 10). Los
valores estan representados en mg/dl. Los resultados se analizaron por la prueba t-Student para valores no pareados,
a vs. b; p = 0.001. c) Niveles de colesterol LDL en suero de ratas Sprague-Dawley C y HA. El LDL colesterol se estimé
indirectamente con la formula LDL = colesterol total — HDL + triglicéridos/5. Cada columna representa la media + desvia-
cion estandar (n = 10). Los valores estan representados en mg/dl. Los resultados se analizaron por la prueba t-Student
para valores no pareados, a vs. b; p = 0.001. d) Niveles de triglicéridos en suero de ratas Sprague-Dawley C y HA. La
medicion se realizé usando un kit de Wiener, USA. Cada columna representa la media + desviacién estandar (n = 10).
Los valores estan representados en mg/dl. Los resultados se analizaron por la prueba t-Student para valores no pareados,

a vs. b; p = 0.0001.



392

Discusion

La dislipidemia y la insulino resistencia son dos agra-
vantes en el desarrollo de PCOS'3, pero a su vez el
hiperandrogenismo contribuye a la insulino resistencia
por alterar la funcionalidad del tejido adiposo'”. La insulino
resistencia determina el fenotipo PCOS e incrementa el
riesgo de enfermedades cardiovasculares'®?,

La relacion colesterol total/HDL, tanto como la de
LDL/HDL son conocidos como indices aterogénicos y de
riesgo cardiovascular?'. La obesidad, la hiperglucemia y
la insulino resistencia elevan los niveles de TG y es por
ello que la relacion TG/HDL se toma como marcador de
sindrome metabdlico?. En el presente trabajo de investi-
gacion encontramos dos fenotipos PCOS. Analizando el
fenotipo anovulatorio vemos que el mismo presentd mayor
relacion Colesterol total/HDL y TG/HDL con lo que podria-
mos sugerir que este fenotipo tendria un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular y del sindrome metabdlico.

Considerando que los animales de los grupos C y HA
presentaban a los 60 dias igual peso corporal, mientras que
los del grupo HA mostraron dislipidemia sérica, podemos
concluir que la concentracion de colesterol HDL y LDL y los
TG, y no el peso corporal, resultan ser buenos marcadores
del desarrollo de PCOS durante la vida adulta. Nuestros
resultados coinciden con los del grupo de Rizzo y col.?®
en la busqueda de marcadores de sindrome metabdlico
y riesgo cardiovascular en una poblacion determinada de
mujeres con PCOS y con aquellos autores que establecen
que el desbalance lipidico y no la obesidad seria un buen
marcador temprano de PCOS8. Estamos abocados al
estudio de la composicion de la grasa corporal y a nuevos
marcadores del sindrome de insulino resistencia asi como
la funcionalidad hepatica en el grupo HA.
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