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El sindrome de ovario poliquistico es una de las enfermedades endocrinas mas
frecuentes, afectando a un 5-10% de las mujeres en edad reproductiva. Los ovarios
poliquisticos estan aumentados de tamafio y se caracterizan por presentar una hiperplasia
hipervascularizada de las células de la teca, con una excesiva produccion de androgenos
secundaria a un aumento en la actividad esteroidogénica de estas células. Ademas, la
funcionalidad de las células de la granulosa de los ovarios poliquiticos esta alterada,
presentando una menor actividad apoptdtica, una tasa de proliferacion aumentada y una

mayor respuesta estrogénica a la estimulacion con gonadotropinas.

El resveratrol (3,5,4’-trihidroxistilbeno) es un polifenol natural, presente en uvas,
vinto tinto, nueces y diversas plantas medicinales, que presenta multiples propiedades
bioquimicas y fisioldgicas, tales como agente quimiopreventivo, antiinflamatorio y
antioxidante, asi como acciones cardio y neuroprotectoras. Esta fitoalexina ejerce efectos
antiproliferativos, proapoptdticos, antiangiogénicos y antiesteroidogénicos en diferentes
tipos celulares, por lo que podria tener potencial uso clinico en situaciones con
hiperplasia altamente vascularizada de las células de la teca, exceso de andrdgenos y

angiogénesis anormal, tal y como sucede en el sindrome de ovario poliquistico.
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1. SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

1.1. BASES HISTORICAS. DEFINICION.

En 1935, Irving Stein y Michael Leventhal publicaron el clédsico trabajo “Amenorrea
asociada a ovarios poliquisticos bilaterales”, en el que se describe un complejo
sindromico caracterizado por oligoamenorrea, esterilidad, obesidad e hirsutismo,
asociado a la presencia de ovarios con cambios morfologicos especificos: aumento de
tamafio, engrosamiento de la tinica albuginea y multiples microquistes situados
periféricamente en la zona subcortical (1). En 1949, en una reuniéon informal se utiliza
por primera el término sindrome de Stein y Leventhal, nombre con el que se le conoce

aun en nuestros dias.

Durante treinta afios estos criterios diagnosticos permanecen inalterables hasta que en
1965, Smith y col. pusieron de manifiesto en un estudio de 301 casos que los limites de
esta entidad no eran tan precisos, ya que hasta en un 40% de los casos el tamafio de los
ovarios era normal y el 46% no presentaba engrosamiento de la tunica albuginea (2). En
la década de los 70, Rebar y col. describen alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisario
en estas pacientes, lo que focalizdo el diagndstico de esta entidad en los criterios
endocrinoldgicos, tales como la presencia de niveles elevados de hormona luteinizante
(LH) junto a niveles bajos o normales de la hormona foliculoestimulante (FSH) (3). En
1980, Burghen y col. describieron por primera vez la relacion existente entre las
complicaciones a largo plazo y la resistencia insulinica (RI) presente en muchas pacientes

con sindrome de ovario poliquistico (SOP) (4).

El siguiente gran hito en la definicion del sindrome tuvo lugar con el uso del
ultrasonido para la descripcion de ovarios poliquisticos. Entre los primeros investigadores
se encontraban Swanson y col., que en 1981 describieron ovarios aumentados de tamafio
con foliculos de entre 2 y 6 mm de didmetro, aunque no describieron el numero de
foliculos ni las caracteristicas del estroma (5). En 1985, Adams y col. definieron los

ovarios poliquisticos como aquellos con 10 o mas foliculos de 2 a 8§ mm de didmetro
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observados en un solo plano, dispuestos periféricamente alrededor de un centro de
estroma denso (en collar de perlas) o dispersos por el estroma, aumentado en cantidad
(Fig. 1) (6). Estos criterios han jugado un papel muy importante en la definicion del SOP,
ya que han sido utilizados en estudios de screening ecografico para detectar ovarios

poliquisticos durante mas de veinte afios.

RIC 5-9H/GIN Ml 1.2 PROSALUD FETAL
4.2cm § 26Hz Tis 0.1

Vol 17.53cm®

Figura 1. Imagen ecografica de ovarios poliquisticos.

La gran cantidad de informacion existente requeria un consenso tanto para la
definiciéon como para los criterios diagnodsticos del SOP. De este modo, en 1990, en una
reunion de expertos llevada a cabo en el National Institute of Health and Human
Development (NICHD) en Bethesda (E.E.U.U), se defini6 al sindrome como la presencia
de hiperandrogenismo clinico (hirsutismo, acné y alopecia con patréon androgénico) y/o
bioquimico asociado a disfuncion menstrual (oligo/anovulacién) y la exclusion de otras
alteraciones hormonales, como la hiperprolactinemia, la hiperplasia suprarrenal congénita
no clasica, sindrome de Cushing y los tumores productores de androgenos (7). Esta
definicion no contemplaba en ningun momento los criterios ecograficos de los ovarios de
estas pacientes, aspecto que autores europeos como Balen han remarcado como de gran

interés (8).
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Aunque controvertidos, estos criterios sentaron las bases para la estadarizacion del
diagnostico del SOP. Durante la década de los noventa se publicaron numerosos trabajos
basados en dichos criterios, al mismo tiempo que se hacia necesario un nuevo consenso
que incluyera los criterios ecograficos en la definicion del sindrome. De este modo, en
mayo de 2003, en una reunidon de expertos que tiene lugar en Rotterdam, se establecen
unos nuevos criterios diagndsticos del SOP: presencia de oligo y/o anovulacion, signos
clinicos y/o bioquimicos de hiperandrogenismo y ovarios de apariencia ecografica
poliquistica (se exige la presencia de alguno de estos dos criterios: presencia de 12 o mas
foliculos de 2 a 9 mm de didmetro y volumen ovérico superior a 10 cm’). Se establecid
que la presencia de dos de los tres criterios establecidos seria suficiente para el
diagnodstico de SOP (9). De esta manera se afiadieron dos nuevos fenotipos del sindrome:
1) ovarios poliquisticos con exceso de androgenos y ausencia de disfuncion ovulatoria; y
2) ovarios poliquisticos con disfuncién ovulatoria y ausencia de exceso de andrégenos

(Tabla 1).

Criterios del NICHD 1. Oligoovulacién
2. Hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico
Criterios de Rotterdam 1. Oligo y/o anovulacién
2. Hiperandrogenismo clinico y/o bioquimico
3. Ovarios poliquisticos

Criterios de la AES 1. Hiperandrogenismo:
- Hirsutismo y/o hiperandrogenemia
2. Anomalia ovérica:

- Oligo-anovulacion y/u ovarios poliquisticos

Exclusion de otras patologias como la hiperprolactinemia, hiperplasia suprarrenal congénita y

tumores secretores de androgenos

Tabla 1. Criterios diagnodsticos del SOP. Segun los criterios del NICHD y AES, los puntos 1 y 2 deben
estar presentes para el diagnostico de SOP. Los criterios de Rotterdam requieren la presencia de 2 de los 3

puntos individuales. En todos los criterios es preciso descartar etiologias secundarias.
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A finales del afo 2006, la Androgen Excess Society (AES) definié unos nuevos
criterios para el diagnostico de SOP: presencia de hiperandrogenismo, definido por la
presencia de hirsutismo y/o hiperandrogenemia, junto con disfuncién ovulatoria, definida
por la existencia de oligoovulacion y/u ovarios poliquisticos, y la exclusion de patologias

secundarias (10).

1.2. PREVALENCIA

A pesar de que el SOP es considerado el trastorno endocrino més frecuente en
mujeres en edad reproductiva (10, 11), la estimacion de su prevalencia es muy variable
segun los distintos estudios publicados, encontrandose entre un 2.2% y un 26% (12-16).
Esta gran variabilidad se debe a la presencia de distintos factores. En primer lugar, la
utilizacion de los distintos criterios diagnodsticos comentados previamente en la
identificacion del sindrome induce diferencias notables en estudios de prevalencia. Asi
pues, distintos estudios han demostrado como la utilizacion de los criterios de Rotterdam
casi duplica la prevalencia observada con los criterios de la NICHD (17, 18), debido a la
inclusion de dos nuevos grupos fenotipicos, determinados por la presencia de ovarios
poliquisticos e hiperandrogenismo en mujeres con ciclos menstruales normales y ovarios

poliquisticos junto a anovulacioén en ausencia de exceso de androgenos.

A esto se une la gran diversidad étnica a la hora de valorar las distintas
manifestaciones clinicas de las pacientes con SOP (19). Previamente se ha demostrado
como la prevalencia del sindrome basado en criterios de NICHD es alrededor del 5-10%
en paises occidentales (12-15), mientras que Chen y col. demostraron que la prevalencia
de SOP en mujeres asiaticas es del 2.2% (20). Estas diferencias pueden ser explicadas
debido al bajo indice de hirsutismo observado en este grupo étnico, probablemente
debido a una actividad de la Sa-reductasa disminuida en el foliculo piloso (21). De modo
similar, Dunaif'y col. demostraron que la prevalencia de SOP entre las mujeres hipano-
caribefias era mayor comparada con las mujeres afroamericanas (22), posiblemente
influenciado por las mayores tasas de hirsutismo de las mujeres hispanas con respecto a

las no hispanas (23). Sin embargo, los estudios publicados no parecen demostrar
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diferencias en el grado de hirsutismo o prevalencia del sindrome entre mujeres de raza
blanca y negra (13, 14). Todo ello indica que se trata de un grupo heterogéneo de
pacientes, cuyas caracteristicas clinicas y metabolicas se van a ver fuertemente influidas

por el grupo étnico al que pertenecen.

1.3. ETIOLOGIA

A pesar de que las causas del SOP son todavia desconocidas, parece que el desarrollo
del sindrome viene condicionado por la interaccion entre la predisposicion genética y la
exposicion a distintos factores ambientales, tanto intra como extrauterinos, en este grupo

de mujeres.

1. Predisposicion genética

La teoria de susceptibilidad genética como causa de SOP se apoya en distintos
estudios basados en agregacion familiar, estudios de concordancia entre gemelos y
asociacion con otras enfermedades mendelianas. A pesar de la dificultad para llevar a
cabo un analisis de segregacion formal debido a la heterogeneidad del disefio de los
estudios, diferentes criterios diagnosticos utilizados y la dificultad para obtener
informacion fenotipica, la mayoria de los estudios publicados hasta el momento apuntan
a la presencia de un patréon de herencia autosomica dominante como modo de herencia
familiar ligado al sindrome (24-27). Ademas de existir una mayor prevalencia de
hiperandrogenismo, ovarios poliquisticos y, en menor grado, oligoamenorrea en parientes
de primer grado de pacientes con SOP (28, 29), existen estudios que demuestran una
mayor prevalencia de RI y sindrome metabodlico en parientes de primer grado de ambos
sexos de mujeres afectas, sugiriendo el caracter hereditario no sexo-especifico de los

principales rasgos asociados al sindrome (30, 31).

Ademas, estudios llevados a cabo en gemelos han revelado una mayor prevalencia
y penetrancia de los principales rasgos de SOP en gemelas monocigdticas que en

dicigoticas. Vink y col. demostraron que la semejanza de rasgos del sindrome en gemelas
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monocigoéticas era dos veces superior a la observada en gemelas dicigdticas (32),
mientras que Jahanfar y col. observaron una similitud en el perfil metabdlico y hormonal
y una gran discordancia en la presencia ecografica de ovarios poliquisticos entre gemelas,

siendo esta diferencia mayor en gemelas dicigbticas (29).

1. Factores ambientales

El incremento de SOP en poblaciones con un pool genético relativamente
constante confirma la hipdtesis de que existen factores ambientales capaces de
desencadenar el sindrome en individuos genéticamente susceptibles. Estudios previos en
animales han demostrado como la exposicion intrattero de fetos hembra a un exceso de
androgenos actia como factor de reprogramacion, desencadenando el desarrollo de
caracteristicas fenotipicas del SOP en la vida adulta (33, 34). En humanos, la prevalencia
de SOP es dos veces mayor en mujeres con bajo peso para la edad gestacional al
nacimiento comparado con aquellas con peso normal al nacer (35). Segin la linea
presentada en este trabajo, la presencia de distintos factores estresantes durante el
desarrollo fetal puede dar lugar a un crecimiento intrauterino retardado vy,
subsiguientemente, recién nacidas pequefias para su edad gestacional. En la adolescencia,
estas nifias tenderian a presentar distribucion grasa de distribucion centripeta, alteraciones
del metabolismo hidrocarbonado y sintomas asociados a SOP (36-38), mientras que ya en
la vida adulta presentarian riesgo elevado de desarrollar sindrome metabolico,
hipertension (HTA) y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (39, 40). Esta predisposicion
individual programada desde la etapa fetal a desarrollar SOP podria desencadenarse por
la presencia de factores externos tales como la adquisicion de una vida sedentaria y
trastornos en la dieta basados en una alimentacion rica en grasas saturadas y pobre en

hidratos de carbono.

La obesidad es uno de los factores mas importantes que pueden desencadenar o
exarcerbar muchas de las caracteristicas asociadas a SOP. Estudios en hermanas con SOP
han demostrado como existen diferencias de peso entre los distintos fenotipos del

sindrome: de este modo, las hermanas con hiperandrogenemia y ciclos irregulares tienen



INTRODUCCION

mayor peso que las que presentan hiperandrogenemia y ciclos regulares, mientras que las

hermanas sanas tienen menor peso que las hermanas afectas (41).

Ademas, distintos estudios han demostrado como determinados agentes
infecciosos pueden producir una inflamacidn subclinica crénica y contribuir de este modo
a la consecucidon de procesos patogénicos involucrados en el desajuste hormonal y
metabolico de mujeres con SOP. Morin-Papunen y col.demostraron que aquellas mujeres
afectas de SOP presentaban mayor cantidad de anticuerpos anti-Chlamydia pneumoniae y
Chlamydia trachomatis junto con valores elevados de proteina C reactiva (CRP) que las
mujeres sanas (42), insistiendo en el potencial efecto de los agentes infecciosos en
desencadenar el desarrollo del sindrome al aumentar el grado de inflamacion crénica, que

ya de base esté elevado en estas pacientes.

En resumen, podemos concluir diciendo que el SOP se trata de una entidad
compleja de herencia poligénica que se ve influida por la presencia de distintos factores

ambientales.

1.4. FISIOPATOLOGIA

Al igual que la definicién de ovario poliquistico ha ido cambiando a lo largo del
tiempo, las bases fisiopatoldgicas implicadas también se han ido modificando con los
nuevos conocimientos sobre la regulacion de la funciéon ovarica. A continuacion se

expone la fisiopatologia del SOP ordenada por los diferentes sistemas alterados:

1.4.1. Sistema hipotalamo-hipofisario-gonadal (HHG)

Las mujeres con SOP presentan una secrecion de gonadotropinas inadecuada
caracterizada por concentraciones séricas elevadas de LH, aumento de la frecuencia y
amplitud del pulso de LH y aumento del cociente LH/FSH (3, 43), contribuyendo de este

modo a una excesiva estimulacion del ovario en estas mujeres. Esta alteracion
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neuroendocrina es un rasgo tipico del sindrome, presentando una prevalencia que oscila
en el rango del 30% al 90 %, en funcion del momento en que se realiza la extraccion de la

muestra sanguinea en relacion a la tltima menstruacion (44-46).

La disfuncion del eje HHG en el SOP se inicia en etapas tempranas del desarrollo,
habiéndose demostrado una secrecion andémala de LH en adolescentes con
hiperandrogenemia antes y después de la menarquia. Mientras que el mecanismo
responsable de este aumento en la secrecion de LH permanece desconocido, actualmente
se considera que podrian estar implicadas tanto una mayor respuesta hipofisaria a la
GnRH asi como alteraciones en el feedback negativo inducido por hormonas esteroideas

(47).

En primer lugar, la actividad incrementada del generador de pulsos de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) a nivel hipotaldmico parece jugar un papel clave en
la secrecion andmala de LH. Estudios en roedores han demostrado un aumento en la
expresion génica de LHf en respuesta a la liberacion rapida de GnRH (48, 49). Estos
hallazgos han sido confirmados en estudios con humanos, donde se ha visto como la
persistencia de rapidas frecuencias en el pulso de GnRH eleva las concentraciones
plasmaticas de LH y disminuye las de FSH (50, 51), sugiriendo una mayor sensibilidad

hipofisaria al estimulo con GnRH en las mujeres con SOP.

Otra alteracion neuroendocrina que justifica el aumento de la secrecion hipofisaria
de LH en respuesta a la liberacion de GnRH en mujeres con SOP es la reduccion del
feedback negativo inducido por las hormonas sexuales. Pastor y col. demostraron no s6lo
que el estradiol y la progesterona pueden inhibir la actividad del pulso generador de
GnRH, sino que ademas, existe una insensibilidad hipotalamica a la inhibicién inducida
principalmente por progesterona en las mujeres con SOP (52). Otro factor que puede
regular la actividad del pulso generador de GnRH es la hiperandrogenemia, habiéndose
demostrado que los andrégenos pueden contribuir indirectamente en un aumento de la
actividad del pulso de GnRH, aumentando la insensibilidad del mismo a la inhibicién

inducida por los esteroides ovaricos en mujeres con SOP (53). Por tanto, una
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insensibilidad del generador del pulso de GnRH al feedback negativo inducido por las
hormonas sexuales de origen ovarico puede ser la responsable del incremento de la

frecuencia del pulso de LH observado en mujeres con SOP.

R ppp—— > HIPOTALAMO

Retroaccion
negativa

T Frecuencia pulsos
disminuida

de GnRH

1‘ Senbilidad hipofisaria

ala GnRH B
v Retroaccién
negativa

HIPOFISIS e L L L L DL .
Inhibe la secrecién :
de la GnRH |
1 4 1
! TSecrecién de LH :
: FSH=/|, |
— Inhibe la capacidad
Andrégenos 1A de respuesta a la GnRH
Estrégenos 0
Progesterona OVARIO

____________ Esteroidessexuales |
'TAndrégenos

Figura 2. Regulacion hormonal eje hipotalamo-hipofisario-gonadal en pacientes con SOP. En estas
pacientes existe un aumento en el generador de pulsos GnRH a nivel hipotalamico junto a una mayor
sensibilidad hipofisaria a esta hormona, resultando en una mayor secrecion de LH con niveles de FSH
normales o relativamente bajos. Ademas, existe una reduccion del feedback negativo inducido por las

hormonas sexuales, aumentando de esta manera la secrecion de LH.

La secrecion de LH se ve modificada de modo inversamente proporcional por el
indice de masa corporal en mujeres con SOP (54). Estudios previos han demostrado
como las mujeres obesas con SOP tienen reducida la amplitud del pulso de LH sin
modificaciones en la frecuencia del mismo en comparacion con las mujeres delgadas con
el sindrome, sugiriendo que el efecto de la obesidad en la secrecion de LH es mediado a

nivel hipofisario y no hipotalamico en mujeres con SOP (44-46).
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Por ultimo, los niveles relativamente reducidos de FSH (en relacion a los de LH)
son los responsables de un elevado cociente LH/FSH, y puede tener un papel indirecto en
la hiperandrogenemia de las mujeres con SOP. Los relativos bajos niveles de FSH
disminuyen la estimulacion de la aromatasa, decreciendo de este modo la conversion de
androgenos en estrogenos y agravando, por tanto, el exceso androgenico de estas

pacientes.

1.4.2. Nivel ovarico

En mujeres con SOP, los ovarios son los responsables del 60% de la produccioén
androgénica, mientras que las glandulas adrenales contribuyen en un 40% (55).
Previamente se ha demostrado que las mujeres con SOP con bloqueo suprarrenal con
dexametasona mostraron concentraciones superiores a las de las mujeres normales,

sugiriendo un exceso de produccion ovarica de androgenos (56).

1.4.2.1. Hiperproduccion androgénica en SOP

La cantidad total de androgenos producida en el ovario viene determinada por dos
factores principales: el nimero total de células teca intersticiales (TI) presentes en el

ovario y por la capacidad esteroidogénica de cada una de ellas.

a) Proliferacién excesiva de las células TI

Los ovarios poliquisticos, a diferencia de los normales, presentan gran nimero de
foliculos preantrales (2-8 mm de diametro) dispuestos entorno al estroma ovdarico en
forma de “collar de perlas”. La mayoria de estos foliculos presentan un estrato de células
de la teca interna hipertrofiada, en el que puede distinguirse la presencia de mas de 3-5
capas de células productoras de androgenos, a diferencia de lo que ocurre en mujeres

normales.

12
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La proliferacion de las células de la teca esta regulada por distintos mecanismos.
En primer lugar, la exposicion de estas células a LH o hCG se traduce en un aumento en
el nimero de células de la teca interna. Ademas, el factor de crecimiento IGF-1 y la
insulina, ambos elevados en mujeres con SOP, no sélo inducen la proliferacion de las
células TI del ovario (57), sino que también previenen la entrada de dichas células en
apoptosis (58). Otros factores de crecimiento intraovaricos, tales como activina, factor de
crecimiento epidérmico, TNF-a o TGF-a juegan también un papel muy importante en la

regulacion de la proliferacion de las células de la teca.

b) Produccion androgénica excesiva en células TI

Las mujeres con SOP se caracterizan por presentar una excesiva produccioén
ovarica de androgenos, causada por una elevada secrecion de LH y un incremento en la
respuesta de las células de la teca a la estimulacion con gonadotropinas. Previamente se
ha demostrado como las mujeres con SOP producen una mayor cantidad de andrégenos
que las mujeres normales en respuesta a la administracion de gonadotropina coridnica

humana (hCG) (59) y hormona luteinizante (LH) (60).

Ademas, Gilling-Smith et al. demostré como, tras la supresion de LH sérica
mediante la administracion de agonistas de la GnRH, la producciéon ovarica de
andrégenos era mayor en mujeres con SOP que en el grupo control (61), indicando la
presencia de otros factores, intrinsecos o extrinsecos, relevantes en la regulacion de la
hiperproduccion androgénica de estas pacientes. Para esclarecer esta situacion, Nelson y
col. cultivaron a largo plazo células de la teca de pacientes con SOP, demostrando que la
esteroidogénesis excesiva en las células de la teca se mantenia tras sucesivos pases de
cultivo y, por tanto, confirmando el “defecto intrinseco” en la actividad esteroidogénica
de las células de la teca de los ovarios poliquisticos responsables de la produccion

excesiva de androgenos (62).
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1.4.2.2. Alteracion en la maquinaria enzimatica en las células de la teca

Este aumento del potencial esteroidogénico de las células de la teca en SOP se
debe a un aumento de la expresion y actividad de las enzimas P450ssc (enzima de la
escision de la cadena lateral del colesterol), codificada por el gen CYPI1A41, 3-B-HSD
tipo II (3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo II), codificada por el gen HSD3B2
(Hsd3b1 codifica 3-B-HSD tipo I, isoforma predominante en la rata), y P450c17a (17a-
hidroxilasa/17,20 desmolasa), codificada por el gen CYP17A1 (62, 63). En cambio, no se
han observado diferencias en cuanto a la cantidad de mRNA y la actividad
transcripcional del promotor de la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda

(StAR) en células de la teca de mujeres con SOP con respecto a mujeres normales (63,

64).

Los primeros estudios moleculares llevados a cabo para estudiar la
esteroidogéneis en el SOP se centraron en la enzima P450c17a, considerada la enzima
limitante de la biosintesis de androgenos. Esta enzima lleva a cabo dos funciones: en
primer lugar la actividad hidroxilasa cataliza la 17a-hidroxilacion de la pregnenolona y
progesterona, y posteriormente la actividad 17,20 desmolasa rompe el enlace entre C17-
C20 de la 17a-hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona para formar DHEA vy
androstendiona, respectivamente (Fig.3). Las actividades cataliticas de P450cl7a
dependen de la donacion de electrones de NADPH mediante la accion de una

flavoproteina unida a membrana denominada P450 oxidorreductasa (POR) (65).

La regulacion de la expresion génica de CYPI17A41 en células de la teca de mujeres
SOP tiene lugar a distintos niveles. A nivel transcripcional, estudios de microarrays de
DNA han demostrado como la expresion del promotor del gen CYPI7A41 es tres veces
mayor en células de la teca de mujeres con SOP que en mujeres sanas (66). Una
secuencia de 16 pares de bases (pb: -174 a -158) en este promotor es la responsable de la
regulacion de su funcién en el SOP, siendo modulado por la interaccion de distintos
factores nucleares (67). De este modo, el factor nuclar 1C (NF-1C), que inhibe la funcién

del promotor, estd disminuido mientras que otros factores de transcripcion estimuladores
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del promotor, tales como GATAG y retinoides estan sobreexpresados en células de la teca
en el SOP (67-69). A nivel post-transcripcional, estudios moleculares han demostrado
como la vida media del mRNA de CYPI7A41 en el SOP es el doble que en condiciones
normales, produciéndose un aumento de la acumulacion de mRNA de CYPI741 y

subsiguientemente, un aumento en la produccion enzimatica en estas mujeres (70, 71).

COLESTEROL DHEA-S
A
P450scc Sulfoquinasa
17a- 17,20
\ 4 hidroxilasa 17a-OH desmolasa 17HSD3
Pregnenolona > DHEA 3 Androstendiol
Pregnenolona
3B-HSD 3B-HSD 3B-HSD 3B-HSD
NA 17a- A\ 4 17,20 v NA
hidroxilasa _ desmolasa 17HSD3
17a-OH .
Progesterona > > Androstendiona =2 Testosterona
Progesterona
21-hidroxilasa 21-hidroxilasa Aromatasa Aromatasa
y y
¥ . y 17HSD3 [V
Desoxicorticosterona 11-desoxicortisol Estrona > Estradiol
11B-hidroxilasa 11B-hidroxilasa
v L
Corticosterona Cortisol
P450aldo
\ 4

Aldosterona

Figura 3. Enzimas implicadas en la esteroidogénesis ovarica y suprarrenal. La pregnenolona se convierte
en androstenediol a través de la via esteroidea A-5, en progesterona a través de la 3p-HSD, y en
testosterona a través de la via esteroidea A-4. Las células de la teca expresan StAR, proteina que se encarga
del transporte del colesterol a la membrana mitocondrial interna. Aqui su conversion a pregnenolona esta
catalizada por la proteina P450scc. Posteriormente, la enzima P450c17, convierte a la pregnenolona en
170-hidroxipregnenolona y DHEA (via esteroidea A-5, predominante en la glandula suprarrenal) y a la
progesterona en 17o-hidroxiprogesterona y androstendiona (via esteroidea A-4, predominante en el ovario).
La expresion de CYP114, CYP17 y HSD3B2 esta aumentada en células de la teca de mujeres con SOP.
Adaptado de referencia (68).
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Posteriormente, los estudios se centraron en CYP11A1, demostrando que, al igual
que ocurre con CYPI7A41, la cantidad de mRNA de CYPIIAI basal y estimulada, la
estabilidad del mRNA vy la actividad del promotor del gen estan aumentados en cultivos
prolongados de células de la teca provinientes de mujeres con SOP comparado con
células de la teca de ovarios normales. También se observo que el area de union del
factor nuclear 1C2 (factor de transcripcion) al promotor de CYP11AI estaba alterada en
células de la teca de mujeres con SOP. Por tanto, podemos concluir diciendo que las
células tecales en el SOP sobreexpresan CYPI/1A1 debido a una combinacién de un

aumento en la actividad del promotor junto con un aumento en la vida media de mRNA

de dicho gen (72).

1.4.2.3. Metabolismo androgénico anormal en SOP

El ovario normal metaboliza la mayor parte de la androstendiona producida en las
células de la teca, transformandola en estrona y estradiol en las células de la granulosa.
Sin embargo, los ovarios poliquisticos presentan foliculos preantrales detenidos en su
desarrollo, que producen cantidades mucho mas bajas de aromatasa que las producidas
por el foliculo dominante en el ovario normal, dando lugar a una acumulacion de

androstendiona (73).

Los foliculos preantrales, ya sean de ovarios poliquisticos o normales, se
caracterizan por expresar ambas isoformas del enzima So-reductasa, aunque la isoforma
tipo 1 es la predominante en el tracto reproductivo femenino (74). Aproximadamente en
el momento en el que las células de la granulosa empiezan a expresar la aromatasa, la
expresion de la Sa-reductasa empieza a decrecer hasta niveles indetectables. Es justo en
este momento cuando el desarrollo folicular en mujeres con SOP se detiene,
traduciéndose en una actividad elevada de la Sa-reductasa y en niveles elevados de
andrégenos Sa-reducidos [Sa-androsten-3, 17-diona (50-A4); Sa-dihidrotestosterona

(DHT)] tanto en liquido folicular como en suero de pacientes con SOP (75) (Fig.4).
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Figura 4. Capacidad esteroidogénica de las células de la teca y granulosa en los ovarios poliquisticos. La
hormona luteinizante (LH) estimula la expresion de CYP11A, CYP17 y HSD3B2 en las células de la teca
por un mecanismo mediado por AMPc. Las células de la teca expresan poca 17B-HSD y, por tanto,
producen poca testosterona. En el ovario normal, la androstendiona es trasportada a las células de la
granulosa, donde se transforma en estradiol. En cambio, en los ovarios poliquisticos, la androstendiona se
transforma en testosterona, Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT) y Sa-androsten-3,17-diona (Sa-A4),

induciendo un bloqueo de la actividad de la aromatasa. Adaptado de referencia (76).

Aunque la concentracion de Sa-A4 en foliculos normales en desarrollo tiene poco
efecto, las concentraciones presentes en el liquido folicular de los ovarios poliquisticos es
lo suficientemente elevada como para suprimir la actividad de la aromatasa de modo
competitivo, contribuyendo de esta manera al bloqueo del desarrollo del foliculo
dominante en pacientes con SOP. Ademas, la DHT contribuye al bloqueo folicular
inhibiendo la proliferacion de las células de la granulosa mediada por la accion de la FSH

(77, 78).
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1.4.2.4. Disfuncion ovulatoria

El inicio y desarrollo de las etapas precoces de la foliculogénesis se lleva a cabo
en ausencia de gonadotropinas, mientras que las etapas tardias, asi como la seleccion de
la cohorte y el reclutamiento ciclico de foliculos desde la fase antral, estd notablemente
regulada por la actividad de la FSH (79). Se ha postulado que la disfuncién ovulatoria
presente en el SOP puede deberse a una alteracion en la secrecion de FSH (Fig. 5). De
hecho, las mujeres con SOP se caracterizan por la presencia de niveles de FSH en el
rango normal-ligeramente disminuido y un cociente LH/FSH elevado. Sin embargo, las
células de la granulosa de las mujeres con SOP expresan una mayor uniéon a FSH y son
altamente sensibles a la administracion de FSH, tanto in vitro como in vivo (80). Estos
hallazgos han sido confirmados por ensayos clinicos en los que se ha visto como las
pacientes con SOP que llevaron a cabo una estimulacion ovarica con FSH exdgena
respondieron con mayores niveles de estradiol que las mujeres sanas (81, 82). En cambio,
este aumento en la cifra de estradiol no se mantuvo en el tiempo en mujeres con SOP,
mientras que en ovarios normales los niveles de estradiol persistieron durante 24 horas
después del pico. Estos hallazgos sugieren la posibilidad de un defecto en actividad de la

aromatasa (83).

Se ha postulado que la disfuncion ovulatoria observada en el SOP puede ser
debida al aumento en los niveles séricos de LH que tiene lugar en dicho sindrome (44).
En un estudio llevado a cabo en células de la granulosa proveniente de foliculos de
ovarios poliquisticos y normal, se evaluaron los niveles de progesterona como
marcadores de luteinizacion. Se observd que la produccion de progesterona era evidente
en células de la granulosa de ovarios normales en foliculos mayores a 10 mm, mientras
que la produccion de esta hormona en ovarios poliquisticos era ya evidente en foliculos
de 4 mm, indicando la presencia de luteinizacion prematura (84). Teniendo en cuenta que
durante la foliculogénesis espontanea el cese del crecimiento de las células de la
granulosa ocurre inmediantemente después a la luteinizacion, los hallazgos anteriormente

descritos podrian explicar el fallo de crecimiento folicular presente en el SOP. Ademas,
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se ha descrito una sobreexpresion del receptor de LH en células de la granulosa de SOP

comparado con ovarios normales (85), lo que reforzaria la teoria anteriormente expuesta.

Atresi
resia FSH FSH/LH
NORMAL @ _—
Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
primordial primario preantral preovulatorio
Atresia
(o) ;
(oY
sop c%%%? R —
(Anov) Cal
FSH, LH
Insulina, AMH
Foliculo Foliculo Foliculo
primordial primario preantral

Figura 5. Diferencias en la foliculogénesis de ovarios normales y poliquisticos de mujeres anovuladoras
[SOP (Anov)]. En el ovario normal, los foliculos crecen hasta el estadio de foliculo primario, durante el
cual muchos sufren atresia. A continuacion, bajo la influencia de la FSH, se producira la seleccion folicular
al adquirir los receptores de LH, produciéndose el proceso de diferenciacion. En los ovarios poliquisticos
de mujeres anovuladoras, los altos niveles de AMH inhiben el crecimiento folicular. Ademas la insulina
senbiliza a las células de la granulosa a la accion de la LH, induciendo una luteinizacion precoz y, por tanto,

un cese precoz del crecimiento folicular. Adaptado de referencia (86).

La mejora de la sensibilidad a la insulina secundaria a la pérdida de peso en
pacientes obesas con SOP se traduce en una restauracion de los ciclos ovulatorios,
indicando la estrecha relacion existente entre la anovulacion y la resistencia a la insulina
(87). Willis y col. observaron que la insulina induce un bloqueo en el crecimiento
folicular en el SOP como consecuencia de la luteinizacién prematura (84). La insulina
sensibiliza prematuramente a las células de la granulosa frente a los efectos de la LH, de

modo que son capaces de responder a la LH en foliculos de tan solo 4 mm proveniente de
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mujeres hiperinsulinémicas con SOP. Por tanto, la hiperinsulinemia secundaria a la RI
observada en algunas de estas pacientes podria inducir un bloqueo en la foliculogénesis

secundario a la luteinizacidon prematura (86).

La hormona anti-miilleriana (anti-miillerian hormone, AMH), también llamada
sustancia inhibidora miilleriana (MIS), es producida por las células de la granulosa de los
foliculos preantrales y antrales de pequeflo tamafio. Esta proteina, cuya expresion
aumenta a lo largo del desarrollo folicular y disminuye tras la seleccion folicular para la
dominancia, se considera en la actualidad un marcador de reserva ovdrica tanto en
mujeres normales como en SOP (88). Estudios basados en modelos animales han puesto
de manifiesto como la AMH interfiere en el crecimiento folicular temprano en el ovario
mediante la inhibicién del reclutamiento de foliculos primordiales, disminucion de la
sensibilidad de los foliculos a la FSH e inhibicién de la expresion de la aromatasa
inducida por FSH y LH en las células de la granulosa reduciendo, por tanto, la

produccion de estradiol (89) (Fig.6).

Esta capacidad de la AMH para alterar el crecimiento folicular en sus fases
tempranas podria explicar el bloqueo en la maduracion folicular observado en pacientes
con SOP. De hecho, Fallat y col. demostraron que los niveles séricos de AMH en
mujeres con SOP eran dos a tres veces mas elevados que en mujeres con ovarios
normales (90). Ademas, la produccion de AMH en mujeres anovuladoras con SOP
comparado con las mujeres normales era mayor, tanto en liquido folicular como
cuantificado por célula de la granulosa, demostrando que el aumento en la produccion de
AMH en estas pacientes no solo se debe a un aumento en el nimero de foliculos, sino

también a un aumento en la produccion individual de hormona por foliculo.
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¢' Sensibilidad a la FSH

{ Reclutamiento FSH FSH { Seleccién para
F. Primordiales dominancia

PRIMORDIAL PRIMARIO PREANTRAL ANTRAL

Figura 6. Funciones de la hormona AMH en la regulacion de la foliculogénesis. La secrecion de AMH
inhibe el reclutamiento de foliculos primordiales, disminuye la senbilidad a la FSH e inhibe la expresion de

la aromatasa. A, = Androgenos. E, = Estrogenos. Adaptado de referencia (91).

Varios estudios han demostrado que existe una correlacion entre los niveles
séricos de AMH vy la severidad de los rasgos diagnosticos de SOP: hiperandrogenismo,
oligoanovulacién y morfologia ovarica poliquistica (92, 93). Ademas los niveles de AMH
estdn negativamente correlacionados con la edad, IMC, existiendo una correlacién
positiva entre los niveles d¢ AMH y los niveles de LH, andrégenos, nimero de foliculos
y volumen ovdrico (94). Existe un descenso en los niveles de AMH en respuesta al
tratamiento inductor de la ovulacion, observando que aquellas mujeres con los niveles
mas elevados tienen los peores resultados y presentan mayor resistencia al tratamiento

(95, 96).
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1.4.3. Nivel suprarrenal

Ademas del hiperandrogenismo de origen ovarico, aproximadamente el 20-60%
de las mujeres con SOP tienen también un exceso de produccion de andrégenos de origen
suprarrenal que se extiende hasta etapas tardias de su edad reproductiva, caracterizado
por niveles elevados de sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S), siendo ésta la
forma sulfatada de la DHEA vy principal andrégeno secretado por la glandula suprrarrenal
(97-99). Aunque el mecanismo exacto de dicha hipersecrecion es desconocido, en la
actualidad se piensa que la combinacion de factores intrinsecos y extrinsecos a la

glandula pudiera estar implicada.

Aunque las mujeres con SOP se caracterizan por presentar niveles de
adrenocorticotropina (ACTH) en el rango normal, existe una respuesta inapropiadamente
alta de la glandula suprarrenal a las pruebas de estimulaciéon con ACTH (100, 101).
Ademas, se han propuesto algunos polimorfismos o mutaciones en los genes que
codifican las enzimas implicadas en la esteroidogenésis como responsables de la
hipersecrecion de androgenos de origen suprarrenal, pero tan solo el aumento en la

actividad de P450c17 parece jugar un papel relevante (102, 103).

El exceso de produccion de andrégenos puede deberse a la presencia de
determinados factores externos, tales como los andrégenos ovaricos y la insulina. De
hecho, la admnistracion in vivo de testosterona en mujeres ooforectomizadas resulta en
un cociente DHEAS/DHEA elevado, sugiriendo que la testosterona podria aumentar la

sulfatacion de DHEA en estas mujeres (104).

1.4.4. Resistencia insulinica - Hiperinsulinemia

La RI se define como la alteracion de la respuesta tisular a la accion de la insulina,
produciéndose una menor captacion de glucosa en diferentes organos, siendo los mas
importantes el musculo, el higado y el tejido adiposo. La presencia de RI en mujeres con

SOP fue descrita por primera vez en 1980 por Burguen (4) siendo su prevalencia
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aproximadamente del 50% en mujeres con SOP (105, 106). Dunaif'y col demostraron que
las mujeres obesas con SOP eran mas insulin-resistentes que las delgadas y que, a su vez,
las mujeres con SOP lo eran mas que las mujeres sanas independientemente de su peso
(107). Estos hallazgos sugieren que la presencia de RI en SOP es independiente de la
obesidad, pero que puede agravarse por la presencia de la misma. El mecanismo por el

cual la RI aparece en SOP todavia permanece desconocido.

En los ultimos anos, se¢ han llevado a cabo numerosos estudios in vitro
encaminados a demostrar posibles alteraciones a nivel del receptor de insulina y posterior
transduccion de sefial. El receptor de insulina es un heterotetrdmero compuesto por dos
dimeros o,p- unidos entre si por puentes disulfuro y forma parte de la familia de
receptores de factor de crecimiento. La subunidad o es extracelular y contiene el dominio
de union a ligando mientras que la subunidad 3 atraviesa la membrana celular y posee un
dominio citosolico con actividad tirosina quinasa intrinseca, que se activa mediante
fosforilacion especifica de los residuos de tirosina tras la unioén del ligando al receptor.
Esta activacion de la actividad tirosina quinasa intrinseca induce la fosforilacion
intracelular de los sustratos del receptor de insulina tipos 1 y 2 (IRS 1-2), que uniéndose a
distintas moléculas dardn lugar a la consecucion de las sefiales de transduccion,
induciendo una serie de reacciones en cascada que provocaran, finalmente, las diferentes

acciones de la insulina (108) (Fig. 7).

Estudios in vitro en adipocitos humanos han demostrado que no hay diferencias
en el nimero y/o afinidad de los receptores de insulina entre las mujeres con SOP y el
grupo control (109-111). No obstante, las tasas de transporte de glucosa, transportadores
de glucosa GLUT4 e inhibicién de la lipolisis fueron significativamente menores en
adipocitos de mujeres con SOP que en mujeres normales, sugiriendo la existencia de un
posible defecto a nivel post-receptor. Dunaif y col. observaron que el 50% de las
pacientes con SOP presentaba un aumento en la fosforilacion de los residuos serina del
receptor de insulina, dando lugar a una inhibicion de la actividad tirosina quinasa del
receptor y, por tanto, a una disminucioén de las acciones biologicas de la insulina (112).

En cambio los fibroblastos del 50% restante de mujeres estudiadas no presentaban dicha
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alteracion a pesar de presentar resistencia insulinica, sugiriendo la existencia de alguna
otra alteracion en la cascada de transduccion de senales. Finalmente, estudios llevados a
cabo en biopsias de musculo esquelético demostraron una interaccion anémala entre IRS-
1 con la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (113). Todos estos estudios confirman la
existencia de alteraciones en la cascada de transduccion de sefiales del receptor de

insulina y que estos defectos pueden ser tejido-especificos.

RECEPTOR DE
INSULINA

Figura 7. Mecanismos moleculares de la resistencia insulinica en SOP. Existe un defecto a nivel post-
receptor responsable de la disminucion en la sensibilidad a la insulina en los tejidos diana. Este defecto es
debido a un aumento en la fosforilacion de los residuos serina del receptor de insulina e IRS-1, dando lugar
a una inhibicion de la actividad tirosina quinasa del receptor y, por tanto, a una disminucion de las acciones
biologicas de la insulina. TNF-a y la PKC estan implicados en la fosforilacion de residuos de serina tanto
del receptor de insulina como de IRS-1, mientras que PC-1 inhibe la actividad tirosina quinasa del receptor
de insulina indepedientemente de la fosforilacion de residuos de serina del receptor. Adaptado de referencia
(114).
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Se ha sugerido que la proteina quinasa C (PKC) podria ser un candidato para
explicar la fosforilacion de residuos de serina tanto del receptor de insulina como de IRS-
1 (115, 116). Posteriormente se describio la presencia de otros factores extrinsecos que
podrian interactuar con proteinas clave en la cascada de transduccion inducida por la
insulina. El factor de diferenciaciéon de célula plasmatica (PC-1) inhibe la actividad
tirosina quinasa del receptor de insulina indepedientemente de la fosforilacion de
residuos de serina del receptor (117). Por su parte, el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-
a) induce RI mediante la fosforilacion de serina de IRS-1, inhibiendo subsiguientemente

la propagacion de la sefial (118) (Fig. 7).

Independientemente del origen de la RI, se produce una respuesta compensadora
pancreatica dando lugar a la aparicion de un hiperinsulinismo secundario que, a su vez, es
agravado por la presencia de un menor aclaramiento hepatico de insulina (119). Este
exceso de insulina, ademds de actuar en sus organos diana, puede afectar a diferentes

glandulas y, por tanto, contribuir a la patogénesis del hiperandrogenismo en SOP.

1.4.4.1. Efecto de la insulina a nivel ovarico

La insulina estimula la sintesis de androgenos, tanto basal como la estimulada por
LH, en las células de la teca de mujeres con SOP (120, 121). Aunque pueden mediar sus
efectos a través del receptor del factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1), la insulina
también estimula la esteroidogénesis actuando directamente a través de su propio

receptor, tanto en células de la teca como en células de la granulosa (122-124).

Estudios in vitro han demostrado como la insulina estimula la esteroidogénesis en
las células de la teca mediente distintos mecanismos. En primer lugar, la insulina induce
un efecto proliferativo (125) y antiapoptotico (126) en células tecales, aumentado asi la
proporcion de células con potencial esteroidogénico. Ademds, aumenta la capacidad
esteroidogénica de cada célula individual induciendo la actividad de las principales
proteinas y enzimas que intervienen en la biosintesis de andrégenos, tales como StAR

(127), P450scc (128), 3B-HSD (129) y P450c17a (123). Por ultimo, estudios basados en
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células de rata observaron que la insulina aumenta la expresion de los receptores de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en células de la teca, aumentando de este modo la

concentracion intracelular de colesterol y favoreciendo asi la biosintesis de androgenos
(130) (Fig. 8).

TAmpIitud del pulso de LH
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Figura 8. Diferentes mecanismos implicados en la patogénesis del SOP. En mujeres con SOP existe un
aumento en la amplitud del pulso de LH y una mayor actividad del eje HHS, dando lugar a una mayor
produccion de andrégenos por parte del ovario y glandula suprarrenal. Ademas, la hiperinsulinemia
secundaria a la resistencia insulinica contribuye a esta hiperandrogenemia y esta estrechamente ligada con

el desarrollo de obesidad, DMT2 y ECV en estas pacientes. Eje HHS: Hipotalamo-hipofisario-suprarrenal.

ECV: enfermedad cardiovascular.
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En las células de la granulosa, la insulina estimula la produccion de progesterona
y estradiol tanto basal como en respuesta a FSH y LH, ademés de aumentar la actividad
de aromatasa, paso crucial para la formacién de estrogenos a partir de los andréogenos
producidos en las células de la teca. Poretsky ha hablado asi de una acciéon gonadotropa
de la insulina (131). Ademads, Kayampilly y col. han demostrado que la insulina estimula
tanto la expresion como la actividad catalitica de la enzima Soa-reductasa tipo 1 en células

de la granulosa de rata y humanas (132).

1.4.4.2. Efecto de la insulina a nivel hepatico

Estudios in vitro han demostrado como la insulina inhibe la sintesis hepatica de
hormona trasportadora de esteroides sexuales (SHBG) (133). Estudios in vivo han
confirmando estos resultados, confirmando que la insulina inhibe la produccion hepatica
de SHBG, provocando concentraciones elevadas de testosterona libre debido a una

reduccioén en la tasa de union de la hormona a su proteina trasportadora (134).

Los niveles elevados de insulina también inhiben la secreciéon hepatica de la
proteina de union al IGF-I (IGFBP-I), dando lugar a un aumento en la biodisponibilidad
tanto de IGF-1 como de IGF-2, que son importantes reguladores de la maduracion

folicular ovarica y de la esteroidogénesis (135-137).

1.4.4.3. Efecto de la insulina a nivel del eje hipotalamo-hipofisario

En la actualidad, la relacion existente entre los niveles de insulina y su interaccién
con las gonadotropinas es controvertida. Estudios in vitro han demostrado como la
insulina estimula la actividad del promotor de la GnRH en un modelo animal de células
hipotalamicas (138), asi como la expresion de mRNA de FSH y LH basal y estimulada
por GnRH en células hipofisarias de rata (139). Estos resultados sugieren que los niveles
elevados de insulina podrian alterar la regulacion del eje hipotdlamo-hipofisario y elevar

los niveles de LH, contribuyendo, por tanto, a la hiperandrogenemia asociada a SOP.
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No obstante, estos resultados no se correlacionan con los observados en estudios
in vivo. En primer lugar, la administracion de insulina exdgena en mujeres con SOP no
alter6 la secrecion de LH. Ademads, el tratamiento de este grupo de mujeres con
metformina no disminuyd la frecuencia del pulso de LH a pesar de inducir una mejora en
los niveles de insulina (140). Estos hallazgos indican que la hiperinsulinemia asociada a

SOP no induce, al menos directamente, anormalidades neuroendocrinas.

1.4.4.4. Efecto de la insulina a nivel suprarrenal

La asociacion entre la insulina y sintesis de androgénos en la glandula suprarrenal
es controvertida. Mientras que algunos estudios in vitro han demostrado un efecto
estimulador de la insulina en la produccion esteroidea adrenal (141), otros han
demostrado efectos inhibidores (142). Por su parte, un gran numero de estudios in vivo
han observado no sélo una estimulacién de la sintesis de andrégenos en la glandula
suprarrenal por parte de la insulina (143-145), sino también una disminucién de los
niveles de andrégenos de origen adrenal en mujeres con SOP tras la normalizacion de los
niveles de insulina con agentes sensibilizantes a la insulina (146-148). Sin embargo,
existen otros estudios que han observado como la administracion de insulina en mujeres
con SOP puede disminuir los niveles de andrégenos adrenales (149-151). Actualmente
algunos autores sostienen que la insulina aumenta la sulfatacion intraadrenal de DHEA
(144), por lo que dicha hormona podria ser la responsable de los niveles elevados de

DHEAS observados en mujeres con SOP (104).
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1.5. CLINICA

El SOP se caracteriza por la presencia de una serie de sintomas y signos
heterogéneos que se inician durante la menarquia y que pueden modificarse a lo largo del

tiempo.

1.5.1. Oligo-amenorrea

Las alteraciones menstruales de estas pacientes suelen ser las manifestaciones
clinicas mas precoces y frecuentes, con una prevalencia aproximada del 70% (152).
Pueden presentarse en forma de oligomenorrea (sangrado que ocurre a intervalos >35
dias), amenorrea (ausencia de sangrado durante mas de 6 meses en mujeres en edad fértil)

o sangrado uterino disfuncional como resultado de la anovulacion cronica.

1.5.2. Hiperandrogenismo

La siguiente manifestacion clinica en aparecer es el hirsutismo, definido como el
crecimiento de terminales pilosas en zonas androgeno-dependientes, siendo utilizado
como indicador clinico primario del exceso de androgenos en la mujer. Las
presentaciones mas comunes en mujeres con SOP son el exceso de vello facial, en el
torax entre ambas mamas y en el hemiabdomen inferior. Otras manifestaciones clinicas
derivadas del hiperandrogenismo son el acné que empeora en edad adulta y la calvicie
androgénica, descrita como patron progresivo de pérdida de pelo terminal en el cuero

cabelludo de patron masculino (de predominio frontoparietal).

1.5.3. Infertilidad

La infertilidad de estas pacientes es un motivo habitual de consulta y se produce
principalmente como consecuencia de la anovulacion. Ademas, las mujeres con SOP

presentan una mayor tasa de abortos precoces debido a alteraciones en el desarrollo
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ovocitario y embriogénesis (153, 154), asi como a una receptividad endometrial

disminuida (155).

1.5.4. Alteraciones metabolicas y cardiovasculares

En cuanto a las manifestaciones metabolicas, la presencia de obesidad es uno de
los signos clinicos mas importantes del sindrome, presentando una prevalencia del 35-
50% (156, 157). El aumento de la grasa corporal sigue un patron de distribucion
centripeta con un indice cintura-cadera incrementado. En la actualidad, se ha demostrado
que este tipo de obesidad es un factor de riesgo de infarto de miocardio en mujeres con
SOP (158). Ademas, la presencia de obesidad y RI en estas mujeres desemboca en la
aparicion de otras alteraciones metabolicas, tales como diabetes mellitus tipo 2 (DMT2),
HTA vy dislipemia, agravando de este modo el sindrome metabdlico y el riesgo de eventos

cardiovasculares en las mujeres con SOP (159, 160).

1.5.5. Problemas psicoldgicos

Ademas de los sintomas y signos fisicos comentados previamente, el 5-10% de
las mujeres que padecen SOP experimentan algin tipo de alteracion psicologica,
manifestada principalmente como ansiedad y/o depresion. Este aumento de patologia
psicoafectiva en mujeres con SOP esta especialmente marcado en la adolescencia y
podria estar motivado por los sintomas que a menudo padecen, tales como
hiperandrogenismo, obesidad e infertilidad, empeorando de manera notable su calidad de

vida (161).

1.5.6. Complicaciones a largo plazo

Entre las complicaciones a largo plazo del SOP, destacan la hiperplasia y cancer

de endometrio como consecuencia de la secrecion continua de estrogenos no compensada

con progesterona (9). Ademads, la obesidad y la diabetes, que suelen formar parte del
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sindrome, son factores de riesgo del cancer de endometrio, aumentando de este modo el

riesgo de aparicion de esta patologia en las mujeres con SOP (162).

1.6. DIAGNOSTICO

Desde la publicacion en 2004 del primer documento de consenso entre la sociedad
europea (ESHRE) y americana (ASRM) de reproduccion en 2004 (9), se han unificado

los criterios diagnosticos del SOP en los siguientes:

* Oligovulacion o anovulacion.
* Hiperandrogenismo clinico o analitico

* Diagndstico ecografico de ovario poliquistico

Para el diagnoéstico se requiere la presencia de dos de los tres criterios y debemos
excluir otras patologias que produzcan alteraciones ovulatorias asociadas a
hiperandrogenismo. A continuacién se detallaran los pasos a seguir para el diagnostico de

SOP.

1.6.1. Historia clinica y exploracion

Los datos de la historia clinica resultan claves para poder realizar el diagnostico
de SOP. La asociacion de alteraciones menstruales como consecuencia de la disovulacion,
junto al hirsutismo, que puede acompafarse de acne y/o seborrea, se consideran

suficientes para poder realizar el diagndstico.

Uno de los puntos més importantes en el diagnostico es la evaluacion clinica del
grado de hiperandrogenismo, que también resulta de interés en el seguimiento y en la
monitorizacion de las terapias instauradas. El principal problema en la valoracion del
hiperandrogenismo clinico radica en la falta de uniformidad, debido a variaciones étnicas,
condiciones pre-estudio no estandarizadas y falta de objetividad del observador con los

tests actuales. El test de Ferriman modificada por Gallwey es una escala analogica
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semicuantitativa que puntia de 0 a 4 (segun el grado y caracteristicas del pelo) hasta 11
areas androgenosensibles. Clasicamente se ha considerado como normal una puntuacion
total inferior a 8 tras la suma de las diferentes areas. No obstante, un porcentaje elevado

de mujeres con SOP presenta puntuaciones entre 6 y 8 (Fig. 9) (163).

Figura 9. Escala de Ferriman-Gallwey modificada. Adaptado de referencia (164).

Otro dato de interés en la exploracion de estas pacientes es la presencia de
obesidad, ya que hasta el 50% de estas pacientes son obesas. Por ello, es necesario incluir
en la exploracion de estas pacientes tanto el indice de masa corporal [IMC: peso
(kg)/talla® (m)] como el cociente entre el perimetro abdominal y el de la cadera, con el fin
de diagnosticar la presencia de obesidad y el tipo (de predominio superior u “obesidad
androide” o inferior u “obesidad ginecoide™). Segun la OMS, se define sobrepeso cuando
el IMC es superior a 25 kg/m”, obesidad si resulta superior a 30 kg/m’, llegando a ser
morbida si sobrepasa los 40 kg/m®. En cuanto al cociente entre el perimetro abdominal y
el de la cadera, se considera que la obesidad es androide si el cociente es igual o superior

a 0.85.
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Otro signo a tener en cuenta en estas pacientes es la acantosis nigricans, ya que
aparece hasta en un 5% de las mujeres que acuden para la evaluacion de
hiperandrogenismo (165). La acantosis nigricans se caracteriza por la presencia de
lesiones verrugosas, aterciopeladas e hiperpigmentadas localizadas en nuca, axila, pliegue
submamario y, ocasionalmente, en otros pliegues de la piel. A pesar de ser un marcador
especifico de resistencia insulinica (RI), su sensibilidad es baja ya que s6lo un 30% de las

mujeres con Rl la presentan (166).

1.6.2. Determinaciones hormonales

Estas mediciones son de utilidad en el diagnéstico del hiperandrogenismo

analitico y para poder realizar el diagndstico diferencial con otras patologias.

a) Esteroides androgénicos y sus precursores

Existen estudios que sugieren que la testosterona total puede no ser un buen
marcador para la deteccion de exceso de androgenos en pacientes con SOP.
Recientemente se ha observado que el mejor indice en la wvaloracion del
hiperandrogenismo analitico es el indice de andrégenos libres [IAL = Testosterona total
(nml/L) x 100/SHBG (nmol/L)], considerandose normal si IAL< 4 (167). Con respecto a
la dehidroepiandrosterona-sulfato (DHEA-S), es un esteroide de origen adrenal que
puede estar normal o ligeramente elevado en pacientes con SOP, siendo obligado
descartar la presencia de una tumoracioén adrenal en presencia de niveles > 800 ug/dl
(21.7 umol/L) (168). También puede resultar de interés la androstendiona, que se

encuentra elevada en el 40% de las mujeres con SOP.

La determinacion de 17-hidroxiprogesterona puede ser util para el diagnostico
diferencial de la Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC). Niveles en ayunas, tomados a
primera hora de la mafana, inferiores a 200 ng/dL (<6 nmol/L) en fase folicular excluye

la deficiencia de 21-hidroxilasa. Con niveles >200 ng/dL, valores >1.000 ng/dL a los 30
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minutos tras la estimulacion con dosis intravenosa de 250 ug de ACTH se confirmaria el

diagnédstico de HSC (169).

b) Gonadotropinas y otras hormonas hipofisarias

Hasta un 50% de las pacientes con SOP presentan una LH elevada como
consecuecia del incremento en la amplitud y frecuencia de sus pulsos, pero actualmente
no se considera criterio diagnostico. A pesar de que cladsicamente se ha considerado que
un cociente LH/FSH >2 es sugestivo de SOP, este parametro estd en entredicho
actualmente por su baja sensibilidad y especificidad (170). Este patrén de secrecion de
hormonas debe ayudarnos a hacer el diagndstico diferencial con la amenorrea de origen

hipotaldmico, caracterizada por déficit de FSH, LH y bajos niveles de estradiol.

Hasta una cuarta parte de las pacientes con SOP presentan hiperprolactinemias
leves, que se atribuyen al efecto conjunto del hiperestronismo y de las alteraciones
presentes a nivel hipotaldmico (dopamina, opidceos enddgenos, etc.). Al ser secundaria,
la asociacion de SOP e hiperprolactinemia leve no requiere estudios alternativos
(resonancia magnética nuclear) y el tratamiento del hiperandrogenismo suele
acompafiarse de una normalizacion de las concentraciones de PRL. En cuanto al
hipotiroidismo, hay que destacar que los niveles elevados de TSH pueden asociarse a

hiperprolactinemias leves por inhibicion de la accion dopaminérgica (171, 172).

1.6.3. Ecografia

La ecografia como método diagndstico del SOP se ha cuestionado durante
muchos afios por parte de algunos profesionales, debido al elevado procentaje de falsos
positivos (hasta un tercio de mujeres sanas tienen un ovario ecograficamente poliquistico),

y negativos (s6lo el 70% de las pacientes con SOP presentan una ecografia acorde) (173).

Segun los criterios actuales, el diagnostico ecografico de ovario poliquistico se

define como la presencia de > 12 foliculos entre 2-9 mm de didmetro o un volumen
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ovarico superior a 10 mL (0.5 x Longitud x Anchura x Altura). Con esta nueva definicién
se evita utilizar el estroma (anteriormente utilizado para el diagndstico), que en muchas
ocasiones es de dificil valoracion, sustituyéndose por el volumen ovarico, que resulta mas
sencillo. Solo es necesario que se cumplan estos criterios en uno de los ovarios y no es
aplicable a mujeres que toman anticonceptivos hormonales o si se evidencia un foliculo

dominante (>10 mm) o cuerpo lateo (9).

1.6.4. Evaluacion del grado de resistencia a la insulina.

El interés en la valoracion de las alteraciones del metabolismo glucidico reside en
la estrecha relacion existente entre éstas y la gravedad y frecuencia de otras alteraciones
presentes en mujeres con SOP, tales como las ovulatorias, el hiperandrogenismo y

enfermedades cardiovasculares (174).

Existe una gran variedad de pruebas de laboratorio disefiadas con objeto de
evaluar el grado de RI. El clamp euglucémico hiperinsulinémico sigue siendo la prueba
“patrén oro” para el diagnostico de la RI, pero de poca aplicacion préctica debido a su
gran complejidad. Por este motivo, se propone utilizar el cociente entre la glucemia y la
insulina basales como método de cribaje, considerandose que existe una RI con valores
>4.5. Siguiendo esta linea, se han propuesto otros indices, tales como el HOMA [glucosa
(mmol/L) x insulina (WUI/mL)/22.5] o el QUICKI [1/log insulina (uWUI/mL) + log
glucosa (mg/dL)](175).

En cuanto a la valoracion de la intolerancia a la glucosa y DMT2 en pacientes con
SOP, su diagnostico debe ser obligatorio en aquellas pacientes obesas o mujeres delgadas
con SOP con edad materna avanzada (>40 afios), historia personal de diabetes gestacional
o con antecedentes familiares de DMT2 (105, 176). El método utilizado para la
valoracion de la intolerancia a la glucosa es el test de tolerancia oral de glucosa (TTOG)
con 75 g de glucosa y medicion de glucemias a las 2 horas post-administracion. Segun la
AES, aquellas pacientes con test normal deberian ser reevaluadas cada dos afios o antes si

se identifican factores de riesgo adicionales, mientras que las pacientes con intolerancia a
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la glucosa deberian ser revisadas anualmente por el riesgo de desarrollar una DMT2

(177).

1.6.5. Diagnostico del sindrome metabolico

El SOP es una enfermedad multisistémica que lleva asociado hasta en un 40% de
los casos la presencia de un sindrome metabolico. Se debe hacer un despistaje precoz de
dicho sindrome en todas aquellas pacientes con IMC>27 kg/m2 y en mujeres delgadas
con RI o cuando tengan antecedentes familiares de diabetes mellitus. Actualmente se
considera que el diagnostico de sindrome metabolico estd presente cuando se cumplen

tres de los siguientes cinco criterios (9):

* (Obesidad abdominal, con cintura > 88 cm.

* Determinacion de triglicéridos séricos >150 mg/dL.
* Determinacion de colesterol-HDL sérico <50 mg/dL.
* Presion arterial > 135/85.

* Glucosa en ayunas entre 110-125 mg/dL o a las 2 horas tras tolerancia oral

de glucosa de 140-199 mg/dL.

1.7. TRATAMIENTO

1.7.1. Tratamiento de las irregularidades menstruales

El tratamiento de las irregularidades menstruales se hace necesario, no s6lo para
evitar las molestias que puedan ocasionar a las pacientes, sino por llevar asociado un
riesgo tres veces mayor de desarrollar un carcinoma endometrial (178). El uso ciclico de
progestagenos o de anticonceptivos a bajas dosis con estrogeno y progestageno pueden

ayudar a inhibir la proliferaciéon endometrial (179).

El uso de anticonceptivos hormonales orales (ACHO) de baja dosis es

altamente eficaz para reestablecer la normalidad de los ciclos menstruales, siendo la
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primera opcion de tratamiento hoy en dia para mejorar la regularidad menstrual (180).
Aunque las formulaciones actuales son mas seguras que las antiguas, es necesario hacer
una valoracion individualizada antes de su indicacion debido a su potencial efecto
negativo sobre la sensibilidad a la insulina (181). Los ACHO no deberian ser indicados
en aquellas pacientes con historia de trombosis venosa profunda o estados de
hipercoagulabilidad ni en pacientes fumadoras de mas de 35 afios. Por ultimo, es
necesario una evaluacion del perfil lipidico en ayunas antes del comienzo del tratamiento,

ya que los ACHO pueden empeorar la hipertrigliceridemia.

Para aquellas pacientes que no deseen reglar todos los meses, la deprivacion periddica
con progestageno puede ser una alternativa. El tratamiento durante 7-10 dias con 10 mg
diarios de medroxiprogesterona cada tres meses puede resultar en cuatro menstruaciones
al afio. Una ventaja de este tratamiento es que la paciente puede planear su ciclo, teniendo
en cuenta que la menstruacion tendrd lugar aproximadamente una semana después de

finalizado el tratamiento.

Por ultimo, la pérdida de peso guarda una estrecha relacion con la regularidad de
los ciclos menstruales. Kiddy y col. demostraron que una pérdida de peso de >5%
mediante una dieta hipocaldrica de 1000 kcal/dia durante 6-7 meses es suficiente como

para reestablecer la regularidad menstrual hasta en un 80% de los casos (182).

1.7.2. Tratamiento médico de los sintomas relacionados con hiperandrogenismo

Los ACHO combinados son el tratamiento de eleccion para aquellas pacientes con
hirsutismo y acné que no desean quedarse embarazadas. Los mecanismos por los que
estos farmacos disminuyen los niveles de androgenos son los siguientes: 1) promueven el
feedback negativo sobre la produccion de LH; 2) disminuyen los niveles circulantes de
androgeno libre al aumentar la produccion hepatica de SHBG; 3) disminuyen la secrecion
adrenal de androgenos; y 4) inhiben la conversion periférica de testosterona en
dihidrotestosterona, al mismo tiempo que bloquean la unidon de ésta con los receptores

androgénicos. Los nuevos ACHO contienen progestdgenos con menor actividad
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androgénica, tales como noretindrona, desogestrel y norgestimato (179). Otros
progestagenos actiian como antagonistas de los receptores androgénicos, tales como el
dienogest y la drosperinona, ésta Ultima con actividad antimineralocorticoide.
Actualmente, no hay diferencias en cuanto a la eficacia clinica de los distintos ACHO de

baja dosis.

La espironolactona es una antagonista de la aldosterona que actuia como
antiandrogeno al actuar directamente sobre los receptores androgénicos. Este compuesto
también inhibe la esteroidogénesis ovarica y adrenal, la actividad 5-a-reductasa y
compite por los receptores de androgenos en los foliculos pilosos (179, 180). Se suele
administrar a dosis de 25-200 mg al dia en una o dos dosis diarias. Teniendo en cuenta
que el tratameinto en monoterapia puede ir asociado con irregularidades menstruales y
riesgo de feminizacidon en fetos varones, actualmente se recomienda su uso asociado a
ACHO. Este farmaco puede producir hiperpotasemia, por lo que su uso debe estar

restringido en pacientes con insuficiencia renal.

Otro antiandrogeno que cabe destacar es la finasterida, inhibidor competitivo de la 5-
a-reductasa, resultando en la inhibicion de la conversion de testosterona en
dihidrotestosterona y en la disminucion de los niveles séricos de dihidrotestosterona.
Dado que este medicamento pertenece a la categoria X, las pacientes deben asociarlo al
uso de ACHO, combinacion que puede ofrecer efectos sinérgicos en el tratamiento del
hirsutismo (180). Otros antiandrégenos utilizados para el tratamiento del hirsutismo son

la flutamida y el acetato de criproterona.

La metformina y las tiazolidindionas son fiarmacos insulinosensibilizantes que
mejoran la RI, y por tanto, efectivos en la reduccién de los niveles androgénicos. La
reduccion del grado de hirsutismo tras estos tratamientos es menor al 20%,
significativamente menor que el obtenido con ACHO (183, 184). Hoy en dia, el uso de
metformina parece que tiene una mejor relacion riesgo-beneficio al inducir pérdida de
peso, a diferencia de las tiazolidindionas, que inducen una ganancia ponderal secundaria

a la retencion de liquidos (179). No obstante, es necesario destacar que los fairmacos
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insulinosensibilizantes no deben ser indicados como tratamiento de primera eleccion para

el tratamiento del hirsutismo, a no ser que haya contraindicaciones a otras terapias.

La eflornitina es una crema tépica que ha sido aprobada por la US Food and Drug
Administration para el tratamiento del vello facial no deseado en mujeres (180). La
eflornitina inhibe la enzima ornitina descarboxilasa en la piel, la cual inhibe la division
celular y las funciones troficas del pelo, reduciendo de este modo la tasa de crecimiento
del mismo. Se debe aplicar dos veces al dia, separadas al menos por ocho horas, sobre las

zonas afectas de la region facial y barbilla.

1.7.3. Tratamiento de la infertilidad

1.7.3.1. Modificaciones del estilo de vida

La obesidad estd asociada a anovulacion (185), abortos (186), y complicaciones
durante el embarazo (preeclampsia, diabetes gestacional) (187), asi como a un fallo o
retraso en la respuesta a varios tratamientos indicado en SOP, tales como la
administraciéon de citrato de clomifeno (CC), gonadotropinas y cirugia ovérica
laparoscopica. Por tanto, la pérdida de peso es un pilar basico en el tratamiento de estas
pacientes, constituyendo el tratamiento de primera linea en pacientes obesas con SOP que
buscan embarazo (Fig. 10). De hecho, diversos estudios han demostrado que la pérdida
de tan solo un 5% del peso se relaciona con una mejora significativa en la tasa de
ovulaciéon y de embarazo (182, 188). El tratamiento de la obesidad es multifactorial,
incluyendo consejos sobre estilo de vida, dieta y ejercicio, tratamiento farmacolédgico y

cirugia bariatrica (189).
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CONSEJO Ejercicio + Pérdida de
PRECONCEPCIONAL |~~~ -~ === 777 peso (IMC >28)
Citrato de clomifeno
TRATAMIENTODE | _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ . 50-150 3.6 cicl TERAPIAS
PRIMERA LINEA (50-150 mg, 3-6 ciclos) ADYUVANTES
TRATAMIENTO DE Gonadotropinas | _ _ _ _ _ _ Cirugia ovarica
SEGUNDA LINEA [~ 37.5-75 Ul/dia laparoscépica
TRATAMIENTODE |_ _ _ _ _ _ _ _ _ __. FIV
TERCERA LINEA MIV?

Figura 10. Algoritmo propuesto para el tratamiento de la infertilidad en mujeres con SOP. El consejo
preconcepcional centrado en las modificaciones del estilo de vida (especialmente pérdida de peso) forma el
pilar basico del tratamiento de estas pacientes. El tratamiento de primera linea para la induccion de la
ovulacion es el CC, recurriendo al uso de gonadotropinas o cirugia ovarica lapardscopica en caso de

resistencia o fallo con esta terapia. Por tltimo, el tratamiento de tercera linea lo constituye la FIV.

1.7.3.2. Citrato de Clomifeno

El citrato de clomifeno (CC) sigue siendo el tratamiento médico de primera eleccion
para la induccién de la ovulacion en mujeres anovuladoras con SOP. Es una medicacion
con un modo de administracion sencillo, de bajo coste, require escasa monitorizacion y
estd asociada a pocos efectos secundarios. El CC es un farmaco antiestrogénico que
bloquea los receptores de estrogenos del hipotdlamo, bloqueando el feedback negativo y
aumentando, por tanto, la secrecion de FSH (190). Las dosis de inicio recomendadas de
CC son de 50 mg/dia durante 5 dias, comenzando entres los 2-5 primeros dias de una
menstruacion espontanea o inducida por progesterona (191). Se debe realizar una
monitorizacion de la respuesta durante el primer ciclo de tratamiento, pudiendo repetir el
mismo esquema hasta en seis ciclos posteriores (192). Aproximadamente el 80% de las

pacientes con SOP ovulan después del tratamiento con CC (193), siendo la tasa de
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embarazo de hasta un 22% por ciclo (194). Se puede repetir este esquema de tratamiento

hasta en 6 ciclos, alcanzando unas tasas de gestacion acumulada hasta de un 50-60%(195).

1.7.3.3. Gonadotropinas

Los protocolos de gonadotropinas a bajas dosis (37.5-75 Ul/dia) utilizados

actualmente tienen como objetivo la induccion de la ovulacion al igual que evitar el

desarrollo de un niimero de foliculos excesivo, disminuyendo las tasas de gestacion

multiple y el riesgo de un sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) (196, 197).

Actualmente, el tratamiento con bajas dosis de gonadotropinas representa el tratamiento

de segunda linea en pacientes anovuladoras con SOP, distinguiendo dos tipos de

protocolos:

a)

b)

Régimen de dosis creciente o step-up: Es el més utilizado y consiste en utilizar
incrementos de dosis de FSH para determinar el umbral de FSH necesario para
el desarrollo folicular. Tras una semana de tratamiento sin respuesta
ecografica, se emplea el menor incremento posible de dosis (37.5 UI o menos)
en intervalos de 7 dias, hasta alcanzar el desarrollo folicular (198). Las dosis
se reducen si el crecimiento folicular es excesivo o los valores de estradiol no

son acordes con el crecimiento folicular.

Régimen de dosis decreciente o step-down: Es un protocolo que requiere

mayor entrenamiento y suele producir un mayor reclutamiento folicular.
Consiste en alcanzar el umbral de FSH a través de una dosis de carga inicial
(generalmente 100-150 UI) de gonadotropinas, con la subsiguiente reduccion
de dosis (37.5-50 UI) cada 2-3 dias hasta conseguir un crecimiento folicular de

18 mm (199).

Diveros estudios han demostrado que tanto los regimenes step-up y step-down

muestran tasas de desarrollo monofolicular similares (200). Sin embargo, Christin-

Maitrey col. demostraton que el régimen step-up es mas seguro y require un control
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menos estrecho que el requerido para el régimen step-down (201). La duracion de este
tipo de tratamiento no deberia ser mayor a seis ciclos ovuladores. En general, los
regimenes de baja dosis inducen respuestas monofoliculares en un 70%, con una tasa

de embarazo del 20% y una tasa de gestacion multiple del 5.7% (202).

1.7.3.4. Cirugia ovarica laparoscopica

El drilling ovéarico consiste en la puncién ovarica multiple (entre 4 y 10 punciones)
mediante diatermia monopolar o laser, generalmente utilizando un abordaje
laparoscopico (203). Este procedimiento estd indicado en aquellas pacientes anovuladoras
con SOP que presentan resistencia al CC, hipersecrecion de LH en ciclo natural o en
respuesta a CC, en pacientes a las que se le va a realizar una valoracion laparoscdpica de
la pelvis o en pacientes que presentan problemas fisicos para poder ser monitorizadas
durante el tratamiento con gonadotropinas. En la actualidad, esta opcidn terapettica ha
quedado relegada a un segundo plano en mujeres con SOP resistentes a CC, ya que
diversos ensayos clinicos han demostrado la ausencia de diferencias significativas en las
tasas de embarazo evolutivo y de recién nacido vivo comparado con el tratamiento con
gonadotropinas (204-206). Ademas, de este modo evitamos el potencial riesgo quirargico
y anestésico de la laparoscopia, al mismo tiempo que minimizamos el riesgo de

desarrollar un fallo ovarico prematuro en caso de que el drilling ovarico sea muy agresivo.

1.7.3.5. Fecundacion in vitro

La fecundacion in vitro (FIV) esta indicada en aquellas pacientes con SOP que no han
respondido a los tratamientos descritos anteriormente, incluyendo la pérdida de peso,
tratamiento con CC o gonadotropinas, constituyendo el tratamiento de tercera linea en
estas pacientes. Ademads, en pacientes con patologias asociadas, tales como factor
tubarico, endometriosis severa o factor masculino, el tratamiento con FIV seria el
tratamiento de eleccion. En los ultimos afios, numerosos estudios han propuesto diversos
protocolos de estimulacion para FIV en mujeres con SOP, incluyendo CC asociado con

gonadotropinas menopausica humana (hMG) (207), hMG sola (208), FSH recombinante
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sola, protocolo con agonistas de la GnRH asociado a hMG o FSH recombinante, y
antagonistas de la GnRH asociado a hMG o FSH recombinante (209). Actualmente, el
tratamiento de primera eleccion en este tipo de pacientes es el protocolo con antagonistas
de la GnRH ya que, a pesar de que no existen diferencias en la tasa de embarazo con
respecto al protocolo con agonistas de la GnRH, la incidencia de SHO es menor (210,

211).

En un reciente metaanalisis llevado a cabo en mujeres con SOP que se sometieron a
un tratamiento de FIV, se ha observado una mayor tasa de cancelaciéon y un mayor
numero de ovocitos recuperados tras puncion ovarica, mientras que no hay diferencias en
las tasas de fecundacidon con respecto a mujeres sanas (212). En cuanto a la tasa de
gestacion, existen estudios que indican que no existen diferencias entre mujeres con SOP

y mujeres sanas (213).

La complicacion mdas importante en mujeres que se somenten a FIV es el SHO,
motivo que contribuye a una mayor tasa de cancelacion en estas pacientes. Brevemente,
consiste en una respuesta elevada al tratamiento hormonal, originando un crecimiento
ovarico persistente y prolongado, asociado a la acumulacion de liquido en las cavidades
recubiertas por mesotelio (pelvis y abdomen) secundario a un incremento sérico del
factor de crecimiento vascular derivado del endotelio (VEGF) (214). Este riesgo
aumentado que presentan las pacientes con SOP de desarrollar un SHO, junto con el
patron ovarico caracterizado por multiples foliculos antrales precoces (accesibles para ser
aspirados) las hacen candidatas para la aplicacion de la maduracion in vitro de ovocitos
(MIV). No obstante, pese a la seguridad que ofrece, este programa no se utiliza de
manera rutinaria por presentar tasas de embarazo menores a las observadas con FIV

convencional.

1.7.4. Tratamientos que mejoran la sensibilidad a la insulina

La metformina es una biguanida de administracion oral que inhibe la produccion

hepatica de glucosa sin provocar hipoglucemia en pacientes normoglucémicas, ya que
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incrementan el nimero de receptores sin incrementar la secrecion de insulina (215).
Ademas, este farmaco mejora el perfil glucémico disminuyendo la absorcion intestinal de
la glucosa, potenciando la accion de la insulina sobre los tejidos periféricos e inhibiendo
la gluconeogénesis y glucogenolisis hepatica. Aparte de su accion hipoglucemiante, la
metformina presenta propiedades antiaterogénicas, ejerciendo efectos cardiovasculares
favorables al reducir complicaciones macrovasculares en obesos y diabéticos tipo 11 (216).
Las dosis recomendadas de metformina oscilan entre 1.500 y 2.350 mg/dia, aconsejando
incrementos de dosis de modo paulatino. En cuanto a su uso como agente inductor de la
ovulacion, Legro y col. llevaron a cabo un ensayo clinico en el que compararon el
tratamiento con metformina con el CC, demostrando que el grupo tratado con metformina
presentaba menores tasas de embarazo que el grupo tratado con CC (192). Ademas, no se
observd un claro beneficio al asociar metformina al tratamiento con CC solo, siendo
dudoso el papel de dicha asociacion en mujeres con IMC>35 kg/m2 y en aquellas con
resistencia al CC. No obstante, la evidencia actual indica que el uso de la metformina en
pacientes con SOP deberia restringirse a aquellas pacientes con intolerancia a la glucosa

217).

Las tiazolidindionas (rosiglitazona y pioglitazona), agonistas selectivos
delperoxisoma proliferador-activado de receptor gamma (PPARY), son compuestos que
mejoran la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos y ejercen efectos beneficiosos
en la presion arterial, en la funcion endotelial y reducen la inflamacion sistémica (218).
Sin embargo, el uso de estos medicamentos estd asociado a un incremento de peso,
mientras que sus efectos en el tratamiento de la dislipidemia asociada a SOP han
resultado ser decepcionantes (219). Ademas, existen estudios que sugieren un riesgo a
largo plazo con el uso prolongado de esta medicacion (219), por lo que hoy en dia no

parecen tener un papel relevante en el tratamiento de mujeres con SOP.

El D-chiro-inositol es un agente insulinosensibilizante de reciente comercializacion
que disminuye la testosterona libre y aumenta la SHBG, mejorando de este modo el perfil
hormonal y metabdlico de las pacientes con SOP (220). Diversos estudios han

demostrado que dosis de inositiol de 2 g/12 horas son suficientes como para mejorar las
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tasas de ovulacion y la regularidad de los ciclos menstruales (221, 222), aunque no se

haya observado una mejora en las tasas de embarazo (223).

1.7.5. Otras terapias adyuvantes

Las terapias existentes hoy en dia para el tratamiento del SOP presentan algunas
limitaciones, no existiendo ninguna medicacion capaz de mejorar la totalidad del espectro
metabolico y endocrino de este tipo de pacientes. Por tanto, se hace necesario la busqueda
de terapias adyuvantes en el tratamiento de mujeres con SOP que sean simples, seguras,

eficaces a largo plazo y con un buen perfil de tolerancia.

La acarbosa es un complejo oligosacéarido que inhibe competitiva y reversiblemente
la a-glucosidasa, disminuyendo de este modo la digestion de polisacaridos, la absorcion
de glucosa y los niveles postprandiales de insulina (219). Sin embargo, los datos clinicos
existentes sobre el efecto de la acarbosa en el perfil metabdlico de mujeres con SOP son

limitados y controvertidos (224, 225).

Las estatinas, inhibidores competitivos y reversibles de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, son compuestos eficaces en la mejora del perfil
lipidico y cardiovascular en pacientes con SOP. Sin embargo, sus efectos secundarios
(226), su potencial riesgo teratogénico (227), y su dudoso papel sobre el metabolismo

glucidico las han puesto en entredicho (228).

La naltrexona, antagonista competitivo no selectivo de los receptores opiodes,

reduce el apetito y ejerce profundos efectos en la liberacion de la insulina (229).

Otras terapias, tales como el orlistat y la vitamina D mejoran la sensibilidad a la
insulina, pero sus efectos en los perfiles lipidicos todavia permanecen sin ser esclarecidos
(230, 231). En la actualidad, existe un gran interés por el estudio de algunas terapias
naturales para el tratamiento de SOP, tales como el aceite de semilla de lino, vitex o

resveratrol.

45



INTRODUCCION

2. RESVERATROL

2.1. INTRODUCCION

El resveratrol (3,5,4’-trihidroxistilbeno) es un polifenol natural, perteneciente al
grupo de los estilbenos, sintetizado por mas de 70 especies de plantas en respuesta al
estrés bidtico y abidtico, como pueden ser diversos tratamientos quimicos, exposicion a
radiacion ultravioleta e infecciones fungicas. Este fitoestrogeno presenta propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y proapoptéticas, y ha cobrado importancia durante la
ultima década por presentar efectos neuro y cardioprotectores, asi como por su potencial

efecto beneficioso en el tratamiento de varios tipos de cancer (232-236).

El resveratrol fue identificado por primera vez en 1940 en la raiz del eléboro
blanco (Veratrum Grandiflurum O. Loes) y mas tarde en raices secas de Poligonum
Cuspidatum, siendo esta ultima una de las fuentes mas ricas de resveratrol (237, 238). En
1976 se descubrio su existencia en la vid (Vitis vinifera), siendo el vino tinto la principal
fuente alimentaria de resveratrol (239). Ademas, este bioflavonoide esta presente en las
partes lefiosas del pino, en los frutos secos (nueces, cacahuetes), en las moras y en otros

frutos silvestres.

La cantidad de resveratrol en las diferentes fuentes naturales en las que se
encuentra es variable y depende de varios factores. En el caso particular de la vid, la piel
de uva fresca contiene de 50 a 100 ug/g de trans-resveratrol. Durante el proceso de
maceracion de la uva, el resveratrol es liberado de la piel de la uva, pasando a estar
presente en el vino. A lo largo de todo este proceso se produce mayor concentracion de
trans-resveratrol que cis-resveratrol, teniendo lugar una conversion de trans a cis cuando
el vino estd expuesto a la luz y al oxigeno (240). Se estima que el contenido de
resveratrol en el vino tinto es de hasta 5 mg/L. No obstante, esta cifra varia en funcion de
la variedad de uva, del tipo de cultivo, origen geografico, condiciones climaticas y

practicas enoldgicas, entre otras (241).
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Por ultimo, cabe destacar que el resveratrol puede también administrarse en forma
de suplemento dietético, oscilando la dosis de los distintos preparados que existen en el
mercado en la actualidad entre 8 mg y 1 g por gragea. Los suplementos de resveratrol
varian en pureza, y pueden contener desde un 50% hasta un 99% de la sustancia. Como

suplemento nutricional lo podemos encontrar como extracto de Polygonum cuspidatum.

2.2. NATURALEZA QUIMICA

Entre los polifenoles mas estudiados en los ultimos afios destacan los estilbenos.
En la actualidad se conocen hasta 30 estilbenoides y estilben-glucésidos, que se
encuentran distribuidos en diversas especies del reino vegetal, siendo el resveratrol uno

de los estilbenos mas abundantes.

Desde el punto de vista quimico, resveratrol presenta un esqueleto estructural que
consta de un puente vinilico (esqueleto estilbenoide), que sirve de union entre los dos
anillos aromaticos que presenta en su estructura. Ademads, la molécula de resveratrol
contiene tres grupos hidroxilo fenolinicos responsables de su alto potencial antioxidante.
Esta estructura tan peculiar hace posible que resveratrol pueda sufrir reacciones
reversibles de isomerizacion cis/trans, ciclaciones y dimerizaciones. De hecho, esta
fitoalexina presenta dos isdbmeros geométricos (cis y trans) que aparecen de forma natural

en la naturaleza, siendo generalmente el trans, la forma predominante y activa.

En general, los polifenoles son muy fotosensibles a la luz solar, se oxidan facilmente
en presencia de oxigeno, se descomponen a altas temperaturas y no son muy estables
frente a variaciones de pH (Fig. 11). La exposicion del trans-resveratrol a luz UV, a
temperatura ambiente y en presencia de oxigeno, produce una transformacion muy rapida

de trans-a cis-resveratrol, perdiendo su actividad biologica (242).
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Figura 11. Estructura quimica del resveratrol. Trans-resveratrol es la forma mas abundante y activa; la
exposicion a luz UV, a temperatura ambiente o la presencia de oxigeno, induce una transformacion muy

rapida de trans-a cis-resveratrol, perdiendo su actividad bioldgica.

2.3. FARMACOLOGIA

Trans-resveratrol es un compuesto bien tolerado que presenta una alta absorcion y
una baja biodisponibilidad (243). Estudios farmacocinéticos han demostrado que la
concentracion plasmatica méaxima tras la administracion de bajas dosis de resveratrol se
produce tras 30 minutos, mientras que la ingesta de dosis mayores se traduce en un
retraso de dicho pico al.5-2 horas (244, 245). Ademas, las concentraciones de resveratrol
son mas altas por la manana y decrecen a lo largo del dia, indicando que la

farmacocinética de este polifenol esta sujeta a variaciones circadianas (246).

Dado su caracter lipofilico, trams-resveratrol presenta un gran volumen de
distribuciéon. Numerosos estudios en animales han demostrado que este bioflavonoide
puede localizarse en d6rganos tan diversos como el higado, intestino, cerebro y tejido
adiposo (247, 248). Un reciente estudio en pacientes con cancer de colon ha demostrado
que tras la administracion de trans-resveratrol a dosis de 1g/d durante 8 dias, éste pudo
concentrarse en tejido tumoral a dosis mayores que las plasmaticas (>600 uM), indicando
la poca correlacion existente entre los valores detectables en plasma y los encontrados en
los tejidos (249). Ademas, resveratrol tiene preferencia por localizarse en el hemicuerpo

derecho (ciego, colon ascendente y angulo hepatico del colon) frente al hemicuerpo
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izquierdo (angulo esplénico, colon descendente, sigma y recto), debido a una mayor
absorcion en esa zona por la presencia de heces mas liquidas con mayor cantidad de

resveratrol.

Una vez absorbido, trans-resveratrol es rdpidamente transformado en diversos
metabolitos a nivel hepatico e intestinal. Este proceso consiste en la conjugacion de los
grupos fenoles presentes en la molécula parental por moléculas de acido glucordnico y
sulfato, dando lugar a los siguientes compuestos: resveratrol monosulfato, dos isdmeros
del resveratrol monoglucurénido, dehidroresveratrol monoglucurénido,
dehidroresveratrol monosulfato y dehidroresveratrol (250). Tras la ingesta de dosis
pequenias de resveratrol (5 o 50 mg), los derivados glucorénidos son los predominantes,
mientras que los monosulfatos son los més abundantes en plasma y orina tras la
administracién de dosis mayores de resveratrol (>250 mg). Se ha sugerido que a pesar de
que la biodisponibilidad sistémica del resveratrol es baja, es posible que se produzca una
acumulacion de este compuesto en las células epiteliales del tracto digestivo, y por tanto,
los metabolitos derivados del resveratrol potencialmente activos puedan atn producir sus

efectos beneficiosos una vez que el resveratrol ha sido metabolizado (243, 251).

En cuanto a su eliminacion, resveratrol y sus derivados son eliminados a través de
orina y heces, lo que explica las altas concentraciones alcanzadas de resveratrol en tejido
colorrectal. Cabe destacar que la forma de administracion de resveratrol puede influenciar
su eliminacion; asi, por ejemplo, la vida media de resveratrol en su forma micronizada
tras ingesta de 5 g es de 1.1 horas (252), mientras que llega a ascender a 8 horas para la

misma dosis en su forma no-micronizada (253).

Por ultimo, es importante subrayar que la toxicidad del resveratrol resulta
practicamente nula, no habiéndose observado efectos adversos graves en casos de ingesta
alta y prolongada de este compuesto (246). Entre los efectos secundarios mas frecuentes
destacan el dolor abdominal, nduseas y flatulencia, todos ellos reversibles tras el cese del

tratamiento.
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2.4. MECANISMO DE ACCION

2.4.1. Activacion de las sirtuinas

Las sirtuinas, descubiertas por primera vez en la levadura de la cerveza en 1979,
son enzimas que intervienen en la regulacion del material genético al eliminar ciertos
grupos quimicos de las histonas (clase III de desacetilasas). Estas enzimas son
sintetizadas a partir de los genes denominados SIRT (Reguladores de la informacion de
silenciamiento), localizados en gran cantidad de organismos, desde procariotas (genes
denominados Sir2) hasta mamiferos (propiamente SIRT) (254). En humanos poseemos 7
tipos de genes responsables de la sintesis de estas enzimas, desde SIRT-1 a SIRT-7, con
localizacion diversa: SIRT-2 se encuentra en el citoplasma celular y SIRT-3, 4 y 5 en las
mitocondrias. Las sirtuinas estan implicadas en multiples procesos celulares, incluyendo
la estabilidad genomica (255), la reparacion del DNA (256), silenciamiento génico
transcripcional (257), apoptosis mediada por p53 (258), y adipogénesis (259). Dentro del
grupo de las sirtuinas, SIRT-1 estd relacionada con la reparacion del DNA dafiado,
estando relacionada con el alagamiento de la vida en levaduras, gusanos y moscas (260,
261), sugiriendo que estas enzimas pueden actuar como reguladores universales del

envejecimiento.

Resveratrol, activador de SIRT-1, reprime la transcripcion génica, mantiene la
estabilidad de DNA y alarga la esperanza de vida, efectos similares a los conseguidos en
estados metabdlicos de restriccion calodrica. Estos efectos estdn mediados a través de la
desacetilacion de histonas (262), proceso basado en la eliminacion de grupos acetilo de
proteinas en presencia de NAD', resultando en la produccion de O-acetil-ADP-ribosa y
nicotinamida (263). Esta actividad desacetiladora de las sirtuinas es especialmente
importante en los telomeros, donde las histonas son mas vulnerables al estar mas
acetiladas y, por tanto, las sirtuinas juegan un papel clave al proteger a los teldémeros del

acortamiento que se produce durante el proceso de envejecimiento.
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Ademas, la activacion de las sirtuinas induce la actividad de PGC-la,
coactivador-1a. del peroxisoma proliferador-activado de receptor gamma (PPARY),
regulador clave en el control transcripcional de la oxidacion lipidica y del metabolismo
mitocondrial. A través de la induccion de esta via, resveratrol ejerce efectos beneficiosos

en diversas enfermedades metabdlicas, cardiovasculares y neurologicas (264, 265)

(Fig.12).
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Figura 12. Efecto de resveratrol sobre la activacion de las sirtuinas. Tanto la restriccion calérica como el
resveratrol activan la via de las sirtuinas (SIRT-1), dando lugar a una mayor estabilidad del DNA,
silenciamiento génico transcripcional y aumentando la reparacion del DNA. Ademas la activacion de las
sirtuinas induce la actividad de PGC-1a, regulador clave en el control transcripcional de la oxidacion
lipidica y del metabolismo mitocondrial, induciendo efectos beneficiosos en diversas enfermedades

metabolicas, caridiovasculares y neurologicas. Adaptado de referencia (266).
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2.4.2. Inhibicion de la via NF-kappaB

El factor de transcripcion Nuclear Factor (NF)-kappaB juega un papel muy
importante en la formacion y progresion de tumores (267). NF-kappaB estd compuesto
por hetero- u homodimeros de proteinas de la familia NF-kappaB/Rel, que intervienen en
la dimerizacion de proteinas, transporte nuclear y union especifica a DNA (268). En la
mayoria de células, NF-kappaB es secuestrado en el citoplasma mediante su interaccion
con proteinas lkappaB (inhibidor de KappaB), permaneciendo de este modo inactivo.
Una vez activado el complejo IKK (quinasa de IkappaB), lkappaB se fosforila y es
degradado posteriormente por el proteosoma liberando NF-kappaB, que es transportado
al nucleo para la transcripcion de diversos genes diana, entre los que se encuentran genes
antiapoptoticos. Por tanto, la inhibicion de NF-kappaB puede ser una potencial terapia

adyuvante para combatir procesos oncogénicos (269).

Parte de los efectos antiinflamatorio, antiproliferativo y anticarcinogénico del
resveratrol se deben a su capacidad para interferir con la activacion de NF-kappaB en
respuesta a la citoquina proinflamatoria TNF-o (267, 270, 271). Esta propiedad
antiinflamatoria del resveratrol estd mediada por la inhibicion de la actividad quinasa
IkappaB inducida por NF-kappaB, fosforilacion y translocacion nuclear de la subunidad
RelA/p65 de NF-kappaB, asi como transcripcion del gen reportero dependiente de NF-
kappaB(270, 271). Ademas resveratrol también bloquea la activacion de NF-kappaB
inducida por otros factores, tales como H,O,, lipopolisacarido, ceramida y acido okadaico

Q271).

2.4.3. Inhibicion de la via PI3K/AKT

La via de senalizacion de la PI3K/AKT es crucial en numerosos aspectos del
crecimiento y supervivencia celular. La via de la PI3K es estimulada fisiologicamente
como consecuencia de la activacion de receptores de membrana tirosina quinasa, los
cuales sufren procesos de autofosforilacion, reclutando PI3K a la membrana plasmatica,

donde finalmente se activa AKT tras una secuencia de generacion de fosfolipidos que

52



INTRODUCCION

actiian como segundos mensajeros (272). Una vez activada, AKT regula gran cantidad de
vias de sefializacion celular que intervienen en procesos tales como la proliferacion

celular, apoptosis, metabolismo glucidico o angiogénesis (273).

Resveratrol es un compuesto que puede interferir con la via de sefalizacion
celular PI3K/AKT. En células epidérmicas JB6, se ha observado como derivados del
resveratrol son capaces de bloquear la activacion de PI3K y AKT inducida por factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (274). De modo similar, resveratrol bloque6 la activacion
de PI3K y, por tanto, la supervivencia y proliferacion de células humanas de cancer de
mama sensibles a estrogenos (275). Por tanto, resveratrol ejerce efectos antiproliferativos

debidos, al menos en parte, a la inhibicion de la via PI3K/AKT.

2.4.4. Inhibicion de la ciclooxigenasa

Las prostaglandina H, sintasas, COX-1 y COX-2, intervienen en los primeros
pasos de la sintesis de prostaglandinas (PGs), mediadores locales de la homoestasis
vascular. Por ejemplo, tromboxano A, (TxA;) es un potente vasoconstrictor y un
proagregante plaquetario sintetizado en plaquetas, mientras que la prostaciclina (PGI) es
un antiagregante plaquetario y potente vasodilatador sintetizado en las células
endoteliales. La homeostasis vascular es el resultado del equilibrio dindmico entre TxAy
PGI;, ya que tienen acciones opuestas. Alteraciones en esta relacion pueden explicar

diversas situaciones patologicas, tales como la aparicion de trombosis (276, 277).

Resveratrol ejerce acciones antiinflamatorias y antiagregantes a través de la
inhibicion de la prostaglandina H, sintasa (COX-1 y COX-2). Este bioflavonoide es un
potente inhibidor de las actividades ciclooxigenasa y peroxidasa de COX-1, promoviendo
el flujo sanguineo y disminuyendo la formacion de trombos. En cambio, resveratrol
ejerce una inhibicion débil en la actividad peroxidasa de COX-2 (278). El mecanismo
mediante el cual resveratrol inhibe selectivamente ambas reacciones de COX-1 es todavia

desconocido.

53



INTRODUCCION

2.4.5. Accion sobre el metabolismo del oxido nitrico

Las alteraciones en la funcion endotelial pueden contribuir al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Estudios previos han demostrado como resveratrol
aumenta la biodisponibilidad del 6xido nitrico al inhibir la actividlad NADH/NADPH
oxidasa, aumentando, por tanto, la vasodilatacion dependiente de endotelio (279).
Ademas, en un modelo animal in vivo, resveratrol aumenta la expresion de las variantes
endotelial (eNOS) e inducible (iNOS) de la 6xido nitrico sintasa, lo cual podria contribuir
a la cardioproteccion mediada por resveratrol (280). En humanos, se ha visto como el
consumo regular de este bioflavonoide aumenta de manera dosis-dependiente la
dilatacion de la arteria humeral mediada por flujo en mayor medida que otros nutrientes

vasoactivos.

2.4.6. Inhibicion de la peroxidacion de lipidos

La oxidacion de proteinas de baja densidad (LDL) es un marcador aterogénico
que estd directamente asociada a la probabilidad de sufrir enfermedades coronarias e
infarto de miocardio (281). In vivo, resveratrol inhibe la peroxidacion de LDL y mejora la
homeostasis del colesterol (282). Siguiendo esta linea de investigacion, en un ensayo
clinico randomizado llevado a cabo por Tomé-Carneiro y col., el consumo diario de 8 mg
de resveratrol durante 6 meses resultd en una reduccion en la oxidacion de LDL y otros
lipidos séricos, destacando su papel en la prevencion primaria de enfermedades

cardiovasculares (283).

2.4.7. Inhibicion de la via del mevalonato

La via del mevalonato es una importante via metabdlica responsable de la
biosintesis del colesterol, cuyo paso limitante es la conversion de acetil-CoA a éacido
mevaldnico por parte de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa (HMGCR). Esta ruta metabodlica proporciona a las células diversas moléculas,

tales como colesterol, coenzima Q, dolicol y sustratos de la isoprenilacion [farnesil
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pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP)], todos ellos compuestos que
juegan un papel crucial en diversas funciones celulares, tales como integridad de

membrana, homeostasis celular y la isoprenilacion de proteinas (284).
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Figura 13. Via de sefializacion de Ras-Raf-Erk1/2. Una vez que la proteina Ras asociada a la membrana es
activada, recluta a la serina/treonina quinasa Raf y facilita su activacion. Posteriormente, Raf fosforila y
estimula la quinasa MEK, resultando en la fosforilacion y activacion de la quinasa regulada por sefiales

extracelulares 1/2 (Erk1/2). Adaptada de referencia (285).

La isoprenilacion consiste en la incorporacion de un grupo lipofilico FPP
(farnesilacion) o GGPP (geranil-geranilacion) al extremo carboxilo terminal de las
proteinas, regulando de este modo la funcién de multiples guanosinas trifosfatasas de
pequefio tamafio, tales como la proteina Ras (Fig. 13). Una vez que esta GTPasa asociada
a la membrana es activada, recluta a la serina/treonina quinasa Raf'y facilita su activacion.
Posteriormente, Raf fosforila y estimula la quinasa MEK, que de hecho posee actividad
de serina/treonina quinasa y tirosina quinasa, resultando en la fosforilacion y activacién

de la quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 (Erk1/2). La via de sefalizacién

55



INTRODUCCION

Ras-Raf-Erk1/2 regula una gran variedad de eventos intracelulares, incluyendo

proliferacion, diferenciacion, respuesta al estrés, apoptosis y esteroidogénesis (286).

Previamente, Wong y col. demostraron por primera vez en un estudio in vitro que
el resveratrol reduce la expresion y la actividad de HMGCR (enzima limitante de la via
del mevalonato) e inhibe la sintesis de colesterol (284). Ademas, similares efectos del
resveratrol fueron observados en un estudio in vitro con células endometriales estromales
de voluntarias sanas (287). Estos hallazgos también se han observado en modelos in vivo.
En un trabajo previo realizado en hamsters, el resveratrol disminuy6 el colesterol sérico y

redujo tanto la expresion de mRNA como la actividad de HMGCR (288).

Expresiondela = ———> HMG-CoAreductasa «————  Actividad de la
HMG-CoA reductasa l HMG-CoA reductasa

ACIDO MEVALONICO

A 4

Farnesil pirofosfato (FPP)
Geranilgeranil pirofosfato
(GGPP)

.| Proteinas preniladas
(Ras, Rho, Rac)

A 4

Colesterol FUNCIONES CELULARES

Figura 14. Via del mevalonato. Resveratrol inhibe la expresion y la actividad de la HMG-CoA reductasa.
Farnesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP) se forman a partir del acido mevalonico y
mediante la prenilacion de proteinas intervienen en multitud de funciones celulares. El colesterol inhibe la

expresion de HMGCR. Adaptado de referencia (284).
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Por tanto, podemos decir que resveratrol inhibe el paso limitante de la via del
mevalonato, reduciendo tanto la expresion como la actividad de HMGCR. Esta inhibicion
hace que los efectos de resveratrol puedan estar relacionados con una menor
disponibilidad de los productos finales de esta via metabdlica, incluyendo FPP, GGPP,

asi como de colesterol, interfiriendo, por tanto, en multiples funciones celulares.

2.5. FUNCIONES DEL RESVERATROL

En la ultima década, el tratamiento con resveratrol ha cobrado importancia debido a
los potenciales efectos beneficiosos que puede tener sobre la salud humana. A
continuacion se detallan los beneficios mas importantes de este compuesto a distintos

niveles:

2.5.1. Antienvejecimiento

La restriccion calorica puede retrasar el envejecimiento y la aparicion de ciertas
enfermedades relacionadas con la edad. El resveratrol, a través de la activacion de las
sirtuinas, es capaz de inducir un estado de minimo consumo energético similar al creado
en la restriccion calorica, poniendo en marcha procesos metabolicos adaptativos
relacionados con una menor incidencia de enfermedades metabolicas y una prolongacion

de la esperanza de vida (289, 290).

En Saccharomyces cerevisiae la sobreexpresion de Sir2 provoca un alargamiento
de la vida de la levadura de un 30%. Una reduccion de la alimentacion de la levadura
provoca un efecto similar a este, ya que produce un incremento de la actividad de Sir2.
Por otra parte, eliminando el gen Sir2, se anula el alargamiento de la vida provocado por
la restriccion caldrica (291). Ese efecto también se ha observado en estudios llevados a

cabo con Caenorhabditis elegans y drosophila melanogaster (292).
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2.5.2. Resveratrol y cancer

El resveratrol se ha mostrado eficaz en el tratamiento de diversos cénceres
humanos al ser un compuesto activo frente a las tres principales etapas en el proceso de
carcinogénesis: iniciaciéon, promocion y progresion (293). El resveratrol resulta activo
frente al cancer de pulmoén (294), colon (295), mama (296), estdbmago (297), piel (298),
tiroides (299), prostata (300), pancreas (301), leucemia (302), higado (303), y ovario
(304). Tanto es asi, que se ha discutido su uso en terapia combinada con farmacos

citotoxicos o quimioterapicos para la prevencion del cancer (305).

Los mecanismos de accion por los que el resveratrol ejerce su efecto
quimiopreventivo son complejos y variados. Se ha comprobado que resveratrol inhibe la
proliferacion de las células neoplasicas secundario al bloqueo del ciclo celular (306),
induce la activacion de las vias que conducen a la apoptosis en determinadas lineas
celulares cancerogénicas (296), e inhibe la angiogénesis y las metaloproteinasas de la
matriz que facilitan la invasiéon tumoral a los tejido (307). De este modo, resveratrol
formaria parte del grupo de componentes de la dieta que pueden regular el ciclo celular y

contribuir a la prevencion del cancer.

2.5.3. Efecto cardioprotector

Clésicamente, el resveratrol ha sido propuesto como uno de los agentes causales
de la Paradoja Francesa, término utilizado para describir la observacion de que la
poblacion francesa presenta menor incidencia de enfermedades cardiovasculares a pesar
de seguir una dieta rica en grasas saturadas, debido al alto consumo de vino tinto rico en
este compuesto (308). Esta teoria estd apoyada por el hecho de que la presencia de altos
niveles de metabolitos de resveratrol en orina se han relacionado con una menor
prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en pacientes de alto riesgo (309). Se han
descrito distintos mecanismos por los que resveratrol podria ejercer este efecto

cardioprotector, tales como la inhibicion de la agregacion plaquetaria (310), produccion
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de o6xido nitrico y su efecto antioxidante (280), aumento del colesterol HDL vy

disminucién de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (283).

El resveratrol también parece ejercer un efecto cardioprotector interviniendo en
procesos de remodelamiento vascular. El daflo miocérdico por isquemia-reperfusion tras
sufrir un infarto de miocardio es una causa importante de morbi-mortalidad en los paises
desarrollados. En un modelo murino de infarto de miocardio, resveratrol consiguid
mejorar la funcionalidad cardiaca tras la induccién experimental de un dafio por
isquemia-reperfusion, reduciendo de este modo tanto la isquemia cardiaca como el
tamafio del infarto (311). Este efecto cardioprotector de resveratrol también se ha
observado en otros modelos animales (312, 313). En muestras de tejido cardiaco humano,
este potente antioxidante inhibi6é significativamente la apoptosis secundaria al dafio
miocardico por isquemia-reperfusion, confirmando la relevancia clinica de este

compuesto en la prevencion y tratamiento de procesos cardiovasculares (314).

2.5.4. Efecto neuroprotector

Varios estudios en modelos animales sugieren que resveratrol ejerce un efecto
neuroprotector, debido principalmente a sus acciones antiinflamatorias (315),
antioxidantes (316), y antiapoptoticas (317). Estas propiedades han hecho que este
fitoestrogeno haya suscitado interés en el tratamiento de trastornos isquémicos vasculares

y en la prevencion de diversas enfermedades neurodegenerativas.

El resveratrol previene la agregacion de placas de P-amiloides que tiene lugar en
la Enfermedad de Alzheimer (318). Esta neuroproteccion inducida por resveratrol es
mediada, mayoritariamente, a través de la activacion de SIRT-1, protegiendo a las
neuronas frente al efecto deletéreo inducido por radicales libres de oxigeno, peréxidos,
péptidos B-amiloides y otros agentes nocivos que estan presentes en la fisiopatologia de
la dicha enfermedad (319). Ademas, la expresion de SIRT-1 inducida por resveratrol
inhibe las actividades proapoptdticas de las proteinas FOXO (317), al mismo tiempo que

inhibe la via NF-B en microglia y astrocitos, resultando en una proteccion contra la

59



INTRODUCCION

toxicidad inducida por el f-amiloide (320). Por ultimo, el resveratrol también ejerce
efectos beneficiosos en otras enfermedades degenerativas, tales como la enfermedad de

Parkinson (321), Corea de Huntington (322), y Esclerosis Lateral Amiotrofica (323).

2.5.5. Efecto del resveratrol en el metabolismo de la glucosa

En los ultimos afios, numerosos estudios in vitro € in vivo llevados a cabo en
roedores han demostrado los efectos beneficiosos del resveratrol en el metabolismo de la
glucosa, incluyendo la DM. El tratamiento de esta compleja enfermedad metabolica se
basa principalmente en tres aspectos: reduccion de los niveles de glucosa, preservacion
de las células 3 y mejora de la accion de la insulina (en el caso de la DMT2). Estudios
recientes indican que resveratrol puede ejercer efectos beneficiosos en la diabetes al

actuar, precisamente, a estos tres niveles.

En primer lugar, numerosos estudios han demostrado el efecto
antihiperglucemiante del resveratrol en modelos experimentales de diabetes (324-326),
resultando en niveles disminuidos de hemoglobina glicosilada (HbAc¢), lo cual refleja
una reduccion prolongada de la glucemia (327). Este efecto antihiperglucemiante del
resveratrol parece estar relacionado con una mayor expresion del transportador de
glucosa dependiente de insulina, GLUT4 (328, 329). En segundo lugar, resveratrol
contribuye a la preservacion de las células p mediante la disminucion de los niveles
séricos de insulina (330-332), inhibicion de la accion de las citoquinas inflamatorias
(327) y reduccion de los radicales libres de oxigeno (327). Por ultimo, resveratrol reduce
la RI asociada a la DMT2, mejorando la accion de la insulina en los tejidos diana (333).
Estos estudios ponen de manifiesto las acciones pleiotrdpicas del resveratrol en el
metabolismo glucidico, indicando la relevancia clinica de este compuesto solo o en

combinacion con otras terapias en la prevencion y tratamiento de la diabetes.
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2.5.6. Efecto del resveratrol en el ovario

El resveratrol es un fitoestrogeno que tiene la capacidad de unirse a los receptores
estrogénicos (ERs), subtipos ER-a y ER-f, ejerciendo efectos biologicos similares a los
inducidos por los estrogenos endogenos y sintéticos (334). Mientras que la mayoria de
fitoestrogenos se unen preferentemente a ER-f, resveratrol se une con igual afinidad a
ER-a y ER-f, siendo esta afinidad por los receptores menor que la que presentan la
mayoria de fitoestrogenos (335-337). De este modo, resveratrol parece actuar como un
modulador selectivo de los receptores estrogénicos (SERM), cuya acciéon mixta
agonista/antagonista depende de la disponibilidad de isoformas de ER en los tejidos, tipo

celular, tiempo de exposicion y sexo del individuo (338).

En los ultimos afios se han publicado estudios para evaluar el efecto del
resveratrol en la fisiopatologia de SOP. En un estudio in vitro llevado a cabo en células
teca intersticiales (TI) de la rata, resveratrol ejerci6 un efecto proapoptotico, reflejado por
un aumento en la actividad de las caspasas efectoras 3 y 7 asi como por la induccion de
cambios morfologicos compatibles con apoptosis (Fig. 15). Ademads, resveratrol
contrarrestd los efectos pro-proliferativos y anti-apoptéticos de la insulina en este tipo
celular (235). En otro estudio en roedores, resveratrol potencio el efecto inhibitorio de la
sinvastatina en la sintesis de DNA en células teca intersticiales, y esta inhibicién fue
secundaria a una inhibicion tanto en la actividad como en la expresion de la HMGCR en

la via del mevalonato (284).

In vivo, en un modelo experimental de SOP inducido con dihidrotestosterona, el
tratamiento con resveratrol a dosis de 400 mg/kg durante 5-6 semanas disminuyd la
adiposidad y mejord la ciclicidad estral en ratas-SOP previamente aciclicas, no ejerciendo
efecto alguno sobre la sensibilidad a la insulina (339). A la luz de estos resultados, y
siendo evidente un potencial efecto beneficioso en diversas manifestaciones clinicas del
SOP, se hacen necesarios mas estudios para conocer a fondo el efecto del resveratrol en

la funcidn de las células de la teca y de la granulosa.
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6hr 12hr 24hr 48hr
50 uM
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Figura 15. Efecto del resveratrol en la morfologia de las células teca intersticiales de la rata. El resveratrol
induce cambios morfologicos compatibles con apoptosis, tales como el encogimiento celular y la pérdida
de integridad ultraestructural de las organelas, de un modo dosis- y tiempo-dependiente. Con: control. Res:

resveratrol. Adaptado de referencia (235).
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HIPOTESIS DEL TRABAJO:

SUBESTUDIO I:

El resveratrol ejerce un importante efecto en la funcion de las células TI,
inhibiendo tanto la expresion génica de las principales proteinas y enzimas implicados en

la esteroidogénesis ovarica, como la produccion de hormonas esteroideas.

SUBESTUDIO II:

El resveratrol ejerce un modesto efecto citostatico, pero no citotoxico, en las
células de la granulosa, contribuyendo al mantenimiento de la integridad y funcion de

este compartimento celular.

OBJETIVOS:

SUBESTUDIO I:

1. Determinar in vitro el efecto del resveratrol en la expresion génica de las
principales proteinas y enzimas implicadas en la esteroidogénesis de las células TI
de la rata.

2. Determinar in vitro el efecto del resveratrol en la produccion de hormonas
esteroideas en células TI de la rata.

3. Determinar in vitro el efecto de los intermediarios isopropanoides (GGPP y FPP)
sobre la regulacion del resveratrol en la esteroidogénesis de las células TI de la
rata.

4. Determinar in vitro el efecto de los inhibidores de las sirtuinas sobre la regulacion
del resveratrol en la esteroidogénesis de las células TI de la rata.

5. Determinar in vitro el efecto de la via de la Akt/PKB en la esteroidogénesis de las
células TI de la rata, y su papel sobre la regulacion del resveratrol en la

esteroidogénesis de las células TI de la rata.
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SUBESTUDIO II:

6A

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la proliferacion celular de las células
de la granulosa.

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la viabilidad celular de las células de
la granulosa.

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la apoptosis de las células de la
granulosa mediante la determinacion de la activacion de las caspasas y la
morfologia celular.

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la esteroidogénesis de las células de
la granulosa.

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la expresion génica y proteica de
AMH en las células de la granulosa.

Estudio in vitro del efecto del resveratrol en la expresion génica y proteica de

VEGF en las células de la granulosa.
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1. ANIMALES Y ALOJAMIENTO

Los animales utilizados en los diferentes protocolos experimentales fueron ratas
albinas hembras, de la cepa Sprague-Dawley, con un peso comprendido entre 45y 50 gy
adquiridas a la edad de 22 dias en una granja multiplicadora (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA). Las ratas se alojaron en el animalario correspondiente al
Departamento de Obstetricia y Ginecologia de la Universidad de California Davis (UCD),
dispuestas en grupos de tres por jaula, permitiéndoles libre acceso de agua y comida

(comida estandar para ratas de laboratorio, Lab Diet 5001®) (Fig. 16A-B).

Los animales se mantuvieron bajo las siguientes condiciones ambientales:
ventilacion (75 renovaciones/hora), temperatura (20-23°C) y humedad (60-70%). El
fotoperiodo durante todos los experimentos fue constante con 12 horas de luz/12 horas de
oscuridad (luces encendidas desde las 7:00h). A la edad de 27, 28 y 29 dias, las ratas
fueran tratadas con 1 mg de 17p-estradiol (Sigma-Aldrich) disuelto en 0.3 ml de aceite de
sésamo, administrado por via subcutdnea, con el fin de estimular el desarrollo ovarico y

el crecimiento de foliculos antrales (Fig. 16C).

Figura 16. Alojamiento y tratamiento de animales de estudio. (A) Jaulas en el animalario de la UCD. (B)

Detalle del acceso al agua (flecha blanca) y al comedero (flecha negra) en el interior de una jaula individual.

(C) Imagen de la administracion subcutanea de 173-estradiol en la rata.
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Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las buenas practicas para el
manejo de animales de laboratorio, y de acuerdo con el Protocolo aprobado por el Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de California, Davis.

2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1. AISLAMIENTO CELULAR

2.1.1. Aislamiento de células teca intersticiales

La obtencion de las células TI se realizé siguiendo el método de Magoffin y col,
descrito en 1988 (340). Un dia mas tarde de la ultima inyeccion, con un peso promedio de
90 g, las ratas fueron anestesiadas intraperitonealmente con ketamina (75 mg/kg) y
xilacina (5 mg/kg). Posteriormente, a través de una laparotomia media anterior con
extension subcostal, las ratas se sacrificaron mediante una perfusion intracardiaca en el
ventriculo izquierdo de salino al 0.9% con una aguja 18 G y posterior corte de auricula
derecha, determinando la muerte de la rata a los 30-60 segundos de realizar dicho

procedimiento (Fig. 17A-C).

Una vez que las ratas fueron perfundidas con salino al 0.9%, se realiz6 la
extraccion de los anejos y se dispusieron en una placa de Petri de 10 cm de didmetro con
20 ml de medio de aislamiento M 199, suplementado con 1% antibidtico/antimicético, L-
glutamina (2 mM), albiimina sérica bovina al 0.1%, HEPES (25 mM), NaOH (1 N) con
pH de 7.25. Posteriormente, se disecaron los ovarios liberdndolos de las trompas y tejido
graso adyacente bajo microscopio Optico, colocandolos en una placa de Petri con medio

de aislamiento (Fig.17D-F).
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Ovario

Figura 17. Aislamiento del ovario de la rata: procedimiento quirirgico. (A) Rata en dectbito supino. (B)
Tras realizacion de laparotomia media anterior con extension subcostal. (C) Perfusion intracardiaca de
salino al 0.9%. (D) Detalle de las principales partes del aparato reproductor femenino en la rata. (E) Pieza
quirargica formada por ovario y parte de oviducto. (F) Imagen de ovarios en medio de cultivo tras el

proceso de aislamiento.

A continuacidn, se puncionaron vigorosamente los foliculos ovéricos con una
aguja estéril de 26G tras fijar los ovarios firmemente con pinzas, con el fin de liberarlos
de las células de la granulosa, las cuales fueron a su vez purificadas para su posterior uso
(Ver apartado 2.1.2). Posteriormente, los ovarios libres de células de la granulosa fueron
transferidos a una nueva placa de Petri con medio de aislamiento y aclarados para

eliminar la presencia de restos de células de la granulosa.

Los ovarios se colocaron entonces en una nueva placa de Petri y se trituraron con
ayuda de un bisturi estéril en presencia de medio de digestion, elaborado con medio de
aislamiento M199 (7.5 ml) suplementado con colagenasa (30 mg), DNasa (2.24 mg) y

albumina sérica bovina (75 mg). El producto obtenido se depositd en un frasco de cultivo
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celular estéril de 25 cm’, incubandose posteriormente en un agitador de bafio de agua a
una temperatura de 37°C durante 60 minutos, mezclando la muestra cada 5-10 minutos
con la ayuda de una pipeta Pasteur con el fin de evitar los acimulos de células y, por
tanto, homogeneizar la muestra. Pasado este tiempo, se filtré6 por un cedazo estéril de
nylon de 100 um y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos en una centrifuga Centra CL2
(Thermo Scientific). Una vez finalizado este tiempo, se elimind el sobrenadante y las
células se volvieron a resuspender con medio de aislamiento para posteriormente ser

sometidas de nuevo a centrifugacion a 200 g durante 5 minutos (Fig. 18).

17B-estradiol Células
Granulosa
[ ]
| ] ] ]
o*
s 27d 28d 29d LN (T
Medio
Rata hemb
ague.Dawl de digestion

Sprague-Dawley

Centrifugacion

CULTIVO DE CELULAS TECA Gradiente Discontinuo Incubacion
Medio de cultivo de Percoll 60 min
McCoy’s 5A

Figura 18. Secuencia de pasos en el aislamiento de las células teca intersticiales. Una vez tratadas con 17f3-
estradiol, las ratas fueron sacrificadas y los ovarios liberados de las trompas y tejido graso adyacente. A
continuacion, se puncionaron vigorosamente los foliculos ovaricos para liberarlos de las células de la
granulosa, colocandose los ovarios puncionados en medio de digestion. Tras una incubacion de 60 minutos,
la muestra se centrifugd y posteriormente se aislaron y purificaron las células TI mediante la realizacion de

un gradiente discontinuo de Percoll.
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Tras el proceso de centrifugacion, las células TI fueron posteriormente aisladas y
purificadas mediante la realizacion de centrifugacion en gradiente discontinuo de Percoll
(Fig. 18). Para ello, el pellet reconstituido con 1 ml de medio de aislamiento se sometio a
un gradiente de Percoll (35 %, 44 %) centrifugando a 200 g durante 30 minutos a 4°C.
Las células TI migran a la interfase bien definida entre el 35 % y el 44 %, donde pueden
ser recogidas y reconstituidas finalmente en 10 ml de medio de aislamiento, para su

posterior centrifugacion a 200 g durante 5 minutos.

2.1.2. Aislamiento de células de la granulosa

Una vez finalizada la puncién vigorosa de los ovarios, las células de la granulosa
se centrifugaron a 200 g durante 10 minutos a 4°C. Una vez finalizado el proceso, se
elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet. Posteriormente las células fueron

cultivadas en los placas de cultivo.

2.2. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE LA
TINCION CON TRYPAN BLUE

El Trypan blue es una tincion utilizada para determinar el contaje de las células
viables in vitro de una suspension celular. Este método se basa en el principio de que las
células viables (vivas) no dejan entrar el colorante dentro de la célula, mientras que las no
viables (muertas) tienen la membrana citoplasmatica desestructurada o rota por lo que

permiten que el colorante penetre dentro de la célula.

Se prepara una suspension celular y se anade el mismo volumen (10 pl) de la
solucion de Trypan blue (0.4%) y pasados 15 minutos de incubacion se realiza el contaje
del nimero de células viables (no tefidas) en una camara de Neubauer. Se determina la

densidad celular en la suspension madre teniendo en cuenta el factor de dilucion.

En nuestro caso, la viabilidad celular de las células de la TI permaneci6 constante

en el rango comprendido entre 90%-95%, mientras que la viabilidad celular para las
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células de la granulosa se mantuvo en el rango de 40%-45%, similares ambos a los

rangos descritos en estudios previos para dichos tipos celulares (235, 341, 342).

2.3. RECUENTO CELULAR

Se utiliz6 como método de recuento celular la camara de Neubauer, con el
objetivo de aumentos, que efectia el recuento de las células en un area de Imm”* definida
por las triples lineas paralelas de la cdmara. El nimero de células por mililitro de

suspension permitid calcular el nimero de células total.

2.4. CULTIVO CELULAR

2.4.1. Cultivo células teca intersticiales

Las células se distribuyeron en placas recubiertas de fibronectina humana de 24
pocillos (BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de 400.000 células por pocillo y
fueron incubadas a 37°C en una atmosfera de CO; al 5% durante 12, 24 y 48 horas en
medio de cultivo MacCoy's 5A suplementado con 1% de antibidtico/antimicotico, 0.1%
de albumina sérica bovina y 2 mM de L-glutamina. Las células fueron incubadas en

presencia de los siguientes tratamientos:

o Control: MacCoy's 5A con 0.1% BSA
o Resveratrol: 1,3,10 uM

o FPP: 30 uM

o GGPP: 30 uM

o Nicotinamida: 1 mM

o Sirtinol: 10 uM

o Inhibidor de Akt: I uM

o Insulina 0.1 pg/ml

o Inhibidor Akt 1luM
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En los experimentos destinados a evaluar la fosforilacion de Akt mediante la
realizacion de experimentos de Western blot, las células se distribuyeron en tubos
eppendorf a una densidad de 2x10° células/tubo en ausencia (control) y en presencia de
resveratrol (10 uM), incubandose a 37°C/5% CO, durante 30 minutos. En el mismo set de
experimentos se incluyeron insulina (0.1 pg/ml) e inhibidor de Akt (1 uM) como
controles positivo y negativo, respectivamente, para controlar la especificidad de los

anticuerpos.

Las concentraciones de estos tratamientos fueron escogidos en base a las dosis
utilizadas en estudios previos (343, 344). Las cultivos de células teca intersticiales fueron

incubadas en medio suplementado con LH (5 ng/ml) en todos los casos.

Todos los tratamientos anteriormente descritos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO) excepto el inhibidor de Akt (Akt Inhibitor VIII, Isozyme-Selective, Akti-1/2),
adquirido de Calbiochem Co. (Gibbstown, NJ) y la LH, que se obtuvo del National
Hormone & Pituitary Program at the Harbor-UCLA Medical Center (Torrance, CA).

2.4.2. Cultivo células de la granulosa

Las células se distribuyeron en placas recubiertas de fibronectina humana (BD
Biosciences, Bedford, MA) y fueron incubadas a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%
hasta periodos de 48 horas en medio de cultivo MacCoy's 5A suplementado con 1% de
antibiotico/antimicético, 0.1% de albiimina sérica bovina y 2 mM de L-glutamina. La
concentracion de células utilizada, el tiempo de incubacion, asi como el tipo de placa de

cultivo a utilizar se escogi6 en funcion del disefio de cada experimento:

1. Experimentos de proliferacién celular y viabilidad celular: se afadieron 35.000

células/pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos y se incubaron durante 24 y 48

horas.
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2.

Experimentos para determinar la actividad de las caspasas: se afiadieron 20.000

células/pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos y se incubaron durante 3, 6, 12,
24 y 48 horas.

Expermientos de tincidon nuclear con DAPI v Actina-F: se afiadieron 16.000

células/pocillo en portas de cultivo de 8 pocillos y se incubaron durante 24 y 48
horas.

Experimentos RT-PCR: se afiadieron 400.000 células/pocillo en placas de cultivo

de 24 pocillos y se incubaron durante 24 y 48 horas.

Experimentos para cuantificaciéon de proteina por Western Blot: se afadieron 2

millones células/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos y se incubaron durante
24 y 48 horas.

Experimentos para medir la actividad de HMGCoAR:se transfirieron 50 millones

de células de la granulosa a tubos Falcon de 50 ml.

Las células fueron incubadas en presencia de los siguientes tratamientos:

o Control: MacCoy's 5A con 0.1% BSA
o Resveratrol: 10, 30, 50 uM

Las células de la granulosa fueron incubadas en medio suplementado con FSH (30

ng/ml) en todos los casos. En los experimentos destinados a evaluar la esteroidogénesis,

los cultivos de células de la granulosa se suplementaron ademds con testosterona (0.5

uM) para actuar como sustrato para la aromatasa.

Todos los tratamientos anteriormente descritos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO) excepto la FSH, que se obtuvo del National Hormone & Pituitary Program
at the Harbor-UCLA Medical Center (Torrance, CA).
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2.5. MORFOLOGIA CELULAR

Durante todo el proceso de cultivo, las células fueron controladas observandolas
al microscopio oOptico invertido y descartando la posible contaminacién por levaduras,

hongos o bacterias. Con los objetivos de 10 y 20 aumentos se observdé completamente

todo el area de cultivo para controlar el correcto crecimiento de las células y su desarrollo

(Fig. 19A-C).

Figura 19. Cultivo primario de células teca intersticiales en distintos tiempos de estudio: 12 h (A), 24 h (B)

y 48 h (C). Visualizacion con microscopio optico invertido y magnificacion de 10 y 20X.

3. RT-PCR A TIEMPO REAL

3.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) es
una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica
de DNA durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente. Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima DNA polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el DNA en las células. Si en dicha reaccion
usamos como sustrato DNA genomico, entonces tipicamente hablamos de una PCR, pero
si usamos DNA complementario (cDNA) proveniente del mRNA se le conoce como RT-

PCR (Reverse Transcription-PCR).
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La PCR cuantitativa (quantitative polymerase chain reaction, qPCR o Q-PCR) o
PCR en tiempo real (real time PCR, RT-qPCR o RT-Q-PCR) es una variante de la PCR
convencional utilizada para amplificar y, simultdneamente, cuantificar el producto
amplificado de DNA. Los elementos importantes en la reaccion son el molde de DNA
(cDNA), la enzima DNA polimerasa termoestable, los oligonucle6tidos o primers (los
cuales hibridan con la region complementaria al DNA que se desea amplificar), los
desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina) y una
solucion amortiguadora o buffer (que mantiene el pH de la reaccion constante). A esta
mezcla se afiade un fluoréforo que, tras excitar a la longitud de onda apropiada, permite
medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos en un termociclador que

albergue sensores para medir fluorescencia.

3.2. EXTRACCION DE RNA

El éxito de cualquier método de extraccion de RNA consiste en evitar su degradacion
por parte de las ribonucleasas, enzimas muy resistentes y de gran actividad catalitica que
degradan el RNA durante y después de la extraccidon, provocando bajos rendimientos de
RNA de longitud completa. EI método de extraccion de RNA total utilizado en el
presente trabajo se basd en una lisis celular mediante una solucién con una elevada
concentracion de tiocinato de guanidina, que rdpidamente desestabiliza las membranas
celulares e inhibe la accion de las ribonucleasas. Posteriormente, se llevd a cabo el
aislamiento del RNA mediante el uso de perlas magnéticas (MagMAX"™-96 Total RNA
Isolation Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA) y el Kingfisher robot (Thermo

Scientific,Vantaa, Finland).

Para ello, las placas recubiertas de fibronectina de 24 pocillos se sacaron del
incubador una vez cumplidos los tiempos de incubacion correspondientes a cada
tratamiento, aspirando y congelando el medio de cada pocillo a -20°C hasta su posterior

uso para la determinacién de hormonas esteroideas.

7R



MATERIAL Y METODOS

La primera etapa de la extraccion del RNA es la homogenizacion, en la que se aplica
175 pl de tampdn de lisis sobre la monocapa de células en la placa de cultivo provocando
la lisis celular. Posteriormente se deja actuar al buffer de lisis durante 30-60 minutos en
un agitador a temperatura ambiente con el fin de favorecer la desestructuracion de las

membranas celulares.

Posteriormente a la homogenizacion, las muestras de lisado celular se obtuvieron
mediante raspado vigoroso de la superficie de la placa con una pipeta de punta ancha y se
mantuvieron sobre hielo a 4°C contenidos en tubos eppendorf. A continuacion, se
dispusieron en una placa de 96 pocillos y se pusieron en contacto con 20 ul de mezcla de
perlas magnéticas, que permiten la union selectiva a los acidos nucleicos. De esta manera,
los 4acidos nucleicos son capturados magnéticamente por las perlas y lavados
sucesivamente para eliminar los restos celulares, proteinas y otros contaminantes. A
continuacion, las muestras fueron tratadas con 50 pl de desoxirribonucleasa TURBO
Dnasa, compuesto que libera los acidos nucleicos de las perlas magnéticas y degrada la
porcién de DNA gendmico existente en la muestra. Seguidamente, la adicion de 100 pl
Rebinding Solution une de nuevo el RNA a las perlas magnéticas y, tras una fase de

lavado y secado, es purificadoen un volumen de 25 pl de tampoén de elucion (Fig. 20).

Tampén Lisado celular Perlas Separacion Dnasall Solucién Separacién Tampén
de lisis Magnéticas Lavado Re-Binding Lavado de elucién
¢ etanol etanol
S | ol =" Y
. e o 3 WA, o )
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. . o S T - '
&’ ¢y 2 5 !
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Figura 20.Proceso de extraccion de RNA. Una vez finalizado el periodo de incubacion, se procedio a la
homogenizacion de las muestras mediante la aplicacion del tampon de lisis. A continuacion, las muestras
de lisado celular se pusieron en contacto con una mezcla de perlas magnéticas, quedando retenidos los
acido nucleicos. Tras subsiguientes lavados, las muestras fueron depuradas y el RNA obtenido tras una

fase de lavado y secado.
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La cantidad de RNA obtenida se cuantificd posteriormente mediante la lectura de un
espectrofotometro  (NanoDrop 100, Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). Su
funcionamiento consiste, basicamente, en iluminar la muestra con luz blanca y calcular la
cantidad de luz que refleja dicha muestra en una serie de intervalos de longitudes de onda.
Los 4cidos nucleicos presentan absorcion (A) a 260 nm (Aze) y las proteinas a 280 nm
(A280). Una absorbancia de 1 unidad a 260 nm corresponde a 40 pug de RNA/ml (A= 1
=40 pg/ml). Para calcular la concentraciéon de RNA total, se utiliz6 una dilucion de 1:50
[2 p de muestra: 98 ul de agua DEPC (dietilpirocarbonato)], y en todas las mediciones se
utilizo agua DEPC como control (blanco). Una vez obtenidos los valores de absorbancia
de RNA, se pudo conocer la concentracion exacta de cada muestra a partir de la siguiente

ecuacion:

Concentracion total de RNA (pg/pl) = (Aze0) (Dilucion) (40) / 1000

3.3. SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO (cDNA)

La sintesis de ¢cDNA a partir de RNA se llevd a cabo por retrotranscripcion
empleando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription para RT-PCR (Applied

Biosystems, CA), siguiendo las instrucciones de uso.

La retrotranscripcion se realizé utilizando 200 ng del RNA total diluido en agua
DEPC tratada hasta conseguir un volumen de 20 pl. A continuacién se anadid por
muestra analizada: 8 pl /0x RT buffer, 3.2 ul de 25x dNTP (100mM), 8 pl de /0x RT
random primers, 4 ul de MultiScribe Reverse Transcriptase, 4 ul de Rnase Inhibitor y
12.8 ul de agua DEPC, en un volumen final de 60 pl. Se incub6 en el termociclador (ABI
7300 Real-time PCR System, Applied Biosystems) a 25°C durante 10 minutos,
posteriormente a 37°C durante 120 minutos y finalmente a 85°C durante 5 minutos. Por

ultimo, las muestras se congelaron a -80°C hasta el momento de su manipulacion.

La cantidad de cDNA obtenida se cuantificoé posteriormente mediante la lectura

espectrofotométrica de la absorbancia a 260 nm.
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3.4. DETECCION DEL PRODUCTO DE PCR

La reaccion de PCR a tiempo real consiste en monitorizar el progreso de la reaccion
de PCR a medida que va ocurriendo, desde el principio hasta el final. Existe una gran
variedad de formatos de deteccion del producto de la PCR, divididos en especificos y en
no especificos. El SYBR-Green es un fluoréforo basado en un mecanismo de deteccion
no especifica, ya que se une al surco menor de todos los fragmentos de DNA bicatenario
(dsDNA) producidos durante la reaccién de amplificacion (ya sea producto especifico,
producto inespecifico o dimeros de cebadores) aumentando su fluorescencia unas 1.000

veces (Fig. 21).
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Figura 21. Esquema sobre la técnica de SYBR Green. E1 SYBR-Green es un fluor6foro que se une al surco
menor de todos los fragmentos de dsDNA producidos durante la reaccion de amplificacion aumentando su

fluorescencia unas 1.000 veces.

Por tanto, a medida que el producto de la PCR se acumula, aumenta la cantidad de
dsDNA y por tanto, la fluorescencia emitida. Entre sus ventajas destaca su facil uso y

sensibilidad, llegando a identificar la producciéon de una unica molécula. El principal

R1



MATERIAL Y METODOS

inconveniente de este método de deteccion es que se une a cualquier fragmento de
dsDNA existente en la reaccion, incluyendo dimeros de cebadores y otros productos
inespecificos, pudiendo resultar en una sobreestimacion de la concentracion del producto

diana.

3.5. PROTOCOLO DE AMPLIFICACION Y CUANTIFICACION DE DNA

Para evitar la degradacion de las enzimas utilizadas y de las muestras, la
manipulacion de los reactivos se llevd a cabo en todo momento sobre hielo. Se prepard
un mix comun para todas las muestras de la placa de 96 pocillos, donde se afiadi6 a cada

pocillo la cantidad necesaria del mix preparado junto con cDNA de cada muestra.

La reaccion de PCR se realizdé en un volumen total de 28 ul con 5ul de cDNA
sintetizado, 4.5 ul de cebador 900nM directo y reverso y 14 pl de 2X SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones de PCR a tiempo real se llevaron a
cabo en triplicados utilizando el ABI 7300 Real-time PCR System (Applied Biosystems).
Se incluyeron distintas diluciones de cADN en cada reacciéon para generar curvas

estandar. Los datos fueron analizados mediante SDS 1.4 software (Applied Biosystems).

Para poder identificar el gen cuya expresion permanece mas estable bajo condiciones
experimentales, diversos genes con potencial uso como controles endogenos, tales como
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HPRT), B,-microglobulina (B2M) y f3-
actina fueron evaluados mediante el algoritmo NormFinder (345). Este sistema identifico
el mRNA de HPRT como el mas estable y fue, por tanto, el seleccionado como gen
constitutivo o housekeeping en nuestros experimentos. En el presente trabajo se
analizaron un total de 7 genes junto con el gen HPRT como gen constitutivo. Las
secuencias de los cebadores utilizados aparecen en la tabla (Tabla 2) y han sido
utilizados en estudios previos (346). Todos ellos fueron adquiridos de la casa comercial

Invitrogen.
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GEN SENTIDO SECUENCIA DE CEBADOR (5°’-3’)
STAR Directo GCC TGA GCA AAG CGG TGT C
Reverso CTG GCG AAC TCT ATC TGG GTC TGT
CYP11A1 | Directo GCT GGA AGG TGT AGC TCA GG
Reverso CAC TGG TGT GGA ACA TCT GG
HSD3B1 Directo CCA GAA ACC AAGGAGGAAT
Reverso CCA GAA ACC AAGGAGGAAT
CYP17A1 | Directo ACT GAG GGT ATC GTG GAT GC
Reverso CCG TCA GGC TGG AGA TAG AC
CYP19 Directo ACC ATC ATG GTC CCG GAA A
Reverso AGG CCC ATG ATC AGC AGA AG
AMH Directo GCT GCT GCT AGC GAC TATG
Reverso AGA TGT AGG CTA GCA ACT G
VEGF Directo ACA GAA GGG GAG CAG AAA GCC CAT
Reverso CGC TCT GAC CAA GGC TCACAGT
HPRT Directo TTG TTG GAT ATG CCC TTG ACT
Reverso CCGCTG TCT TTT AGG CTT TG

Tabla 2. Secuencias de primers (directo y reverso).

3.6. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para la cuantificacion de cDNA, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de

amplicon producido (cantidad de moléculas de DNA idénticas resultado de un proceso de

PCR). La cuantificacion del producto se produce mediante la adicion de fluoréforos que

se unen al amplicon de forma cuantitativa, de forma que a mayor producto mayor

fluorescencia se emitird. Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de

fluorescencia producida en cada ciclo de PCR y los softwares de andlisis representan

dicha fluorescencia graficamente respecto al nimero de ciclos. La cantidad de amplicén

R3



MATERIAL Y METODOS

producido es proporcional al nimero de moléculas de RNA/DNA iniciales, de forma que
en aquellas muestras con mayor expresion del gen el amplicon fluorescente aparecerd en

ciclos anteriores.

Para el analisis cuantitativo del producto, se analiz6 la curva de amplificacion emitida
una vez finalizada la reaccion, donde el eje vertical representa la cantidad de
fluorescencia normalizada, y el eje horizontal el nimero de ciclos (Fig. 22). Esta curva

estd constituida por al menos tres fases distintas:

1) Fase de latencia: donde la acumulacion de producto no se puede detectar. La

Baseline o linea de base se refiere a los ciclos iniciales en los que no hay
cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y so6lo se detecta

fluorescencia basal.

2) Fase exponencial: En esta técnica se marca un umbral de fluorescencia

(threshold) en un punto donde la reaccion de amplificacion se encuentra en su
fase exponencial. El ciclo que atraviesa este umbral de fluorescencia se
denomina Cr (threshold cycle), y se define como el ciclo a partir del cual la
fluorescencia es estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo
(background). El célculo del Ct siempre se realiza en la fase exponencial de la

curva.

3) Fase de saturacion: en la que ya no se produce un incremento de DNA.
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Amplification Curves
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Figura 22. Esquema de la curva de amplificacion de PCR a tiempo real. Se observan un total de 15 ciclos,
indicando las fases de dicha curva, asi como la linea de base (Baseline), el umbral de fluorescencia

(Threshold) y los ciclos umbrales de cada muestra (Ct).

Una vez obtenidos los resultados de Ct de las muestras, se llevdo a cabo la
cuantificacién de la expresion genética. Cominmente se emplean dos estrategias para
llevar a cabo dicha cuantificacion con PCR en tiempo real: cuantificacion absoluta y

cuantificacion relativa, sienda esta tltima la utilizada en el presente trabajo.

La cuantificacion relativa se utiliza para obtener la magnitud de los cambios
fisioldgicos en los niveles de expresion genética de un gen de estudio en comparacion
con uno o mas genes de referencia y no requiere estdndares con concentraciones
determinadas. Hay que tener en cuenta que la expresion de los genes de referencia debe
ser constante en las células estudiadas. Por esta razén, las secuencias utilizadas para
cuantificacion relativa son generalmente genes "housekeeping”, debido a que suelen estar
involucrados en funciones bésicas en la supervivencia celular, lo cual suele implicar una

expresion constitutiva. De este modo, efectuando en cada experimento la medicion de los
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genes de interés y dividiéndolos por la expresion del gen normalizador seleccionado es
posible comparar los primeros ain sin conocer en términos absolutos su nivel de

expresion.

Una vez obtenidos los datos de Ct de las muestras y del gen housekeeping (en este
caso HPRT) se procedi6 a su normalizacion relativa. Para ello se dividio el valor Ct del
gen diana entre el valor Ct del control endogeno (HPRT), obteniendo asi un valor

normalizado para el gen diana.

4. DETERMINACION DE HORMONAS ESTEROIDEASPOR LC-MS

4.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La cuantificacion de las hormonas esteroideas se llevd a cabo mediante
Cromatografia Liquida - Espectrometria de Masa (LC-MS o HPLC-MS), técnica de
quimica analitica que combina la capacidad de separacion fisica de la cromatografia
liquida (0 HPLC) con la capacidad de andlisis de masa de la espectrometria de masa
(MS). LC-MS es un método potente con una alta sensibilidad y especificidad que tiene
muchas aplicaciones, tales como la separacion, deteccion e identificacion de sustancias

quimicas de particulas en presencia de otras sustancias.

La Cromatografia liquida es una técnica analitica que permite separar fisicamente
los distintos componentes de una solucion por la adsorcion selectiva de los constituyentes
de una mezcla. En toda cromatografia existe un contacto entre dos fases, una fija que
suele llamarse estacionaria (que puede ser de alimina, silice o resinas de intercambio
i6nico), y una moévil (fase movil) que fluye permantente durante el andlisis, y que en este
caso es un liquido o mezcla de liquidos. Los intercambiadores idnicos son matrices
solidas que contienen sitios activos con carga electrostatica. De esta forma, la muestra
queda retenida sobre el soporte sdlido por afinidad electrostatica. Dependiendo de la

relacion carga/tamafio unos consituyentes de la mezcla seran retenidos con mayor fuerza
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sobre el soporte solido que otros, es decir, serdn adsorbidos, lo que provocard su
separacion. Las sustancias que permanecen mas tiempo libre en la fase senil, avanzan
mas rapidamente en el fluir de la misma y las que quedan mas unidas a la fase

estacionaria o retenidas avanzan menos Yy, por tanto, tardaran mas en salir o fluir.

La introduccion de la espectrometria de masas (MS) ha supuesto un gran avance
en las técnicas analiticas por su gran sensibilidad y su alto grado de fiabilidad. Su
principal ventaja sobre otras técnicas de deteccion (visible-ultravioleta, fluorimetria,
deteccion electroquimica) es, por un lado, su capacidad para suministrar informacion ttil
desde el punto de vista identificativo, de forma que el espectro de masas se presenta asi
como una prueba casi inequivoca de la identidad del compuesto a analizar. Por otro lado,
se trata de un detector universal, basado en la separacion de las especies cargadas de
acuerdo con su relacion masa/carga. La espectrometria de masas se presenta como uno de

los métodos de deteccion més sensibles y especificos para el analisis molecular.

4.2. PREPARACION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA
CUANTIFICACION DE ESTEROIDES

Cada muestra se estudid directamente, aplicando el siguiente procedimiento de
extraccion a cada especimen por separado. Una vez descongeladas las muestras, se
prepard una alicuota de muestra (300 pl) que se dispuso en un inyector automatico de
muestras, a la que se le afiadieron 150 pl de solucion interna estandar hasta completar un
volumen total de 450 pl. La deteccidon y cuantificacion de todos los analitos se llevo a

cabo mediante el uso del monitoreo de la reaccion seleccionada (SRM).

4.3. CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDEAS: LC-MS

La determinacién de hormonas esteroideas se realizd mediante Cromatografia de
Flujo Turbulento (TFC) HPLC-MS/MS, técnica que permite la deteccion simultanea de
androstendiona, androsterona, progesterona y estradiol. Consiste en un sistema de
configuracion multiplex Thermo Aria TLX-2 TFC (dos bombas de carga y dos bombas

de elucion, Shimadzu LC-10AD), basado en una cromatografia liquida de alta presion, y
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un inyector equipado con un plato Peltier de 300 posiciones (Franklin, MA), acoplado a
un espectrometro de masa triple cuadrupulo Thermo Scientific TSQ Vantage (San Jose,
CA), equipado con una fuente de ionizacion por electrospray calentado. El instrumento se
controlé usando un sofware Aria (Version 1.6.1). Se utilizé una columna de extraccion
termo-ciclon P para extraer la muestra del suero diluido y la separacion HPLC se llevo a
cabo a través de una columna ACE C18 de 2.1 x 100 mm, para particulas de 3 pm de
tamano, localizada en el interior de un calentador de columna Hot Pocket (Thermo
Scientific, San Jose) y protegida por un guarda cartucho de fase reversa (Mac-Mod,

Chadds Ford, PA).

Tanto los iones precursores como los productos de cada analito diana se eligieron
a través de transiciones SRM, mientras que los parametros relacionados para los
diferentes analitos se aislaron por el método de separacion HPLC, basado en el siguiente
gradiente de fase movil: solvente A-agua con 0.1% de acido férmico; B-methanol; C-
acetonitrilo/alcohol isproprilico/acetona en proporcion 60/30/10; D- agua/acetonitrilo

(98/2 v/v) con 0.1% de hidroxido de amonio.

4.4. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

La deteccion y cuantificacion se llevo a cabo a través de transiciones de
monitoreo de reaccion seleccionada LC-MS/MS de la relacion masa/carga de los iones
precursores iniciales de androstendiona, androsterona, progesterona y estradiol, 287.2,
291.4, 315.2 y 255.2, respectivamente. A continuacion, se determiné la respuesta para el
mayor de los iones producto de cada uno de los analitos, y los picos correspondientes a
cada tiempo de retencion adecuado fueron integrados mediante el uso de LCQuan. Este
software se utilizd para generar curvas de calibracion y cuantificar los analitos en todas
las muestras. La concentracion de androstendiona, androsterona, progesterona y estradiol
en cada muestra se determino a través de un método estandar interno usando la relacion
area pico y andlisis de regresion lineal. La respuesta para androstendiona, androsterona,
progesterona y estradiol fue lineal, proporcionando coeficientes de correlacion (R) de

0.99 o mejor.
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5. WESTERN BLOT

5.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La deteccion de proteinas especificas se determiné mediante la técnica de
Western Blot. Esta técnica se emplea para detectar, en una mezcla de proteinas o
fragmentos de proteinas, aquellas que reaccionan con el mismo anticuerpo. El proceso
comienza con la separacion de la mezcla de proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en medio disociante. Finalizada la trayectoria del gel, las proteinas son
transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubada con una solucion de anticuerpos
especificos dirigidos contra las proteinas de interés. Finalmente, se revela dicha reaccién

agregando una solucion de un segundo anticuerpo dando lugar a una banda visible.

5.2. PROTOCOLO DE EXTRACCION Y LISIS PROTEICA

Antes de llevar a cabo el proceso de electroforesis, es necesario lisar las células
para poder extraer las proteinas. Para ello, se incuban las células con tampon de lisis
suplementado con inhibidores de la proteasa (Pierce). Existe gran cantidad de protocolos
para la extraccion y lisis proteica, teniendo en cuenta si las proteinas que se quieren

determinar aparecen a nivel citopldsmico o incluidas en la membrana.

5.2.1. Células de la teca

Las células se distribuyeron en tubos eppendorf a una densidad de 2x10°
células/tubo en ausencia (control) y en presencia de resveratrol (10 pM), incubandose a
37°C/5% CO, durante 30 minutos. En el mismo set de experimentos se incluyeron
insulina (0.1 pg/ml) e inhibidor de Akt (1 puM) como controles positivo y negativo,

respectivamente, para controlar la especificidad de los anticuerpos.
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Al final del tratamiento, las muestras contenidas en tubos eppendorf se
centrifugaron a 7.000 rpm durante tres minutos a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo,
el sobrenadante fue retirado con ayuda de una aguja y jeringa, y se afiadié 50 ul de
tampon de lisis (Invitrogen) junto con una pastilla de inhibidor de proteasa (mantenido a
4°C) por cada tubo y se mezclo bien mediante vortex. A continuacion, se sonicaron las
muestras dos veces durante 30 segundos, centrifugandose finalmente a 13.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C con el fin de eliminar membranas y organelas celulares. Se
separ6 el sobrenadante (purificado de proteinas) y se congelaron las muestras a -80°C

hasta nuevo uso.

5.2.2. Células de la granulosa

Tras el periodo de incubacidn, se retird el medio de cultivo de cada pocillo y se
lavaron las células con 2 ml de PBS. Posteriomente se afiadié 0.5 ml de Tripsina (Gibco)
al 0.25% por pocillo y se incub6 el plato durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se
agitd el plato y se anadio 1 ml de medio de cultivo de McCoy por pocillo para inactivar el
efecto de la tripsina. Se rasco la superficie del pocillo con un rascador de células y se uso
una punta de pipeta ancha (1 ml) para aspirar el medio y almacenarlo en un tubo Falcon
de 15 ml. Este procedimiento se repitid sucesivamente hasta que los pocillos quedaron

completamente libres de células.

Posteriormente, estos tubos se centrifugaron a 1.500 rpm durante 10 min a 10-
15°C. Una vez eliminado el sobrenadante, se afiadieron 0.5 ml de medio de cultivo. Tras
mezclar el contenido con la pipeta Pasteur, se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml y
se centrifugd durante 3 minutos a 7.000 rpm a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo, el
sobrenadante fue retirado con ayuda de una aguja y jeringa y los pellets se almacenaron a

-80°C.
Una vez descongeladas, se anadio 50 pl de tampoén de lisis (Invitrogen) junto con
una pastilla de inhibidor de proteasa (mantenido a 4°C) por cada tubo y se mezclo bien

mediante vortex. A continuacion, se sonicaron las muestras dos veces durante 30
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segundos, centrifugandose finalmente a 13.000 rpm durante diez minutos a 4°C para
separar membranas y organelas. Se separ6 el sobrenadante (purificado de proteinas) en

tubos eppendorf'y se eliminaron los pellets.

5.3. DETERMINACION DE PROTEINAS: METODO DE BRADFORD.

El método utilizado en el presente trabajo para la determinacion de proteinas es el
Me¢étodo de Bradford. Brevemente, se trata de un ensayo colorimétrico en el que, a través
de la adicion de una sustancia quimica (Coomassie Brillant Blue G250), es capaz de
reaccionar con determinados residuos aminodcidos mediante una medida de absorbancia.
Posteriormente, para determinar la concentracion de proteinas totales de la muestra y
analizar los resultados de absorbancia se interpola a una curva de calibracion construida
utilizando una proteina estandar, por lo general albumina sérica bovina (BSA, bovine

seric albumin), cuya concentracion es conocida.

Para realizar la curva de calibracion se prepararon por duplicado ocho diluciones
en buffer de lisis de la proteina estandar (BSA), entre 0.05 mg/ml a 0.4 mg/ml,
incorporando también a la curva el valor "blanco" (tampon de lisis solo). A continuacion
se pipetearon por duplicado 5 pl de cada muestra de lisado celular en una placa de 96
pocillos y posteriormente se afiadié 200 pl del reactivo de Bradford diluida en una

proporcion 1:5 con agua destilada a cada pocillo.

Por ultimo, la placa se incubd a temperatura ambiente por un minimo de 15
minutos (y un maximo de 45 minutos), procediéndose a continuacion a la medicion de la
absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas (Fluostar Omega; BMG Lab

Technologies).
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5.4. PROTOCOLO DE WESTERN BLOT

a) Electroforesis:

En una cdmara de electroforesis (Invitrogen), una vez montado el sistema de
fijacion de los cristales, se llevd a cabo un corrimiento de un gel de poliacrilamida
continuo con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 12% como medio disociante (PAGE-SDS)
en presencia de un tampoén TRIS-Glicina-SDS (Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS
0.1% w/v). Para cargar las muestras de proteinas en cada pocillo, se calcul6 el volumen
exacto de muestra necesario para cargar 65 pug de proteinas/pocillo en un volumen total
de 20 pl (es fundamental cargar la misma cantidad de proteina en cada carril para poder

comparar las concentraciones de cada muestra).

Previo a la carga de las muestras dentro del gel, las muestras se incubaron (20 min.
a 70°C) en tubos eppendorf de 1.5 ml en un tampén de carga TRIS-HCI, 31.25 mM, pH
6.8, SDS 1%, glicerol 12.5%, naranja G 0.05% (LI-COR) y B-mercaptoetanol 10%, con
el fin de desnaturalizar las proteinas. Una vez preparadas, las muestras corrieron a través
de un gel de electroforesis separando las proteinas en funcion del peso molecular durante
dos horas a 100 voltios. Finalizado el corrimiento, se extrajo el gel de la camara de

electroforesis.

b) Transferencia:

Una vez separadas las proteinas en un campo eléctrico, se transfirieron a un
soporte mas asequible, para facilitar su manipulacion, y poner en contacto las muestras

con los anticuerpos.

Para ello, el gel, la membrana de transferencia (LI-COR Biosciences) y dos
papeles filtro se equilibraron en un tampon de transferencia formado por 700 ml de H,0
mili-Q, 200 ml de metanol y 100 ml tampon 10XTRIS-glicina (Tris-HCI 25 mM, Glicina

192 mM) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se colocé un papel secante sobre
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el catodo del Trans-Blot y sobre éste se coloco el gel, la membrana y otro papel secante,
colocando el conjunto entre dos esponjas de 3 mm de espesor, quedando preso a su vez
en una pieza plastica con perforaciones en ambos lados. Se coloco el dnodo y se afiadio el
buffer de transferencia restante en la cubeta. Finalmente, la transferencia se realizoé en
frio (a 4°C) durante 1 hora y 15 minutos con un voltaje continuo de 110 voltios, con el fin

de permitir el posterior acceso de los anticuerpos a las proteinas.

¢) Bloqueo:

Con el fin de bloquear las uniones no especificas entre el anticuerpo primario y
las proteinas retenidas en la membrana, es preciso realizar un bloqueo de la membrana

con una solucioén rica en proteinas.

Una vez finalizada la transfererencia, la membrana se bloqued incubandola con un
tampon de bloqueo (Odyssey Blocking Buffer, LI-COR Biosciences) durante una hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. Posteriormente, se lavaron las muestras

con tampon de lavado (PBS 1x/Tween 20 0.1%).

d) Incubacion con anticuerpo primario y secundario

Una vez bloqueadas las membranas, se llevd a cabo la incubaciéon con los
anticuerpos primarios en tampén de incubacion (Odyssey Blocking Buffer/Tween 20
0.1%) durante toda la noche a 4°C con agitacion constante. En el caso de la $-Actina, la
incubacion se llevdo a cabo en las mismas condiciones anteriormente descritas pero
durante tan solo una hora. En cada caso se utilizd un anticuerpo especifico para la
proteina a detectar, que podia proceder de distintas especies, distinta naturaleza y ser

utilizados a distintas concentraciones (Tabla. 3).

93



MATERIAL Y METODOS

ANTICUERPO TIPO DE ESPECIE CASA DILUCION
ANTICUERPO COMERCIAL
Anti-Akt Monoclonal Conejo Cell Signaling 1:500
fosforilado Technology
Anti-rabbit Policlonal Cabra LI-COR 1:10.000
Biosciences
Anti-Akt total Monoclonal Raton Cell Signaling 1:500
Technology
B-Actina Monoclonal Raton Sigma Aldrich 1:40.000
Anti-mouse Policlonal Cabra LI-COR 1:40.000
Biosciences
AMH Policlonal Cabra Santa Cruz 1:250
Biotechnology
VEGF Policlonal Cabra Santa Cruz 1:200
Biotechnology
Anti-goat Policlonal Burro LI-COR 1:5000
Biosciences
Anti-mouse Policlonal Burro LI-COR 1:40.000
Biosciences

Tabla 3. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Western blot. Se pueden visualizar el

tipo de anticuerpo, especie, casa comercial y dilucion empleadas.

A la mafiana siguiente, la membrana se lavé 3-4 veces durante 5 minutos cada una
tras la incubacién con tampdn de lavado (PBS 1x/Tween 20 0.1%). A continuacion se
prepararon los anticuerpos secundarios a la concentracion deseada con un tampon de
incubacion (Odyssey Blocking Buffer/Tween 20 0.1%), incubdndose las membranas junto
con estos anticuerpos durante una hora a temperatura ambiente con agitacion constante.

Posteriormente, se lavaron las muestras 3-4 veces durante 5 minutos cada una con

tampon de lavado (PBS 1x/Tween 20 0.1%).
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5.5. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo, se utiliz6 un Sistema de
Imagen de Infrarrojos Odyssey (LI-COR Biosciences), capaz de generar imagenes a
partir de excitacion y emision de moléculas fluorescentes en el rango infrarrojo cercano
(IR). La radiacion infrarroja, radiacion térmica o radiacion IR es un tipo de radiacion
electromagnética de mayor longitud de onda que la luz visible, pero menor que la de las
microondas. Es decir, tiene menor frecuencia que la luz visible y mayor que las
microondas. Este sistema permite el analisis de muestras “Multiplex” gracias a sus dos
canales de deteccion, es decir, permite generar y cuantificar dos imagenes totalmente
independientes y superponibles de fluorescencia (fluoréforos con absorcion en 685 nm
y/o 785 nm), permitiendo estudios de colocalizacion en un solo paso, como los necesarios
para Western Blots de las formas fosforiladas y sin fosforilar de una proteina. En sintesis,
este sistema utiliza la gran sensibilidad de la fluorescencia infrarroja para obtener

imagenes con la méaxima relacion sefial/ruido para la deteccion y/o cuantificacion.

Para la cuantificacion de la densidad de cada banda que correponsde a una
proteina obtenida por el escéner, se empled el programa informatico Odyssey V3.0 (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE), de modo que sobre las iméagenes digitalizadas de las
membranas se fue seleccionando cada banda para su posterior cuantificacion. Una vez
medida la intensidad de cada banda, se realizo la normalizacion de los datos utilizando
medidas relativas de los datos de cada banda de la proteina deseada respecto a las sefnales

de B-actina.
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6. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR MEDIANTE
INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA

6.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

En la actualidad existen numerosos métodos disponibles para estudiar la
proliferacion celular, pudiendo ser métodos de medicion directos o indirectos. En el
presente trabajo hemos utilizado un método directo de proliferacion celular, ya que se

trata de métodos mas fiables al medir directamente la sintesis de DNA.

El ensayo de proliferacion celular mediante la incorporacion de timidina tritiada
(timidina-"H) es un método directo basado en la medicion de la incorporaciéon de este
nucledsido radiactivo en la replicaciéon de las hebras de DNA producida durante la
mitosis. Durante cada division celular, las células incorporan timidina-"H en su DNA, de
modo que a mayor nuimero de divisiones (mayor tasa de proliferacion), mayor

radiactividad serd incorporada en el DNA.

Figura 23. Imagen del cosechador de células (PHD Harvester; Cambridge Technology, Inc., Watertown,

MA).
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6.2. PROTOCOLO DE ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

Las células de la granulosa se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano,
a una densidad de 35.000 células/pocillo e incubadas a 37°C en una atmosfera de CO, al
5% durante 48 horas. Posteriormente, se afiadio 1 uCi/pocillo de timidina-"H (GE Health
Sciences, Pittsburgh, PA) 24 horas antes del final del periodo de incubacion. Una vez
finalizado éste, se lavaron las células de los pocillos con agua destilada, provocando la
fragmentacion de las organelas y de las células, con la subsiguiente liberacion de DNA. A
continuacion, los fragmentos celulares y el DNA se filtraron a través de una membrana
de fibra de vidrio con un cosechador automatico [PHD Harvester; Cambridge
Technology, Inc., Watertown, MA. (Fig.23)], de modo que tan solo las particulas
menores de 1.5 um pueden pasaron a su través. Por tanto, el DNA marcado intacto (con
una longitud en el rango de los milimetros o incluso centimetros) no pudo atravesar la
membrana y quedd, por tanto, atrapado en el filtro. A mayor tasa de proliferacion celular
durante la incubacion, mayor nimero de células seran cosechadas y mayor DNA
radiactivo serd capturado en el filtro de fibra de vidrio. Una vez secos, estos filtros con
DNA radiactivo serdn colocados posteriormente en viales de contaje con 3 ml de liquido

de centelleo (SL 4000; Intertechnique, Fairfield, NJ).

6.3. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Finalmente, tras un periodo de 12 h, se determiné la incorporacién de timidina-"H
en un contador de centelleo (Wallac 1409; Perkin-Elmer). Se trata de un contador de
centelleo beta que mide la radiactividad en el DNA recuperado de las células contenidas
en cada una de las muestras con el fin de poder determinar el grado de division celular

que ha ocurrido en respuesta al tratamiento de estudio durante el periodo de incubacion.
Mediante el uso de este aparato se pueden determinar las cuentas por minuto

(c.p.m) de las celdas duplicado y los resultados finales evaluados como indice de

estimulacion (I.E) dado por la relacion entre la lectura del control y la muestra.
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7. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (MTS)

7.1. FUNDAMENTE DE LA TECNICA

El estudio de viabilidad celular es un pardmetro importante para evaluar
respuestas de una poblacion celular frente a estimulos quimicos (citotoxicidad). La
técnica de viabilidad mediante MTS (tetrazolio/formazan) permite analizar de forma
directa la viabilidad celular, mediante una determinacion colorimétrica de la actividad
metabolica de las células. Se trata de una técnica de cuantificacion espectrofotométrica,
que se basa en la reduccion del compuesto tetrazolio MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ol)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio; Reactivo de Owen] por parte de
NADPH o NADH producidos en reacciones de deshidrogenacion en células
metabolicamente activas. Al reducirse, se produce un producto coloreado (formazan)
soluble en medio de cultivo y cuya produccion es, por tanto, directamente proporcional al

namero de células viables.

7.2. PROTOCOLO DE ENSAYO DE VIABILIDAD

La determinacion de la viabilidad celular se determiné utilizando el kit comercial
CellTiter 96® AQyeous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Este kit estd disefiado para cuantificar de forma no
radiactiva y espectrofotométricamente la viabilidad celular en poblaciones celulares

usando placas de cultivo de 96 pocillos.

Las células de la granulosa se sembraron a una densidad de 35.000 células/pocillo
en placas recubiertas de fibronectina de 96 pocillos y fueron incubadas a 37°C en una
atmosfera de CO, al 5% hasta periodos de 24 y 48 horas. Dos horas antes de finalizar el
tiempo de cultivo, se afiadid 40 ul del reactivo MTS en cada pocillo. Como control
(blanco) se utiliz6é medio de cultivo sin estimulo junto con el reactivo MTS. Dependiendo

del tipo celular debe dejarse reaccionar durante 1-4 horas. En nuestros experimentos, las
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muestras se incubaron durante las 2 ultimas horas de cultivo a 37°C en una atmosfera de

CO, al 5%.

7.3. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Pasadas 2 horas de incubacion, las placas se agitaron para homogeneizar las
muestras y se procedié a cuantificar la absorbancia del producto de formazan a 490 nm
usando un lector de microplacas (Fluostar Omega; BMG Lab Technologies). La
absorbancia medida se correlaciona directamente con el nimero de células viables. Para
validar el ensayo, se cre6 una curva estdndar con un niimero conocido de células y se

verifico una correlacion lineal (r* = 0.99; P<0.001).

8. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA CASPASA-3/7

8.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La apoptosis juega un papel importante en la fisiologia celular, incluyendo la
muerte celular programada asociada con el desarrollo, homeostasis de tejidos y algunos
aspectos del envejecimiento. Las caspasas pertenecen a una familia de cistein-proteasas
que dividen sus sustratos especificamente después del acido aspartico. Se han
identificado 14 caspasas en mamiferos implicadas en la apoptosis. Son sintetizadas como
proenzimas (zimégenos de 30-50 Kda) y requieren un proceso de proteolisis para ser
activadas, que comprende una cascada de precursores y coenzimas, en la que las caspasas

constiuyen los componentes centrales de la maquinaria proteolitica.

De todas las caspasas, la caspasa-3 ha sido caracterizada como la mas
estrechamente vinculada a la apoptosis. Se ha sugerido que la expresion de la caspasa-3
aumenta la vulnerabilidad a la apoptosis o activa por si misma la cascada de la apoptosis.
Este tipo de caspasa, al igual que la caspasa-7, tiene especificidad por dividir a sus
sustratos en el extremo C-terminal en el residuo de aspartato de la secuencia DEVD

(Asp-Glu-Val-Asp).
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El ensayo de actividad de la caspasa-3/7 permite analizar la apoptosis celular
mediante una determinacion de fluorescencia. El experimento requiere el uso de un
reactivo que se obtiene a partir de la combinacion de un tampén y el sustrato
profluorescente de rodamina 110, bis-(N-CBZ-L-aspartil-L-glutamil-L-valil-L-4cido
asparticoamida); Z-DEVD-R110). Una vez mezclados y afiadido el reactivo resultante a
la muestra, se produce la subsiguiente division y retirada de los péptidos DEVD por la
actividad de las caspasas-3/7, convirtiéndose el producto resultante en un compuesto
altamente fluorescente bajo una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emisioén

de 520 nm (Fig.24).

NH-DVED-Z HzN

Caspase-3/7

Non-fluorescent

Figura 24. Fundamento del ensayo de la actividad de la caspasa-3/7. Division del sustrato no fluorescente

de la caspasa Z-DEVD-R110 por las caspasas-3/7 y formacion del compuesto fluorescente Rodamina 110.

8.2. PROTOCOLO DE ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA-3/7
La determinacion de la actividad de las caspasas-3/7 se llevd a cabo utilizando el
kit comercial Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega), siguiendo las

instrucciones de la casa comercial.

Las células de la granulosa se sembraron a una densidad de 20.000 células/pocillo

en placas recubiertas de fibronectina de 96 pocillos y fueron incubadas a 37°C en una
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atmosfera de CO, al 5% hasta periodos de 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Dado que la actividad
de las caspasas-3/7 se evaluo en funcion del numero total de células viables, se anadio 20
ul del reactivo MTS en cada pocillo dos horas antes de finalizar el tiempo de cultivo.
Como control (blanco) se utilizé medio de cultivo sin estimulo junto con el reactivo MTS.
Una vez finalizado el periodo de incubacidn, se procedi6 a cuantificar la fluorescencia en

un lector de microplacas (Fluostar Omega; BMG Lab Technologies).

Posteriormente, se elabor6 el reactivo Apo-ONE® Caspase-3/7 mezclando 9.900
ul de buffer Apo-ONE® Caspase-3/7 con 10 ul de sustrato profluorescente de caspasa
(proporcion 1:100). Una vez hecha la mezcla, se afnadid 100 ul por pocillo y se dejo
incubar durante 2 horas en un agitador a temperatura ambiente. Como control (blanco) se
utilizd medio de cultivo sin estimulo junto con el reactivo Apo-ONE® Caspase-3/7.
Pasado este tiempo, se midid la intensidad de fluorescencia en el lector de microplacas
(Fluostar Omega; BMG Lab Technologies). Finalmente, se transfirio el medio a una
placa negra para evitar interferencias y se repitio la medicion en el mismo lector de

microplacas.

8.3. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Pasadas 2 horas de incubacion, se midi6 la fluorescencia de las placas en un lector
de microplacas (Fluostar Omega; BMG Lab Technologies) en una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y de emision de 520 nm. La actividad de las caspasas-3/7 se

expreso por el nimero total de células viables.
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9. TINCION CON DAPI Y ACTINA F

9.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La tincién de la cromatina nuclear se ha realizado empleando 4’,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI), marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas
en adenina y timina, preferiblemente en secuencias de dsDNA. DAPI puede pasar a
través de la membrana celular, debido a eso, se utiliza para tefiir células vivas y tambien
células fijadas. La excitacion de DAPI con luz ultravioleta permite localizar la cromatina
nuclear que aparece de color azul al microscopio de fluorescencia. DAPI es también
utilizado como contracoloracion de tincidén nuclear en el marco de técnicas fluorescentes
multicolor. En nuestro trabajo, la tincion del citoesqueleto se ha realizado mediante la
tincion de Texas rojo-Faloidina, que permite visualizar de color rojo los filamentos de

actina-F bajo el microcopio de fluorescencia.

9.2. PROTOCOLO DE TINCION CON DAPI Y ACTINA F

Las células de la granulosa se sembraron a una densidad de 16.000 células/pocillo
en portas de cultivo de 8 pocillos (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) y fueron
incubadas a 37°C en una atmosfera de CO, al 5% en medio enriquecido con suero
durante toda la noche. Al dia siguiente se cambid el medio de cultivo (450 ul), se
afiadieron los tratamientos y se incubaron las muestras durante 24 y 48 horas. Una vez
finalizado el periodo de incubacion, se llevd a cabo la fijacion de las células en un porta
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 minutos. A continuacion, las células se

lavaron dos veces con PBS y finalmente se tifieron con Texas rojo-Faloidina y DAPI

(Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA).

9.3. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las placas se examinaron con un microcopio de fluorescencia Olympus BX61

con un aumento 40X (Olympus America, Melville, NY, USA). La apoptosis celular se
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definié morfoldgicamente tanto por la presencia de encogimiento nuclear y condensacion
o fragmentacion de la cromatina a nivel de nucleo como por la presencia de filamentos

de actina-F desorganizados y/o desestructurados en el citoesqueleto.
10. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE HMGCR
10.1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La determinacion enzimatica de la actividad HMGCR se basa en la reduccion de
HMG-CoA aicido mevalonico en los microsomas de las células de la granulosa, proceso
que requiere la cesion de cuatro electrones a partir de dos moléculas de NADPH (Fig. 25).
El sustrato HMG-CoA se marca radioactivamente con H o '“C y se cuantifican los
productos de la reaccion. En el presente trabajo, se llevé a cabo dicho ensayo mediante la
determinacion con sustrato marcado con carbono 14, siguiendo el método descrito

anteriormente por Wong y col. (284).

2H HS-CoA
2 NADPH 2 NADP*

0 S-CoA 0 OH

HMG-CoA
reductasa

HMG-CoA T Acido mevaldnico

Sinvastatina

Figura 25. Reaccion de conversion de HMG-CoA en acido mevaldnico. Dicho proceso es catalizado por la

enzima HMGCR, inhibida competitivamente por la sinvastatina.
10.2. PROTOCOLO DE ENSAYO DE ACTIVIDAD DE HMGCR

Inmediatamente después del aislamiento de las células de la granulosa, se

procedid a separar la fraccion microsomal de las mismas. Para ello, se transfirieron las
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células de la granulosa a tubos Falcon de 50 ml para ser centrifugados a 200 g durante 10
minutos. Tras la centrifugacion, se elemind el sobrenadante y el pellet resultante se
resuspendié en 1 ml, se sonicd y se centrifugé nuevamente a 20.000 g a 4°C. Una vez
finalizado el proceso, se eliminé el pellet y el sobrenadante se centrifugd a 105.000 g a
4°C, para separar los microsomas del citosol. El sobrenadante fue eliminado y la porcion

microsomal contenida en el pellet fue resuspendida en un tubo de microcentrifuga.

Una vez aislada, se incub6 30-45 ug de proteina microsomal en ausencia (control)
o presencia de resveratrol (30-50 uM) o sinvastatina (1 uM), utilizada como control
positivo. Ademds se afiadieron en la reaccion 10 ul de NADP 25 mM, 200 mM de
glucosa-6-fosfato, 40 ul de fosfato de potasio 200 mM a pH 7.4, y 1 ul (1 U/ul) de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadio
11 wl de sustrato (500 ul de 10 uCi [3-'*C]-HMG-CoA con 46 ul de 2.5 mg/ml de HMG-
CoA fria) para iniciar la reaccion. La reaccion se desarrolldé durante 60 minutos a 37°C y
finaliz6 afiadiendo 10 ul de HCI 5 M seguido de 1 ul (1 mg/ul) de lactona de acido
mevaldnico, compuesto que sirvid como estandar interno de la reaccion. La reaccion se
desarroll6 durante 30 minutos mas a 37°C. A continuacion las muestras se centrifugaron
a 21.000 g durante 5 minutos. Con ello se consigui6é que en la separacion cromatografica
de los productos radioactivos, el HMG-CoA y la lactona de acido mevalonico, sirvieran
tanto para visualizar la separacidbn como para aportar masa, actuando como

transportadores de los productos radioactivos.

La separacion de los productos radiactivos se realizo segun el método propuesto
por Shapiro y col .(347). Alicuotas de 75 ul procedentes de las muestras lactonizadas,
enfriadas y centrifugadas, se cromatografiaron en un soporte de silicagel, en capa fina
(CCF), en placas de 20x20 cm (Merck, Rahway, NJ). Las placas se activaron
previamente por calefaccion en estufa a 100°C durante 1 hora. La cromatografia fue de
tipo ascendente y se desarrolld en una cubeta de vidrio utilizando como fase moévil

cloroformo:acetona a partes iguales (Fig. 26).
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Cubeta de

vidrio -1
(N
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Fase movil Fase movil
Situacion basal Tras incubacién

Figura 26. Ensayo de cromatografia de capa fina. Las muestras lactonizadas se cromatografiaron en un
soporte de silicagel de manera ascendente en un cubeta de vidrio utilizando una fase movil de

cloroformo:acetona a partes iguales durante la incubacion.

10.3. MEDICION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Finalizada la cromatografia, las placas se dejaron secar en corriente de aire y se
visualiz6 la separacion de las bandas de lactona de dcido mevaldnico con ayuda de la
tincion de vapor de yodo (Fisher). La zona del silicagel que contenia las bandas de
lactona de 4cido mevalonico se separd con una espatula metalica y se depositod en viales
de contaje con liquido de centelleo (SL 4000; Intertechnique, Fairfield, NJ). Finalmente,
tras remover suavemente los viales se dejaron reposar unos minutos y se realizo el
recuento radiactivo utilizando un contador de centelleo liquido para radiaciones f

(Wallac 1409; Perkin-Elmer).

11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa informdatico JMP 9.0
software (SAS, Cary, NC). Los datos se presentan como media + error estandar. Las
medias se comparon mediante andlisis de la varianza seguido de post-hoc testing
utilizando Tukey’'s HSD Test, considerdndose estadisticamente significativos para * p
<0.05 y ** p <0.001, como se indica en cada caso. Se realizd transformacion logaritmica

cuando estimado oportuno.
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1. SUBESTUDIO I

1.1. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA EXPRESION DE mRNA DE LOS
ENZIMAS ESTEROIDOGENICOS

Para estudiar el efecto del resveratrol en la expresion génica de las proteinas y
enzimas clave en el proceso de esteroidogénesis, las células TI de rata se cultivaron
durante 48 horas en ausencia (control) y en presencia de resveratrol a diferentes
concentraciones (1-10 pM). Para ello se utilizo6 PCR a tiempo real con los DNAc
obtenidos por la retrotranscripcion del RNA extraido de los cultivos tratados con

resveratrol.

Como se muestra en el Grafico 1A, resveratrol no indujo ningun efecto
significativo en la expresion de mRNA de Star, excepto un ligero descenso del 15% (P
<0.05) comparado con control con la dosis de 10 uM. En los mismos experimentos, la
exposicion de las células al resveratrol indujo un descenso dosis-dependiente en los
niveles de mRNA de Cypllal y Hsd3bl, descendiendo en un 38% (P <0.001) y un 42%

(P<0.001), respectivamente, con la dosis mas alta de resveratrol (Grafico 1B-C).

Sin embargo, la inhibicion més potente del resveratrol en la expresion de mRNA
se encontrd en Cypl7al. Como se observa en el Grafico 1D, resveratrol a dosis de 10
UM indujo un descenso significativo de un 73% (P <0.001) en los transcritos de Cypl7al

comparado con control.
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Grifico 1. Efecto de resveratrol (1-10 uM) en la expresion de mRNA de Star (A), Cypllal (B), Hsd3bl
(C) y Cypl7al (D) en cultivos de células teca intersticiales. Estas fueron cultivadas en medio suplementado
con LH (5 ng/ml) durante 48 horas en ausencia (control) o en presencia de resveratrol. Una vez aislado el
RNA celular total, la expresion de mRNA se determiné mediante reacciones de PCR a tiempo real, siendo
normalizados con mRNA de Hprt. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra
representa la media + error estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas por

experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).

1.2. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA PRODUCCION DE HORMONAS
ESTEROIDEAS

El andlisis del efecto de las diferentes concentraciones del resveratrol (1-10 uM)
en la produccidon de hormonas esteroideas de las células de la teca intersticiales de rata se
llevé a cabo mediante LC-MS. Esta técnica permitio, a partir de los sobrenadantes de

medio de cultivo obtenidos del experimento descrito en el apartado anterior, realizar la
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determinacion de niveles de hormonas esteroideas (progesterona, androstendiona y

androsterona) tras periodos de incubacion de 48 horas.
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Grifico 2. Efecto de resveratrol (1-10 uM) en la produccion de esteroides en cultivos de células tecales

intersticiales: progesterona (A), androstendiona (B) y androsterona (C). Las células fueron cultivadas en

medio suplementado con LH (5 ng/ml) durante 48 horas en ausencia (control) o en presencia de resveratrol.

La determinacion de esteroides se llevo a cabo mediante LC-MS. Los resultados se muestran como

porcentaje de control. Cada barra representa la media + error estandar de la media de tres experimentos

independientes (cuatro réplicas por experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente

diferentes (P<0.05).
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Transcurridas 48 horas de cultivo, la exposicion de las células a diferentes
concentraciones de resveratrol no afectd la produccion de progesterona (Grafico2A). Sin
embargo, resveratrol disminuy6 los niveles de &ndrogenos de una manera dosis-
dependiente. Como se muestra en los Graficos 2B-C, resveratrol a la maxima dosis (10
puM) indujo un efecto inhibidor significativo tanto en la produccion de androstendiona

como de androsterona, respectivamente, en un 78% (P <0.001) y un 74% (P <0.001).

Dado que se ha demostrado que altas concentraciones de resveratrol (>30 uM)
reducen la proliferacion de las células teca intersticiales [60], se tuvo en cuenta el
potencial efecto del resveratrol sobre el crecimiento celular a la hora de evaluar el efecto
del resveratrol en la esteroidogénesis. Sin embargo, resveratrol no tuvo efecto
significativo alguno sobre el crecimiento de células teca intersticiales a las
concentraciones evaluadas en este estudio (<10 uM). Ademds, el efecto inhibidor del
resveratrol sobre la produccion de andréogenos persistid aun expresando los niveles de

esteroides por unidad de proteina medida al final del periodo de cultivo.

1.3. EFECTO DE LOS SUSTRATOS DE ISOPRENILACION EN LA
EXPRESION DE mRNA DE LOS ENZIMAS ESTEROIDOGENICOS

Para evaluar si el efecto que el resveratrol ejerce en la esteroidogénesis esta
relacionado con el proceso de isoprenilacion de proteinas, las células TI de la rata se
cultivaron durante 48 horas en ausencia (control) y en la presencia de resveratrol (10 pM),
GGPP (30 uM) y/o FPP (30 uM). La eleccion de la dosis de resveratrol se basd en el
experimento previo, donde resveratrol a la dosis de 10 uM mostr6 un efecto inhibitorio
en la expresion de mRNA de todos los genes estudiados. Para ello se utiliz6 PCR a
tiempo real con los cDNA obtenidos por la retrotranscripcion del RNA extraido de los

cultivos tratados con resveratrol.
Como se muestra en el Grafico 3A, ni el resveratrol ni los sustratos de la

isoprenilaciéon, GGPP y FPP, alteraron los niveles de mRNA de Star, excepto un ligero

descenso del 16% (P <0.05) observado con GGPP. Ademas, el tratamiento combinado
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de GGPP y FPP con resveratrol no ofrecié diferencias

mRNA de Star obtenido con resveratrol en monoterapia.
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Grifico 3. Efecto de resveratrol (10 uM), GGPP (30 uM), y FPP (30 uM) en la expresion de mRNA de
Star (A), Cypllal (B), Hsd3bl (C) y Cypl7al (D) en cultivos de células teca intersticiales. Estas fueron

cultivadas en medio suplementado con LH (5 ng/ml) durante 48 horas en ausencia (control) o en presencia

de resveratrol y/o GGPP o FPP. La expresion de mRNA fue determinada segun los pasos descritos en el

Grafico 1. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra representa la media + error

estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas por experimento). Las medias

con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).

De acuerdo con nuestros experimentos previos, la exposicion a resveratrol de las

células tecales inhibio significativamente los niveles de mRNA de Cypllal, Hsd3bl y

Cypl7al, respectivamente, en un 36%, 37% y 69% (P <0.001 para todos) por debajo de
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control. En cambio, el tratamiento aislado de GGPP y FPP no indujo cambios en la
expresion de mRNA en ninguno de los genes comentados anteriormente, excepto un
ligero descenso de un 25% (P <0.05) en los transcritos de Hsd3b1 con GGPP. La adicién
de los sustratos de la isoprenilacion a los cultivos tratados con resveratrol no revirtié la
inhibicion de los niveles de mRNA inducida por resveratrol en ningun caso (Graficos

3B-D).

1.4. EFECTO DE LOS SUSTRATOS DE LA ISOPRENILACION EN LA
PRODUCCION DE HORMONAS ESTEROIDEAS

El analisis del efecto de los sustratos de la isoprenilacion, GGPP (30 uM)y FPP
(30 uM)y del resveratrol (10 uM) en la producciéon de hormonas esteroideas de las

células TI de rata se llevd a cabo mediante LC-MS.

Esta técnica permitio, a partir de los sobrenadantes de medio de cultivo obtenidos
del experimento descrito en el apartado anterior, realizar la determinacion de niveles de
hormonas esteroideas (progesterona, androstenediona y androsterona) tras un periodo de

incubacién de 48 horas.

Como se muestra en el Grafico 4A, resveratrol no alteré la produccion de
progesterona mientras que GGPP y FPP indujeron un modesto aumento en los niveles de
progesterona en un 26% (P <0.01) y 20% (P <0.05), respectivamente. El tratamiento

combinado de GGPP y FPP con resveratrol no afect6 la produccion de progesterona.
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Grifico 4. Efecto de resveratrol (10 uM), GGPP (30 uM) y FPP (30 uM) en la produccion de esteroides
en cultivos de células tecales intersticiales: progesterona (A), androstendiona (B) y androsterona (C). Las
células fueron cultivadas en medio suplementado con LH (5 ng/ml) durante 48 horas en ausencia (control)
o en presencia de resveratrol y/o GGPP or FPP. Los esteroides se determinaron como se describe en el
Grafico 2. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra representa la media + error
estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas por experimento). Las medias

con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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Los niveles de androstendiona y androsterona del medio de los mismos
experimentos se muestran en los Graficos 4B-C. Resveratrol disminuy6 la produccion de
androstendiona y androsterona en un 83% (P <0.001) y 60% (P <0.001), respectivamente,
mientras que el tratamiento aislado con GGPP y FPP no ejercio efecto alguno en los
niveles de andrégenos. Ademas, la adicion de GGPP y FPP a los cultivos tratados con

resveratrol no revirti6 la inhibicion en la produccion androgénica inducida por resveratrol.

1.5. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LAS SIRTUINAS EN LA EXPRESION
DE MRNA DE LOS ENZIMAS ESTEROIDOGENICOS

Para determinar si el efecto inhibidor inducido por resveratrol en Ila
esteroidogénesis de las células de la teca es mediado a través de la via de las sirtuinas
(SIRT), se llevaron a cabo nuevos experimentos para evaluar los efectos de los
inhibidores especificos de las sirtuinas, nicotinamida y sirtinol, en los genes cruciales
reguladores de la esteroidogénesis ovarica. Para ello, las células TI de la rata se
cultivaron durante 48 horas en ausencia (control) y en la presencia de resveratrol (10 pM),

nicotinamida (1 mM) y/o sirtinol (10 uM).

El tratamiento con nicotinamida no ejercio6 efecto alguno en los niveles de mRNA
de Star, Cypllal y Hsd3bl. Sin embargo, sirtinol inhibi6 la expresion de mRNA de
estos genes, respectivamente, en un 26% (P <0.01) , 35% (P <0.05) y 49% (P <0.001). La
adicion de resveratrol en los cultivos tratados con sirtinol no varid significativamente los
niveles de expresion de mRNA de los genes anteriormente descritos en comparacion con

los niveles conseguidos con tratamiento aislado de sirtinol.

En cuanto a la expresion de mRNA de Cypl7al, resveratrol y ambos inhibidores
de las sirtuinas, nicotinamida y sirtinol, redujeron los niveles de los transcritos de
Cypl7al en un 83% (P <0.001), 38% (P <0.01) y 63% (P <0.001), respectivamente. La
adicion de resveratrol a los cultivos tratados con nicotinamida y sirtinol no resulté en
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de mRNA de Cypl7al

comparado con los niveles obtenidos con el tratamiento aislado de resveratrol.
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1.6. EFECTOS DE LOS INHIBIDORES DE LAS SIRTUINAS EN LA
PRODUCCION DE HORMONAS ESTEROIDEAS

El anélisis del efecto de los inhibidores de las sirtuinas, nicotinamida (1 mM) y
sirtinol (10 uM) sin/con resveratrol (10 uM) en la produccion de hormonas esteroideas de
las células TI de rata se llevd a cabo mediante LC-MS. Esta técnica permitid, a partir de
los sobrenadantes de medio de cultivo obtenidos del experimento descrito en el apartado
anterior, realizar la determinacion de niveles de hormonas esteroideas (progesterona,

androstenediona y androsterona) tras un periodo de incubacion de 48 horas.

Con respecto a la produccion de progesterona, ninguno de los tres compuestos
utilizados en el presente estudio disminuyd significativamente los niveles de esta
hormona, a excepcion del tratamiento combinado con resveratrol y sirtinol que redujo la

produccion de progesterona en un 23% (P <0.01).

En cambio, tanto resveratrol como los inhibidores de las sirtuinas, nicotinamida y
sirtinol, redujeron los niveles de androstendiona en un 71% (P <0.001), 22% (P <0.05) y
49% (P <0.001). La adicion de resveratrol a los cultivos tratados con ambos inhibidores
no resultd en cambios significativos en los niveles de androstendiona con respecto al

grupo tratado con resveratrol.

Por ultimo, los niveles de androsterona disminuyeron en un 56% (P <0.001) tras
el tratamiento con resveratrol, mientras que permanecieron invariables tras el tratamiento
con nicotinamida y sirtinol. El tratamiento combinado de resveratrol con ambos
inhibidores no resultdé en cambios significativos con respecto al tratamiento aislado con

resveratrol.
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1.7. EFECTOS DE LA ViA AKT/PKB EN LA ESTEROIDOGENESIS

Dado que la inhibicion inducida por resveratrol en la esteroidogénesis de las
células de la teca de la rata es independiente de las vias de la isoprenilacion y activacion
de las sirtuinas, se llevaron a cabo nuevos experimentos para analizar la cascada de
sefializacion intracelular implicada en dicha inhibicion. Teniendo en cuenta que se ha
demostrado que la via de sefalizacion celular Akt/PKB esta implicada en la estimulacion
tanto de la produccion de andrégenos como de expresion de mRNA de Cypl7al inducida
por LH en células de la teca bovinas (348), se llevaron a cabo nuevos experimentos para
evaluar si la actividad Akt estd involucrada en la esteroidogénesis de las células de la teca

de la rata.

Para ello, las células TI se cultivaron en ausencia (control) o presencia de
inhibidor de Akt (1 pM) durante 48 horas. Como se muestra en la Grafico 5A, el
inhibidor Akt indujo un aumento en la produccién de progesterona de 2.2 veces (P
<0.001) superior a control, mientras que inhibi6 los niveles de androstendiona y

androsterona en un 64% (P <0.001) y 20% (P <0.05), respectivamente.

Ademas, se llevd a cabo un analisis por PCR para evaluar el efecto de la
inhibicion de la actividad Akt sobre la expresion de mRNA de Cypl7al. El inhibidor de
Akt redujo de modo potente la expresion de mRNA de Cyp/7al en un 98% (P <0.01)

comparado con control (Grafico 5B).
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Grifico 5. Efecto del inhibidor de Akt (1 pM) en la produccion de esteroides (A) y en la expresion de
Cypl7al mRNA (B) en cultivos de células teca intersticiales. Los esteroides se determinaron como se
describe en el Grafico 2. La expresion de mRNA se determin6 seglin lo descrito en el Grafico 1. En ambos
experimentos las células fueron cultivadas en medio suplementado con LH (5 ng/ml) durante 48 horas en
ausencia (control) o en presencia de inhibidor de Akt. Los resultados se muestran como porcentaje de
control. Cada barra representa la media + error estandar de la media de tres experimentos independientes
(cuatro réplicas por experimento); *, implica diferencia estadisticamente significativa con respecto a

control (P<0.01). Inh Akt, Inhibidor de Akt.
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1.8. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA FOSFORILACION DE AKT/PKB

Para determinar si la inhibicion de la esteroidogénesis inducida por resveratrol
esta mediada a través de la inhibicion de la via de sefalizacion intraceluar Akt/PKB, las
células TI fueron cultivadas durante 30 min en ausencia (control) o presencia de
resveratrol (10 pM). Posteriormente, se examinaron las porciones fosforilada y total de la
proteina Akt mediante electroforesis e inmunotransferencia (Western Blot). En los
mismos experimentos se incluyeron insulina (0.1 pg/ml) e inhibidor de Akt (1 uM) como

controles positivo y negativo, respectivamente.
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Grafico 6. Efecto de resveratrol (10 puM) en la fosforilacion de Akt/PKB en cultivos de células teca
intersticiales. Estas fueron cultivadas durante 30 minutos en medio suplementado con LH (5 ng/ml) en
ausencia (control) o en presencia de resveratrol. Una vez lisadas, se realizaron estudios de Western blot con
anticuerpos especificos para Akt/PKB forsforilado y total. Los resultados se muestran como porcentaje de
control. Cada barra representa la media + error estandar de la media de tres experimentos independientes.

Se representan las bandas de un experimento representativo.

Como se muestra en el Grafico 6, resveratrol desminuyo la fosforilacion de

Akt/PKB en un 28% (P <0.01) comparado con control.
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2. SUBESTUDIO 11

2.1 EFECTO DEL RESVERATROL EN LA PROLIFERACION DE LAS
CELULAS DE LA GRANULOSA

Para evaluar el efecto del resveratrol en la proliferacion celular, la células de la
granulosa de la rata se cultivaron durante 24 y 48 horas en ausencia (control) y en
presencia de resveratrol a diferentes concentraciones (10-50 puM). Para ello, la
proliferacion celular se estudiéo mediante la determinacion de sintesis de DNA a través de

la incorporacion de timidina.
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Grifico 7. Efecto de resveratrol (10-50 pM) en la proliferacion de las células de la granulosa. Estas se
cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) durante 24 y 48 horas en ausencia (control) o en
presencia de resveratrol. La proliferacion celular se evaludé mediante la determinacion de sintesis de DNA
(incorporacion de timidina). Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra representa
la media =+ error estandar de la media de dos experimentos independientes (ocho réplicas por experimento).

Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Como se muestra en el Grafico 7, la exposicion de las células de la granulosa a dosis

de resveratrol comprendidas entre 30 y 50 uM inhibi6 significativamente la sintesis de
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DNA a las 24 horas, hasta en un 55% (P<0.001) a la méxima concentracion. Sin embargo,
a las 48 horas, resveratrol mostré una accion bifasica, donde bajas concentraciones (10
uM) estimularon la incorporacion de timidina en un 54% (P<0.01), mientras que altas
concentraciones (30 y 50 uM) la disminuyeron en un 49% (P<0.05) y 44% (P<0.05),

respectivamente.

2.2. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA VIABILIDAD CELULAR

Para investigar el effecto del resveratrol en la viabilidad celular, la células de la
granulosa de rata se cultivaron durante 24 y 48 horas en ausencia (control) y en presencia
de resveratrol a diferentes concentraciones (10-50 uM). La viabilidad celular se evalu6 a

través del ensayo MTS.
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Grifico 8. Efecto de resveratrol (10-50 pM) en la viabilidad de las células de la granulosa. Estas se
cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) durante 24 y 48 horas en ausencia (control) o en
presencia de resveratrol. La viabilidad celular se evalu6 mediante la estimacion del nimero de células
viables utilizando el ensayo MTS. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra
representa la media + error estandar de la media de dos experimentos independientes (ocho réplicas por

experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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Como se observa en el Grafico 8, resveratrol no ejerce ninglin efecto en el
numero de células viables en ninguno de los tiempos de estudio, excepto un ligero
aumento del 19% (P<0.04) producido por dosis de resveratrol de 10 uM tras 24 horas de

tratamiento.

2.3. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA ACTIVACION DE LAS CASPASAS

Para poder determinar si la apoptosis interviene en el efecto inhibitorio del
resveratrol en el crecimiento de las células de la granulosa, se midid la actividad de la
caspasa-3/7 en ausencia o en presencia de resveratrol (10-50 uM) en varios puntos de
estudio (3, 6, 12, 24 y 48 horas). La actividad de la caspasa-3/7 se determiné mediante el
ensayo de caspasa-3/7 homogénea Promega Apo-ONE®. La actividad de la caspasa se

calculd por ntimero de células viables (determinado por el ensayo MTS).

Estos experimentos incluyeron puntos de estudio mds tempranos que los
experimentos anteriores con el fin de poder determinar posibles acciones precoces del
resveratrol que puedan tener efectos acumulativos a largo plazo en otras variables de

estudio, tales como la viabilidad celular.

Como se puede observar en el Grafico 9, bajas concentraciones de resveratrol (10
uM) protegen modestamente a las células de la granulosa de la activacion de la caspasa-
3/7 alas 3 y a las 12 horas en un 14% (P<0.05) y un 11% (P<0.01), respectivamente. No

se observo inhibicion de las caspasas tras 24 o 48 horas de tratamiento con resveratrol.

1723



RESULTADOS

E Res 50 uM

=
3
o
™
»
o}
o

4

0.
B e
ot P S e S S e e e
PRGN X ACAC X AC A0 X IC X 2 S IC K X ICAC A ICAC A AC A 2 a0 X S IC X X
S R

e b by
e e e e
B
s
R R R R

e
Bagecs

P S L R S S S S R S
£ E e e T e
e e e e e e
B e e e R e

o R e
o A R A T PR A A R A

(louod %) L/c-esedse) e| ap pepIAldY

48h

24h

12h

Grifico 9. Efecto de resveratrol (10-50 uM) en la actividad de las caspasas efectoras 3 y 7 en las células de
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A 24 h

30 uM Res 50 uM Res

B 48 h

10 uM Res
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Figura 27. Efecto de resveratrol (10-50 pM) en la morfologia celular de las células de la granulosa. Estas
se cultivaron durante 24 horas (A) y 48 horas (B) en ausencia (control) o en presencia de resveratrol, para
posteriormente ser fijadas, teflidas y visualizadas con un microscopio de fluorescencia (magnificacion de
40x). Tincion nuclear realizada con 4’°,6-diamidino-2-fenilindol (azul) y cambios morfolégicos observados

con actina F (rojo). (a) Control; (b) resveratrol 10 pM; (c) resveratrol 30 pM; (d) resveratrol 50 pM.
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Como se puede observar en la Figura 27, tras 24 y 48 horas de exposicion a dosis
crecientes de resveratrol (10-50 uM), la forma de las células de la granulosa permanece

inalterable, con nucleos grandes y ovalados y fibras de actina F bien organizadas.

2.5. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA ESTEROIDOGENESIS DE LAS
CELULAS DE LA GRANULOSA

Para determinar el efecto del resveratrol en la produccion de esteroides, las células de
la granulosa se cultivaron durante 24 y 48 horas en ausencia y presencia de resveratrol
(10-30 uM). Una vez terminado el periodo de incubacion, la producciéon de hormonas
esteroideas en el sobronadante de cultivos de células de la granulosa de rata se llevo a

cabo mediante LC-MS.

Como se muestra en el Grafico 10A, los niveles de progesterona permanecen
inalterables tras la administraciéon de diferentes concentraciones de resveratrol en los
distintos puntos de estudio. Sin embargo, resveratrol reduce los niveles de estrogenos de
manera dosis-dependiente en ambos puntos de estudio: a las 24 horas, dosis de resveratrol
de 10 y 30 uM indujeron un efecto inhibitorio significativo en la produccidn estrogénica
del 31% (P<0.01) y 57% (P<0.001), respectivamente, mientras que tras 48 horas de
tratamiento, dicho efecto inhibidor fue del 31% (P<0.05) y del 54% (P<0.001) (Grafico
10B).

Para evaluar el efecto del resveratrol en la expresion de mRNA de la aromatasa en el
mismo grupo de experimentos, se llevdo a cabo estudios de PCR a tiempo real. La
aromatasa citocromo P450 (codificada por el gen CYP19) es el enzima clave en la
biosintesis de estrogenos a partir de precursores esteroideos con 19 atomos de carbono y

es sintetizada en las células de la granulosa.

Como se puede observar en el Grafico 10C, resveratrol reduce de modo dosis-

dependiente la expresion de mRNA de la aromatasa. Después de 48 horas de incubacion,
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resveratrol a dosis de 10 y 30 uM disminuy¢ significativamente los transcritos de Cyp19

en un 20% (P<0.05) y en un 45% (P<0.001), respectivamente.
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Grafico 10. Efecto de resveratrol (10-30 uM) en la produccién de progesterona (A), estradiol (B) y
expresion de Cyp/9 mRNA (C) en las células de la granulosa. Estas se cultivaron en medio enriquecido con
FSH (30 ng/mL) y testosterona (0.5 pM) en ausencia (control) o en presencia de resveratrol durante 24 y 48
horas. Los esteroides se determinaron como se describe en el Grafico 2. La expresion de mRNA se
determiné segun lo descrito en el Grafico 1. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada
barra representa la media =+ error estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas

por experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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2.6. EFECTO DE RESVERATROL EN LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA
DE AMH

Dado que AMH juega un papel importante en el control de la fase de desarrollo
folicular independiente de las gonadotropinas, se llevaron a cabo nuevos experimentos
para determinar si resveratrol (10 y 30 pM) ejerce alglin efecto en la expresion de mRNA
de AMH en las células de la granulosa tras 24 y 48 horas de tratamiento. Como se
observa en el Grafico 11, resveratrol no ejerce efecto alguno en la expresion de mRNA

de AMH.
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Grifico 11. Efecto de resveratrol (10-30 pM) en la expresion de mRNA de AMH en las células de la
granulosa. Estas se cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) y testosterona (0.5 pM) en
ausencia (control) o en presencia de resveratrol durante 24 y 48 horas. La expresion de mRNA se
determiné seglin lo descrito en el Grafico 1. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada
barra representa la media * error estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas

por experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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Para examinar si la ausencia de cambios en la expresion de mRNA de AMH tras el
tratamiento con resveratrol también se refleja a nivel proteico, las células se cultivaron
sin (control) y con resveratrol (10 y 30 uM) durante 48 horas. Como se presenta en el
Grafico 12, tampoco se observaron cambios en la expresion proteica de AMH tras

tratamiento con resveratrol.
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Grafico 12. Efecto de resveratrol (10-30 pM) en la expresion proteica de AMH en las células de la
granulosa. Estas se cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) y testosterona (0.5 uM) en
ausencia (control) o en presencia de resveratrol durante 48 horas. La expresion proteica fue evaluada
mediante el uso de Western blot y normalizado con B-Actina. Uno de los tres blots realizados se muestra en
la figura. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra representa la media + error
estandar de la media de tres experimentos independientes (una réplica por experimento). Las medias con

letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
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2.7. EFECTO DE RESVERATROL EN LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA
DE VEGF.

Dado que VEGF es un factor proangiogénico clave implicado en la regulacion de la
foliculogénesis y en el desarrollo del Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO), se
evalud la expresion de mRNA de VEGEF tras 24 y 48 horas de tratamiento con resveratrol

(10-30 uM) a través de la realizacion de PCR a tiempo real.
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Grafico 13. Efecto de resveratrol (10-30 pM) en la expresion de mRNA de VEGF en las células de la
granulosa. Estas se cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) y testosterona (0.5 uM) en
ausencia (control) o en presencia de resveratrol durante 24 y 48 horas. La expresion de mRNA se
determiné seglin lo descrito en el Grafico 1. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada
barra representa la media =+ error estandar de la media de tres experimentos independientes (cuatro réplicas

por experimento). Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Como se presenta en el Grafico 13, resveratrol 30 pM redujo significativamente la
expresion de mRNA de VEGF a las 24 y 48 horas en un 42% (P<0.001) y un 18%

(P<0.05), respectivamente.
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Para evaluar si la reduccion en la expresion génica de VEGF inducida por resveratrol
se correlaciona con una reduccion en la expresion proteica, las células de la granulosa se

cultivaron con/sin resveratrol (10-30 uM) durante 48 horas.
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Grafico 14. Efecto de resveratrol (10-30 pM) en la expresion proteica de VEGF en las células de la
granulosa. Estas se cultivaron en medio enriquecido con FSH (30 ng/mL) y testosterona (0.5 uM) en
ausencia (control) o en presencia de resveratrol durante 48 horas. La expresion proteica fue evaluada
mediante el uso de Western blot y normalizado con B-Actina. Uno de los tres blots realizados se muestra en
la figura. Los resultados se muestran como porcentaje de control. Cada barra representa la media + error
estandar de la media de tres experimentos independientes (una réplica por experimento). Las medias con

letras distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05).
Como se muestra en el Grafico 14, el analisis por Western Blot demostré que

resveratrol 30 pM disminuye la expresion proteica de VEGF en un 49% (P<0.03)

comparado con control.
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2.8. EFECTO DEL RESVERATROL EN LA ACTIVIDAD HMGCR

En estudios previos con células de la teca se ha observado cémo resveratrol inhibe la
actividad de HMGCR (279). Teniendo en cuenta que HMGCR puede afectar el
crecimiento y funcion celular se han llevado a cabo estudios con el fin de evaluar la
actividad de HMGCR en las células de la granulosa en ausencia (control) y presencia de

resveratrol (30-50 pM) o sinvastatina (1 uM; control positivo).
Sinvastatina redujo siginificativamente la actividad de HMGCR en un 41%

(P<0.001); sin embargo, resveratrol no ejerce efecto alguno (actividad de HMGCR de

110 = 3% y 100 £1% del control para resveratrol 30 uM y 50 uM, respectivamente).
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SUBESTUDIO I

En el presente subestudio, hemos demostrado que en cultivos de células TI de rata
el resveratrol: a) inhibe la produccidén androgénica de manera concentracion-dependiente;
b) no altera los niveles de progesterona; ¢) disminuye la expresion de mRNA de los genes
reguladores de la esteroidogénesis, especialmente Cypl7al; d) el efecto inhibitorio sobre
la esteroidogénesis inducido por el resveratrol es independiente de vias tales como la
isoprenilacion y la activacion de las sirtuinas; e) la via del Akt/PKB esta implicada en la
esteroidogénesis de las células de la teca; f) el resveratrol disminuye la fosforilacion de

Akt/PKB.

Este es el primer estudio que evalua el papel del resveratrol en la esteroidogénesis
de las células TI. El presente subestudio demuestra que el resveratrol inhibe
selectivamente la produccién androgénica y la expresion de mRNA los los genes
esteroidogénicos clave, especialmente Cypl7al, el gen limitante que regula la via de
biosintesis de androgenos. Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios previos en los
que se demostr6 las acciones inhibitorias de este fitoestrogeno en la esteroidogénesis y
otras células productoras de androgenos. Anteriormente, el grupo de Supornsilchai
demostr6é que el resveratrol suprime la esteroidogénesis en células adrenocorticales de
rata inhibiendo el citocromo P450 c21-hidroxilasa (351). De modo similar, Svechnikov y
col. demostraron que el resveratrol atenuaba la esteroidogénesis activada por hCG en
cultuvos primarios de células de Leydig de rata mediante la supresion de la expresion de
Star y citocromo P450c17 (352). Por tanto, la exposicion de células productoras de
esteroides a resveratrol puede inducir efectos endocrinos notables, dando lugar a un

descenso en la produccién de hormonas esteroideas.

En el presente subestudio, resveratrol inhibid la esteroidogénesis ovarica
reduciendo preferentemente la expresion de mRNA de Cypl7al, lo cual podria inducir
una acumulacién de progesterona y un descenso en la biosintesis de androgenos. Sin
embargo, no se observaron cambios en los niveles de progesterona en respuesta a

resveratrol. Nosotros proponemos que la ausencia de efecto de resveratrol en la
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produccion de progesterona, comparada con el gran efecto en los niveles de androgenos,
puede estar relacionada con un efecto neto resultante de la disminucion de la expresion de
mRNA de los genes implicados en la produccion de esteroides inducida por resveratrol,
tales como Star, Cypllal y Hsd3bl, asi como de una conversion reducida de
progesterona a androgenos debido a una inhibicion profunda de la expresion de mRNA

de Cypl7al.

Los isoprenoides son lipidos que pueden ser encontrados en distintos organismos
vivos, ejerciendo variadas funciones en procesos fisiologicos de plantas y animales (353).
En humanos, los isoprenoides no esteroideos, FPP y GGPP, son productos de la via del
mevalonato. Los isoprenoides a través del proceso de isoprenilacion pueden unirse al
extremo carboxi de las proteinas, facilitando la unién a la membrana y la funcion de
miembros de la superfamilia de las pequefias proteinas G (354). Se ha demostrado que
esta modificacion postraduccional estd implicada en muchas funciones celulares tales
como proliferacion, apoptosis, estrés oxidativo y steroidogénesis (343, 346, 355). Un
estudio in vitro previo ha demostrado que el resveratrol inhibe la via del mevalonato
reduciendo la expresion y actividad de HMGCR, el paso limitante de la via del
mevalonato, dando lugar a un descenso de los niveles de colesterol, FPP y GGPP.
Ademas, el efecto inhibitorio del resveratrol sobre la proliferacion de las células de la
teca fue parcialmente revertido mediante la adicion de 4acido mevaldnico, FPP y GGPP
(284). Sin embargo, en el presente subestudio, la adicion de FPP o GGPP a células
tratadas con resveratrol no revirtio la inhibicion de la esteroidogénesis de las células de la
teca inducida por resveratrol. Por tanto, estos hallazgos sugieren que el resveratrol regula
la proliferacion y esteroidogénesis de las células de la teca a través de distintos

mecanismos.

Las proteinas de la familia Sir2 (sirtuinas) forman una familia altamente
conservada de deacetilasas dependientes de NAD+ sensibles a procesos de oxidacion
celular que regulan la expresion génica controlando el estado de acetilacion de residuos
de lisina en histonas, de sustratos no relacionados con las histonas, factores de

transcripcion y coactivadores transcripcionales (356). En mamiferos, el primer y mas

13A



DISCUSION

estudiado gen identificado perteneciente a la familia de las sirtuinas fue el homologo 2 de
regulacion de informacion de tipo union silente (SIRT1) que codifica para el enzima
SIRT]1, localizado en el nucleo y citoplasma (357). Estudios previos han demostrado que
el resveratrol es un activador de SIRTI, ejerciendo efectos beneficiosos sobre el
metabolismo glucidico y lipidico y extendiendo la esperanza de vida en moscas, gusanos
y roedores (358, 359). En el presente subestudio, planteamos la hipotesis de que el
resveratrol podria reducir la esteroidogénesis ovarica a través de la activacion de las
sirtuinas en las células TI. Sin embargo, el bloqueo de las sirtuinas con inhibidores de
SIRT1, tales como sirtinol y nicotinamida, no revirtieron la inhibicién en la produccion
androgénica y en la expresion de mRNA de Cyp!7al inducida por resveratrol, indicando
que el efecto inhibidor inducido por resveratrol en la esteroidogénesis de las células de la
teca no es secundario a la activacion de las sirtuinas. En base a estos resultados,
especulamos que esta via podria ser activada por resveratrol de modo diferencial en
funcién del o6rgano de que se trate, sugiriendo un efecto tejido-dependiente del resveratrol

en la activacion de las sirtuinas.

La biosintesis de hormonas esteroideas en las células TI estd regulada por la
activacion de la via de la Proteina Quinasa A (PKA) por parte de las hormonas tréficas
(360). Sin embargo, otras vias de sefializacion celular diferentes de la via PKA juegan un
papel relevante en la produccion de esteroides (361, 362). Akt, también conocida como
Proteina Quinasa B (PKB), es una serina/treonina proteina quinasa que interviene en
multiples funciones biologicas, tales como proliferacion celular, supervivencia,
metabolismo glucidico y en la expresion génica, en respuesta a factores de crecimiento y
a otros estimulos extracelulares (363). Sin embargo, poco se sabe en la actualidad sobre
el papel de esta via celular en la esteroidogénesis de las células de la teca. El grupo de
Fukuda demostr6 que la activacion de la via Akt/PKB est4 involucrada en la produccion
de androgenos y en la expresion de mRNA de Cypl7al en células de la teca bovinas.
Ademas, la adicion de LH, una hormona que sirve como estimulo para la
esteroidogénesis de las células de la teca, aumenta tanto la produccion de andrégenos
como la expresion de mRNA de Cypl7al a través de la fosforilacion de Akt (348). En el
presente subestudio, el bloqueo de la via Akt/PKB con un inhibidor selectivo de Akt
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bloque6 completamente la produccion androgénica y la expresion génica de Cypl7al y
aument6 los niveles de progesterona, indicando que la activacion de Akt/PKB es
necesario para la esteroidogénesis de las células de la teca mediada por LH. Ademas,
hemos demostrado que el resveratrol disminuye significativamente la fosforilacion de
Akt, sugiriendo que la inhibicion de la esteroidogénesis de las células de la teca inducida
por resveratrol puede ser debido, al menos en parte, al efecto inhibidor sobre la

fosforilacion de Akt/PKB.

Los presentes hallazgos pueden ser de potencial interés terapéutico en condiciones
asociadas con hiperplasia de las células de la teca ligada a un aumento de produccion de
andrégenos, tal y como ocurre en SOP. La cantidad total de androgenos segregada por el
ovario depende de dos factores principales: el numero de células productoras de
androgenos y la capacidad esteroidogénica de cada célula individual. Resveratrol puede
alterar la esteroidogénesis ovarica tanto reduciendo la capacidad esteroidogénica como
disminuyendo el crecimiento y, por tanto, el nimero de células TI. Los hallazgos del
presente subestudio indican que resveratrol disminuye la produccion de androgenos de
una manera concentracion-dependiente inhibiendo selectivamente la expresion de mRNA
de Cypl7al, el gen clave en la biosintesis de andrégenos, el cual estd sobreexpresado en
pacientes con SOP. Ademas, nuestros estudios previos han demostrado que el resveratrol
también induce una inhibicion del crecimiento celular, disminuyendo el numero de
células viales y aumentando la apoptosis de las células TI. Por tanto, el resveratrol puede
ser de relevancia clinica en SOP debido a sus efectos antiesteroidogénicos y

antiproliferativos en células TI.

En resumen, nuestros resultados sugieren que el resveratrol reduce la produccién
de androgenos y la expresion de mRNA de Cypl7al, al menos en parte, a través de la
inhibicion de la fosforilacion de Akt/PKB en células TI. Estos hallazgos pueden ser de
posible relevancia clinica para aquellas situaciones asociadas con excesiva produccion
androgénica, tales como SOP, donde el resveratrol podria actuar como un agente

terapéutico innovador.
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SUBESTUDIO II

En el presente subestudio, hemos demostrado que en cultivos de células de la
granulosa, el resveratrol ejerce efectos diferentes de sus acciones pro-apoptdticas en las
células de la teca (235). Concretamente, resveratrol en cultivos de células de la granulosa:
1) induce un efecto bifasico en la sintesis de ADN, donde bajas concentraciones estimula
la incorporacién de la timidina tritiada y altas concentraciones la disminuye; 2) aumenta
ligeramente el numero de células viables; 3) disminuye modestamente la activacion
temprana de las caspasas y no afecta a la morfologia celular; 4) no altera los niveles de
progesterona pero disminuye la produccién estrogénica y la expresion de mRNA de
aromatasa de manera concentracion-dependiente; 5) no tiene efecto en la expresion de
AMH; 6) disminuye la expresion proteica y de mRNA de VEGF; y 7) no afecta la
actividad HMGCR.

En la ultima década, el resveratrol se ha convertido en un potencial agente
quimiopreventivo del cancer ya que interfiere con vias de sefializacion celular implicadas
en la proliferacion y supervivencia celular (364). De hecho, numerosos estudios han
demostrado el efecto inhibidor de este bioflavonoide en el crecimiento celular de diversas
lineas celulares humanas, tanto primarias (235, 365, 366) como cancerosas (367-369). La
inhibiciéon de la proliferacion celular inducida por resveratrol puede ser debida a su
habilidad para inhibir la actividad de la ribonucle6tido reductasa y de la DNA polimerasa,
ambas enzimas implicadas en la sintesis de DNA, dando lugar a una inhibicion del
crecimiento celular en la fase de transicion S-G2 del ciclo celular (370, 371). Sin
embargo, el efecto del resveratrol en el crecimiento celular no es siempre inhibitorio,
dependiendo de la concentracion, duracion del tratamiento y del tipo celular. En el
presente subestudio, resveratrol ejercié un efecto inhibidor en la sintesis de DNA a las 24
horas, pero cuando la exposicion al tratamiento se extendio6 a las 48 horas observamos un
efecto bifasico del resveratrol en la sintesis de DNA: resveratrol aumentd la
incorporacion de la timidina tritiada a dosis de 10 uM, pero la redujo a altas
concentraciones. Un efecto bifasico similar del resveratrol en la proliferacion celular se

ha encontrado previamente en células LNCaP [372], donde bajas concentraciones de

139



DISCUSION

resveratrol (5-10 umol/l) estimularon y altas concentraciones (15-30 umol/l) inhibieron la
sintesis de DNA. Se ha sugerido que este aumento tardio en la incorporacion de la
timidina tritiada puede ser debido a la entrada de las células en la fase S del ciclo celular,

viéndose implicadas vias de sefializacion celular que actiian durante muchas horas (372).

Este efecto bifasico inducido por resveratrol en las células de la granulosa de la
rata contrasta con observaciones previas en células de la TI de rata, donde resveratrol
demostrd ejercer un potente efecto inhibidor dosis-dependiente en el crecimiento celular
después de 48 horas (235). Ademas, en el mismo estudio, resveratrol disminuyé el
numero de células de la teca viables, a diferencia del modesto aumento en la viabilidad
celular en células de la granulosa observado en el presente subestudio. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que resveratrol tiene efectos completamente distintos en la

proliferacion celular en los compartimentos de las células de la teca y de la granulosa.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso que ocurre en multiples
situaciones, tanto fisioldgicas como patologicas (373). La apoptosis comprende la
consecucion de cuatro fases bien establecidas: activacion de las caspasas, fragmentacion
del DNA internucleosémico, condensacion de la cromatina y formacion apoptotica (374).
En el presente subestudio, hemos observado un modesto descenso en la actividad de las
caspasas-3/7 y una ausencia de cambios morfoldgicos compatibles con apoptosis,
sugiriendo que resveratrol no so6lo no induce apoptosis, sino que puede proteger a las
células de la granulosa de la apoptosis. Estudios previos han demostrado resultados
contradictorios respecto al efecto del resveratrol en la apoptosis: resveratrol previene la
apoptosis en diversos tipos celulares, incluyendo células embrionarias de la rata y células
humanas linfociticas K562 de la eritroleucemia (375, 376), mientras que ejerce un efecto
proapoptotico tanto en lineas celulares primarias como cancerosas (235, 377, 378).
Ademas, resulta interesante observar como los efectos del resveratrol en la apoptosis
celular pueden ser divergentes en distintos tipos celulares del mismo o6rgano. En el ovario,
estudios in vitro previos han demostrado cémo resveratrol aumenta la actividad de las
caspasas de ejecucion 3 y 7, la fragmentacion del DNA e induce cambios morfologicos

progresivos, tanto tiempo- como concentracion-dependientes, en células TI de la rata
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(235). Sin embargo, el presente subestudio ha demostrado como resveratrol tiene un
efecto minimo en la apoptosis de las células de la granulosa. Dado que resveratrol ejerce
efectos diferentes en la apoptosis en dos compatimentos celulares del foliculo ovarico, es
probable que pueda afectar el equilibrio entre el nimero relativo de células de la teca y de

la granulosa.

Una regulacion adecuada entre la apoptosis y la proliferacion celulares es esencial
para mantener la homoestasis de un tejido. A la luz de los hallazgos del presente
subestudio, se podria especular que el efecto predominantemente antiproliferativo de
resveratrol en las células de la granulosa no estd relacionado con sus propiedades
proapoptoticas, sugiriendo que resveratrol afecta al crecimiento de las células de la
granulosa a través de sus efectos citostaticos, pero no citotoxicos. Esta observacion puede
ser de especial interés en la foliculogénesis ovarica, ya que la interaccion bidireccional
entre el ovocito y las células de la granulosa adyacentes (tanto del ciimulo como las

murales) es crucial para un desarrollo folicular normal (379-381).

De acuerdo con la teoria de las dos células-dos gonadotropinas, la hormona FSH
es la responsible de la produccion estrogénica en las células de la granulosa mediante la
aromatizacion de los andrégenos previamente sintetizados en las células de la teca (382).
En el presente subestudio, resveratrol no ejerce efecto alguno en los niveles de
progesterona mientras que induce una disminucidon concentraciéon-dependiente tanto en la
produccion de estrogenos como en la expresion de mRNA de la aromatasa en las células
de la granulosa. Este hallazgo estd en la linea de estudios previos, donde resveratrol
indujo un efecto inhibitorio en la expresion génica y en la actividad de la aromatasa en las
células placentarias (383), células cancerosas de mama (384), y en células granuloso-
luteinicas humanas (385). Aunque el mecanismo subyacente mediante el cual resveratrol
gjerce su inhibicion en la expresion de la aromatasa es todavia desconocido, se ha
sugerido que tanto la unidén de dicho compuesto a los receptores estrogénicos y/o la
modulacion de vias de sefializacion celular pueden estar implicadas (386). Este efecto
inhibitorio del resveratrol en la aromatizacion difiere de la estimulacion de la

esteroidogénesis inducida por un andlogo hidroxilado del resveratrol observada en un
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trabajo previo basado en un modelo de células de la granulosa de cerdo (387). Estas
diferencias entre el compuesto parental y el andlogo hidroxilado del resveratrol en la
esteroidogénesis de las células de la granulosa puede ser debido al hecho de que el grupo
hidroxilo podria actuar a un nivel mas proximal en la via de la sintesis de esteroides, por

tanto, estimulando tanto la produccion de progesterona como de estrégenos.

AMH, un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformante beta
(TGF-B), es el responsable de la regresion de los conductos de Miiller durante el
desarrollo fetal masculino (388). En la mujer, la AMH es producida en las células de la
granulosa de los foliculos ovaricos y actia como marcador de la diferenciacion de estas
células. Se ha detectado expresion de mRNA de AMH en las células de la granulosa de
foliculos primarios inmediatamente después de su formacion en ratas y ratones
neonatales, asi como en las células de la granulosa de todos los foliculos secundarios
preantrales y antrales pequefios. Los niveles de AMH empiezan a disminuir desde el
estado de foliculo antral pequefio durante el proceso de foliculogénesis (389). En el
presente subestudio, resveratrol no tuvo efecto alguno en la expresion de mRNA o
proteina de AMH de las células de la granulosa, indicando que no afecta a la

diferenciacion/maduracion de estas células.

VEGF, un potente mitdgeno angiogénico, es un importante mediador durante el
ciclo ovarico normal y aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos (390). Ademas,
VEGF juega un papel clave en la patofisiologia del SHO, una patologia frecuentemente
asociada a la presencia de ovarios poliquisticos, donde el VEGF est4d implicado en el
aumento de la permeabilidad vascular y en la migracion endotelial a través, al menos en
parte, de la modulacion de la funcion de las cadherinas del endotelio vascular (391). En el
presente subestudio, resveratrol disminuy¢ la expresion de mRNA y proteina de VEGF
en células de la granulosa. Del mismo modo, otros estudios han demostrado este efecto
inhibidor del resveratrol en la expresion de VEGF en numerosas lineas cancerosas
humanas (392-394). Ademas, Basini et al .(387) demostraron que el tratamiento de
células de la granulosa de cerdo con dos analogos del resveratrol, hidroxilado y metilado,

también reducia la produccion de VEGF. Estas observaciones pueden ser relevantes para
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el tratamiento de numerosas patologias ginecologicas, dado que anormalidades en la
angiogénesis ovarica contribuye en el SHO visto en mujeres con SOP, asi como en la
fisiopatologia de otras patologias relacionadas con anovulacion, infertilidad vy

endometriosis.

El efecto inhibidor del resveratrol en la produccion de estrogenos y VEGF en
cultivos aislados de celulas de la granulosa representa uno de los hallazgos mas
interesantes del presente subestudio. A la luz de estos resultados, el siguiente paso seria
evaluar las acciones del resveratrol in vivo, en particular en la esteroidogénesis, asi como
estudiar los efectos del resveratrol en modelos animales de SHO. Se podria especular que
la administracion de resveratrol in vivo puede reducir la aromatizaciéon y mejorar el SHO.
Sin embargo, también es posible que el resveratrol pueda tener efectos adversos en la
foliculogénesis. Por tanto, este entusiasmo por el valor potencialmente terapettico del

resveratrol debe ser controlado hasta que se concluyan estudios in vivo.

Teniendo en cuenta estos comentarios, es posible que los presentes hallazgos
puedan tener relevancia clinica en determinadas situaciones asociadas con la presencia de
ovarios altamente vascularizados, hiperplasia de las células de la teca y alteracion del
crecimiento y funcion de las células de la granulosa, tales como el SOP. En los tltimos
afios, varios estudios han demostrado que la proliferacion de las células de la granulosa
de mujeres ovuladoras y anovuladoras diagnosticadas con este sindrome estd aumentada
durante el crecimiento temprano del foliculo (395, 396). Ademas, se han visto diferencias
en las tasas de muerte celular y de proliferacion de las células de la granulosa en este
sindrome (395). Por tanto, se puede especular que el resveratrol puede alterar la
proporcion de células de la teca con respecto a las células de la granulosa en el foliculo
ovarico, mediante la induccién de sus efectos antiproliferativo y proapoptoético en las
primeras, y por su accion citostatica, pero no citotoxica, sobre las segundas. Por otro lado,
la sobreexpresion de VEGF observada en la densa hipertecosis estromal en los ovarios
poliquisticos se ha asociado con un aumento en el flujo sanguineo del estroma ovérico
(390). Por tanto, el efecto inhibidor del resveratrol en la expresion de VEGF puede ser de

potencial relevancia para el tratamiento de patologias relacionadas con aumento de la
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permeabilidad vascular y sobreexpresion simultinea de VEGF, como la presente en el

SHO.
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La presente tesis sobre el estudio del resveratrol en la fisiologia del ovario de la

rata nos ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

Subestudio I

1. El resveratrol inhibe la produccion androgénica en las células TI de una manera

concentracion-dependiente, sin alterar los niveles de progesterona.

2. El resveratrol disminuye la expresion de mRNA de los genes reguladores de la
esteroidogénesis en las células TI, especialmente Cypl7al, el gen limitante en la
sintesis de androgenos en este tipo celular.

3. Este efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis de las células tecales inducido
por el resveratrol es independiente de la inhibicion de la isoprenilacion y de la
activacion de las sirtuinas.

4. La via del Akt/PKB estd implicada en la esteroidogénesis de las células de la teca.

5. El resveratrol disminuye la fosforilacion de Akt/PKB. Por tanto, la inhibicion de
la esteroidogénesis de las células de la teca inducida por resveratrol puede ser
debido, al menos en parte, al efecto inhibidor sobre la fosforilacion de Akt/PKB.

Subestudio 11

1. El resveratrol induce un efecto bifésico en la sintesis de DNA de las células de la

granulosa, donde bajas concentraciones estimulan la incorporacion de la timidina

tritiada y altas concentraciones la disminuyen.

2. Elresveratrol aumenta ligeramente el numero de células de la granulosa viables.
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El resveratrol disminuye modestamente la activacion temprana de las caspasas y

no afecta la morfologia celular en las células de la granulosa.

El resveratrol disminuye el proceso de aromatizacion en las células de la

granulosa de una manera concentracion-dependiente.

El resveratrol disminuye la expresion proteica y de mRNA de VEGF en las

células de la granulosa.

Todas estas acciones hacen que el resveratrol sea un tratamiento de potencial
relevancia clinica en procesos asociados a produccion excesiva de andrégenos,
hiperplasia tecal altamente vascularizada y angiogénesis anormal, tal y como

ocurre en SOP.
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REPRODUCTION-DEVELOPMENT

Resveratrol Reduces Steroidogenesis in Rat Ovarian
Theca-Interstitial Cells: The Role of Inhibition of Akt/
PKB Signaling Pathway

Israel Ortega, Jesus A. Villanueva, Donna H. Wong, Amanda B. Cress,
Anna Sokalska, Scott D. Stanley, and Antoni J. Duleba

Departments of Obstetrics and Gynecology (1.O., J.A.V., D.HW., AB.C., A.S., AJ.D.), School of
Medicine, and Department of Molecular Biosciences (S.D.S.), University of California, Davis, California
95616; Instituto Valenciano de la Infertilidad-Madrid (1.0.), 28023 Madrid, Spain; and Department of
Gynecology, Obstetrics, and Gynecological Oncology (A.S.), Karol Marcinkowski University of Medical
Sciences, 60/701 Poznan, Poland

Polycystic ovary syndrome is characterized by theca-interstitial hyperplasia and increased expres-
sion of steroidogenic genes, leading to excessive androgen production. Resveratrol, a natural
polyphenol, promotes apoptosis and reduces rat theca-interstitial cell growth, in part by inhibiting
the mevalonate pathway and decreasing the availability of substrates of isoprenylation [farnesyl-
pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl-pyrophosphate (GGPP)]. This study evaluated the effect
of resveratrol on rat theca-interstitial cell steroidogenesis. Because resveratrol may activate sir-
tuins, this study also investigated whether steroidogenesis was affected by sirtuin inhibitors (nic-
otinamide, sirtinol). Theca-interstitial cells were cultured with or without resveratrol (1-10 um),
GGPP (30 um), FPP (30 um), nicotinamide (1 mm), and/or sirtinol (10 um). Resveratrol did not affect
progesterone levels but reduced androgen production in a concentration-dependent fashion (an-
drostenedione by up to 78% and androsterone by up to 76%). This inhibitory effect correlated with
a decrease in mRNA expression of genes regulating androgen production, especially Cyp17a7 (by
up to 73%). GGPP and FPP had no effect on androgen levels and Cyp77a7 mRNA levels and did not
alter the effects induced by resveratrol. Similarly, sirtuin inhibitors did not reverse resveratrol-
induced inhibition of steroidogenesis. However, resveratrol decreased activity of serine-threonine
kinase/protein kinase B pathway, a cell-signaling pathway involved in ovarian steroidogenesis. The
present findings indicate that resveratrol reduces androgen production primarily by inhibiting
Cyp17al mRNA expression, and this inhibition may be mediated, in part, by blocking the activity
of the serine-threonine kinase/protein kinase B pathway. These findings may be of clinical rele-
vance to conditions associated with excessive production of androgens by theca cells, such as
polycystic ovary syndrome. (Endocrinology 153: 4019-4029, 2012)

heca cells play a prominent role in ovarian steroido-
Tgenesis by producing aromatizable androgens under
the primary control of LH, which are subsequently used by
granulosa cells for estrogen biosynthesis. Thecal differen-
tiation involves the regulated expression of a variety of
specific genes coding for the LH receptor as well as the
proteins and enzymes involved in the androgen biosyn-
thesis pathway, such as steroidogenic acute regulatory
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protein (StAR) (encoded by STAR gene), cholesterol side
chain cleavage enzyme (P450sc; encoded by the CYP11A1
gene), 3B-hydroxysteroid dehydrogenase (type I or II; en-
coded by Hsd3b1 gene in the rat and HSD3B2 gene in
human, respectively), and cytochrome P450 17a-hydrox-
ylase/C17-20 lyase (P450c17) (encoded by CYP17A1
gene) (1). Unlike other above-listed genes, CYP17A1 gene
is expressed in theca but not granulosa cells and is the

Abbreviations: Akt, Serine-threonine kinase; FPP, farnesyl-pyrophosphate; GGPP, gera-
nylgeranyl-pyrophosphate; Hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase; P450c17, cy-
tochrome P450 17a-hydroxylase/C17-20 lyase; PCOS, polycystic ovary syndrome; PKB,
protein kinase B; SIRT, silent mating type information regulation-2 homolog; StAR, ste-
roidogenic acute regulatory protein.
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rate-limiting step required for androgen biosynthesis, cat-
alyzing the conversion of progestins into androgens (2).

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common
endocrine disorder affecting approximately 5-10% of
women of reproductive age (3, 4). Ovaries of women with
PCOS are enlarged and characterized by prominent theca-
interstitial hyperplasia and excessive production of an-
drogens due to increased steroidogenic activity and
excessive transcription of genes regulating androgen
production, as reflected by increased levels of individual
mRNA as well as enhanced promoter activities (5). Ste-
roidogenic abnormalities associated with theca cells from
women with PCOS were evaluated in long-term cultures,
demonstrating increased 3B-hydroxysteroid dehydroge-
nase type Il and P450c17 enzyme activities as well as in-
creased CYP11A1, HSD3B2, and CYP17A1 mRNA ex-
pression (6-9). Clinical studies suggest that enhanced
P450c17 enzyme activity and expression may account for
hyperandrogenism in PCOS (10, 11). In addition, dys-
regulation of several signal-transduction pathways has
been shown to play a pivotal role in androgen excess in
PCOS women, including the MAPK, protein kinase C, and
serine-threonine kinase (Akt)/protein kinase B (PKB)
pathways (10, 12, 13).

Resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) is a nat-
urally occurring phenolic phytoalexin abundantly found
in grapes, red wine, peanuts, and several medicinal plants
with diverse biochemical and physiological properties,
such as chemopreventive, antiinflammatory and antioxi-
dant, as well as cardioprotective and neuroprotective ef-
fects (14-17). Additionally, rat in vitro studies have
shown that resveratrol exerts an inhibitory effect on ste-
roidogenesis in different cell types, including adrenocor-
tical and Leydig cells (18, 19). Several signal transduction
pathways are involved in resveratrol-mediated effects on
cell functions. Recently, our group has demonstrated that
resveratrol reduces proliferation of theca-interstitial cells,
at least in part, by inhibition of the mevalonate pathway
(20). We found that resveratrol inhibits both activity and
expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A re-
ductase, the rate-limiting step of cholesterol synthesis,
leading to a decreased availability of several downstream
products, such as cholesterol and substrates of isopreny-
lation [farnesyl-pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl-
pyrophosphate (GGPP)] (20). Other effects of resveratrol
may involve different mechanisms. For example, resvera-
trol has been shown to extend lifespan in worms, flies, and
mice through activation of sirtuins (21, 22), a family of
nicotinamide adenine dinucleotide”-dependent deacety-
lases implicated in several important cellular processes,
such as genomic stability, DNA repair, transcriptional si-
lencing, and glucid and lipid metabolism (23, 24).

Resveratrol and Ovarian Theca-Interstitial Cells

Endocrinology, August 2012, 153(8):4019-4029

The aim of the present study was to evaluate the effects
of resveratrol on rat theca-interstitial cell steroidogenesis
and to determine the role of substrates of isoprenylation,
inhibitors of sirtuins, and the Akt/PKB signaling pathway
in this process.

Materials and Methods

Animals

Female Sprague Dawley rats were obtained at age 22 d from
Charles River Laboratories (Wilmington, MA) and housed in an
air-conditioned environment and a 12-h light, 12-h dark cycle.
All animals received standard rat chow and water ad libitum. At
the age of 27, 28, and 29 d, the rats were injected with 173-
estradiol (1 mg/0.3 ml of sesame oil sc) to stimulate ovarian
development and growth of antral follicles. Twenty-four hours
after the last injection, the animals were anesthetized using ket-
amine and xylazine (ip) and euthanized by intracardiac perfusion
using 0.9% saline. All treatments and procedures were carried
out in accordance with accepted standards of human animal care
as outlined in the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals and a protocol approved by
the Institutional Animal Care and Use Committee at the Uni-
versity of California, Davis.

Cell culture and reagents

The collection and purification of ovarian theca-interstitial
cells were performed as described previously (25, 26). Briefly, the
ovaries were removed from the animals and dissected free of
oviducts and fat under a dissecting microscope. After a 60-min
collagenase digestion, theca-interstitial cells were purified using
discontinuous Percoll gradient centrifugation. The cells were
counted, and viability, as assessed by the trypan blue exclusion
test, was routinely in the 90-95% range. Theca-interstitial cells
were incubated in 24-well fibronectin-coated plates at a density
of 400,000 cells/well. The cultures were carried out for 48 h at
37 Cin an atmosphere of 5% CO, humidified air in serum-free
McCoy’s SA culture medium supplemented with 1% antibiotic/
antimycotic mix, 0.1% BSA, and 2 mMm L-glutamine. The above-
mentioned time point was chosen based on our previous work
evaluating rat theca-interstitial cell steroidogenesis (27). The
cells were incubated in the absence (control) or in the presence of
resveratrol (1-10 um), FPP (30 um), GGPP (30 uM), nicotin-
amide (1 mm), sirtinol (10 wm), insulin (0.1 ug/ml), and Akt
inhibitor (1 uM). The concentrations of these compounds were
selected based on previous studies (28, 29). All cultures were
carried out in the presence of ovine LH (5 ng/ml). All above
chemicals were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO) except for Akt inhibitor (Akt inhibitor VIII, Isozyme-Se-
lective, Akti-1/2), which was purchased from Calbiochem Co.
(Gibbstown, NJ), and LH, which was obtained from the Na-
tional Hormone and Pituitary Program at the Harbor-University
of California, Los Angeles Medical Center (Torrance, CA).

Androstenedione, androsterone, progesterone, and the deu-
terated derivative of androstenedione-d7 were obtained from
Steraloids (Newport, RI), whereas testosterone-d3 was obtained
from Cerillient (Round Rock, TX). Acetonitrile and methanol
were HPLC grade and obtained from Burdick and Jackson (Mus-
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kesgon, MI). Acetone, isopropanol, and ammonium hydroxide
were Optima grade and obtained from Fisher (St. Louis, MO).
Formic acid was American Chemical Society grade and obtained
from EMD (Gibbstown, NJ).

Total RNA isolation and quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated using the MagMAX-96 Total RNA
Isolation kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) and the King-
Fisher robot (Thermo Scientific, Vantaa, Finland). RT of total
RNA to ¢cDNA was performed using High-Capacity cDNA Re-
verse Transcription kit for RT-PCR (Applied Biosystems). PCR
were set up in 28-ul volumes, consisting of 5 ul of cDNA, 4.5-ul
forward and 4.5-ul reverse 900 nM primers, and 14 ul of 2X
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

Quantitative RT-PCR reactions were performed in triplicate
using the ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems). Separate cDNA dilutions were included in each PCR run
to generate standard curves. Data were analyzed using SDS 1.4
software (Applied Biosystems). The relative amount of target
mRNA was expressed as a ratio normalized to hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (Hprt). The primer sequences were as
follows: rat Star forward (5'-GCC TGA GCA AAG CGG TGT
C-3’) and reverse (5'-CTG GCG AAC TCT ATC TGG GTC
TGT-3'); rat Cyp11al forward (5'-GCT GGA AGG TGT AGC
TCA GG-3') and reverse (5'-CAC TGG TGT GGA ACA TCT
GG-3'); rat Hsd3b1 forward (5'-CCA GAA ACC AAG GAG
GAA T-3’) and reverse (5'-CCA GAA ACC AAG GAG GAA
T-3'); rat Cyp17al forward (5’-ACT GAG GGT ATC GTG GAT
GC-3’) and reverse (5'-CCG TCA GGC TGG AGA TAG AC-3');
and rat Hprt forward (5'-TTGTTG GATATGCCCTTGACT-3')
and reverse (5'-CCG CTG TCT TTT AGG CTT TG-3').

Sample preparation and processing for
quantification of steroids

Each sample was directly assayed; the following extraction
procedure was applied to each specimen. Each sample aliquot
(300 wl) was placed in a 2.0-ml autosampler vial and spiked with
150 plof internal standard solution, 7.e. androstenedione-d7 and
testosterone-d3. Detection and quantitation of all analytes was
accomplished using selective reaction monitoring.

Mass spectrometry

We have developed a novel turbulent flow chromatography
HPLC-mass spectrometry/mass spectrometry method that al-
lows the simultaneous detection of androstenedione, andros-
terone, and progesterone. It consists of a high-pressure liquid
chromatography instrument configuration multiplexing
Thermo Aria TLX-2 turbulent flow chromatography (two load-
ing pumps and two eluting pumps, Shimadzu LC-10AD) system
and an autosampler outfitted with a 300-position Peltier tray
(Franklin, MA), coupled to a Thermo Scientific TSQ Vantage
triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Scientific, San
Jose, CA), equipped with a heated electrospray ionization
source. The instrument was controlled using Aria software (ver-
sion 1.6.1). A Thermo Cyclone P extraction column (0.5 X 50
mm, 60-pum particle size; Franklin, MA) was used for online
sample extraction of diluted serum, and HPLC separation was
carried out by a 2.1 X 100-mm, 3-um particle size ACE C18
column protected by a reverse phase guard cartridge (Mac-Mod,

endo.endojournals.org 4021

Chadds Ford, PA) contained within a Hot Pocket column heater
(Thermo Scientific).

Precursor and product ions for each target analyte were cho-
sen for selective reaction monitoring transitions, and the related
parameters for the different analytes were isolated by HPLC
separation based on the following mobile-phase gradient: sol-
vent A, water containing 0.1% formic acid; B, methanol; C,
acetonitrile/isopropyl alcohol/acetone 60/30/10; and D, water/
acetonitrile (98/2 vol/vol) with 0.1% ammonium hydroxide.

Detection and quantification employed select reaction monitor-
ing liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry
transitions of initial precursor ions for androstenedione, andros-
terone, and progesterone mass to charge ratio (m/z) 287.2,291.4,
and 315.2, respectively. The response for the major productions for
each of the analytes was plotted and peaks at the proper retention
time integrated using LCQuan. This software was used to generate
calibration curves and quantitate the analytes in all samples. The
concentrations of androstenedione, androsterone, and progester-
oneineach sample (e.g. calibrators, quality control,and unknowns)
were determined by an internal standard method using the peak
area ratio and linear regression analysis. The responses for andro-
stenedione, androsterone, and progesterone were linear and gave
correlation coefficients of 0.99 or better.

Western blot analysis

Cells were incubated in microcentrifuge tubes without (con-
trol) or with resveratrol (10 um) for 30 min. At the end of the
treatment, cells lysates were prepared as previously described
(30). Protein concentrations were determined using Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA). For immunoblot anal-
ysis, samples containing equal amounts of protein (65 ug) were
resolved in 12% SDS-PAGE gels and transferred to a nitrocel-
lulose membrane by electroblotting. Blots were blocked at room
temperature for 1 h using blocking buffer (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE) and incubated with rabbit monoclonal phospho-PKB
antibody [phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP rabbit monoclonal an-
tibody no. 4060S; Cell Signaling Technology, Beverly, MA] over-
night at 4 C (1:500 in blocking buffer). After incubation, the mem-
branes were washed three times with PBS and incubated with goat
antirabbit IgG antibody for 1 h at room temperature (1:10,000 in
blocking buffer). To determine the total amount of PKB in each
sample, membranes were incubated with mouse monoclonal total-
PKB antibody [Akt (pan) 40D4 mouse monoclonal antibody no.
2920; Cell Signaling Technology] overnight at4 C (1:500 in block-
ing buffer) and primary antibody to B-actin (Monoclonal Anti-
Actin Clone AC-40 Purified Mouse Immunoglobulin A3853;
1:40,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 1 h. After washing
three times with PBS, the blots were incubated with goat antimouse
secondary antibody for 1 hat room temperature (1:40,000 in block-
ing buffer). Blots were developed with the Odyssey Infrared Imag-
ing System (LI-COR Biosciences).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using JMP 9.0 software
(SAS, Cary, NC). Data are presented as the mean = sSEM. Means
were compared by ANOVA followed by post hoc testing using
Tukey’s honestly significant difference test. When appropriate,
data were logarithmically transformed. A value of P < 0.05 was
considered statistically significant. Each experiment was re-
peated at least three times.
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Results

Effect of resveratrol on steroidogenesis

To determine whether resveratrol affects the expres-
sion of the key genes involved in the regulation of steroid-
ogenesis, theca-interstitial cells were cultured for 48 h in
the absence (control) or presence of resveratrol (1-10 um).
As shown in Fig. 1A, resveratrol had no significant effect
on Star mRNA expression, except for a slight decrease by
15% (P < 0.05) at a concentration of 10 um.

In the same experiments, the exposure of cells to res-
veratrol induced a concentration-dependent decrease in
both Cyp11al and Hsd3b1 mRNA levels, respectively, by
upto38% (P <0.001)and 42% (P < 0.001) at the highest
concentration (Fig. 1, B and C).

However, the most profound resveratrol-induced in-
hibitory effect on mRNA expression was found in
Cyp17al. As presented in Fig. 1D, resveratrol at a con-
centration of 10 um decreased the level of Cyp17al tran-
scripts by 73% (P < 0.001) compared with control.
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To evaluate effects of resveratrol on individual steroids,
levels of progesterone, androstenedione, and andros-
terone were evaluated in spent media using liquid chro-
matography-mass spectrometry. Forty-eight-hour expo-
sure of cells to resveratrol did not affect progesterone
production at any of the tested concentrations. In contrast,
resveratrol decreased androgen levels in a concentration-
dependent fashion. As shown in Fig. 2, B and C, resvera-
trol at the highest concentration (10 um) induced a sig-
nificant inhibitory effect on both androstenedione and
androsterone production, respectively, by 78% (P <
0.001)and 74% (P < 0.001). Because high concentrations
of resveratrol (=30 um) have been shown to reduce pro-
liferation of theca-interstitial cells (30), present results
were also analyzed accounting for possible effect on the
growth of cells. However, resveratrol had no significant
effect on the growth of theca-interstitial cells at concen-
trations evaluated in this study (=10 uM). Inhibitory ef-
fects of resveratrol on the level of androgens persisted
when expressing steroid levels per unit of protein deter-
mined at the end of the culture period.
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FIG. 1. Effect of resveratrol (1-10 um) on mRNA expression of Star (A), CypT71al (B), Hsd3b1 (C), and Cyp17al (D). Theca-interstitial cells were
cultured in chemically defined media supplemented with LH (5 ng/ml) for 48 h in the absence (control) or in the presence of resveratrol. Total
cellular RNA was isolated, and mRNA expression was determined using quantitative real-time PCR reactions and normalized to Hprt mRNA levels.
Results are presented as a percentage of control. Each bar represents mean * sem from three independent experiments (each with n = 4). Means

with no superscripts in common are significantly different (P < 0.05).
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FIG. 2. Effect of resveratrol (1-10 um) on steroid production by theca-
interstitial cell cultures: progesterone (A), androstenedione (B), and
androsterone (C). The cells were cultured in chemically defined media
supplemented with LH (5 ng/ml) for 48 h in the absence (control) or in
the presence of resveratrol. Steroid levels were determined using liquid
chromatography-mass spectrometry. The mean * sem concentrations
of steroids in control cultures were: progesterone, 769 + 76 pg/well;
androstenedione, 81 * 12 pg/well; and androsterone, 677 + 95 pg/
well. Results are presented as a percentage of control. Each bar
represents mean *+ sem from three independent experiments (each
with n = 4). Means with no superscripts in common are significantly
different (P < 0.05).
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Effect of substrates of isoprenylation

To determine whether the effect of resveratrol on ste-
roidogenesis is related to decreased isoprenylation, theca-
interstitial cells were cultured for 48 h without (control) or
with resveratrol (10 um), GGPP (30 uMm), and/or FPP (30
uM) (Fig. 3). The concentration of resveratrol was selected
based on our previous experiments, where resveratrol at
10 uMm induced an inhibitory effect on mRNA expression
of the relevant genes regulating steroidogenesis.

As presented in Fig. 3A, neither resveratrol nor a sub-
strate of isoprenylation, FPP, had any significant effect on
Star mRNA levels. A decrease by 16% (P < 0.05) induced
by GGPP was observed. Moreover, the addition of either
GGPP or FPP to resveratrol-treated cultures did not alter
Star mRNA expression compared with the effects of res-
veratrol alone.

In agreement with our previous experiments (Fig. 1),
the exposure of cells to resveratrol significantly inhibited
Cypllal, Hsd3b1, and Cyp17al mRNA levels, respec-
tively, by 36, 37, and 69% (P < 0.001 for all) below the
control level. In contrast, GGPP alone and FPP alone had
no significant effect on mRNA expression of any of the
above-mentioned genes, except for a decrease by 25%
(P <0.05)in Hsd3b1 transcripts in the presence of GGPP.
The addition of substrates of isoprenylation to resveratrol-
treated cultures did not restore the resveratrol-induced
inhibitory effect on mRNA expression of any of these
genes (Fig. 3, B-D).

As shown in Fig. 4A, resveratrol did not affect proges-
terone production, whereas GGPP and FPP alone induced
amodest increase in progesterone level by 26 % (P < 0.01)
and 20% (P < 0.05), respectively. The addition of GGPP
and FPP to resveratrol-treated cultures did not alter pro-
gesterone production. Androstenedione and androsterone
levels in the spent media from the same experiments are
shown in Fig. 4, B and C. Resveratrol decreased andro-
stenedione and androsterone production, respectively, by
83% (P < 0.001) and 60% (P < 0.001), whereas GGPP
and FPP alone had no significant effect on androgen levels.
Furthermore, the addition of both GGPP and FPP to res-
veratrol-treated cultures did not abrogate resveratrol-in-
duced inhibition of androgen production.

Effects of inhibitors of sirtuins

To determine whether the resveratrol-induced inhibi-
tory effect on theca cell steroidogenesis is mediated
through substrate-specific activation of silent mating type
information regulation-2 homolog (SIRT)1, additional
experiments were performed to determine the effects of
specific inhibitors of sirtuins, nicotinamide, and sirtinol
on the key genes regulating ovarian steroidogenesis. The-
ca-interstitial cells were cultured for 48 h in the absence
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FIG. 3. Effect of resveratrol (10 um), GGPP (30 wm), and FPP (30 wm) on mRNA expression of Star (A), Cyp17al (B), Hsd3b1 (C), and Cyp17at (D).
Theca-interstitial cells were cultured in chemically defined media supplemented with LH (5 ng/ml) for 48 h in the absence (control) or in the
presence of resveratrol and/or GGPP or FPP. The mRNA expression was determined as described in Fig. 1. Results are presented as a percentage of
control. Each bar represents the mean = sem from three independent experiments (each with n = 4). Means with no superscripts in common are

significantly different (P < 0.05).

(control) or presence of resveratrol (10 um), nicotinamide
(1 mm), and/or sirtinol (10 uMm). Both nicotinamide and
sirtinol inhibited Cyp17al mRNA expression, respec-
tively, by 38% (P < 0.01) and 63% (P < 0.001), and
neither of these agents reversed resveratrol-induced inhi-
bition of Cyp17al mRNA expression. In a similar fashion,
nicotinamide and sirtinol decreased androstenedione pro-
duction, respectively, by 29% (P < 0.05) and 42% (P <
0.001), whereas the addition of these compounds to res-
veratrol-treated cultures did not reverse inhibitory effects
induced by resveratrol alone (data not shown).

Effects of Akt/PKB signaling pathway on
steroidogenesis

Because resveratrol-induced inhibition of rat theca cell
steroidogenesis is independent of mechanisms involving
both isoprenylation and activation of sirtuins, further ex-
periments were carried out to analyze the signaling cas-

cade involved in this inhibition. Because the Akt/PKB
pathway has been previously shown to mediate LH-in-
duced stimulation of both androgen production and
Cyp17al mRNA expression in bovine theca cells (31),
further experiments were performed to evaluate whether
Akt activity is involved in rat theca cell steroidogenesis.
Theca-interstitial cells were cultured for 48 h in the ab-
sence (control) or presence of Akt inhibitor (1 um). As
showninFig. SA, Aktinhibitor induced a 2.2-fold increase
in progesterone production (P < 0.001) and inhibited
both androstenedione and androsterone levels by 64%
(P < 0.001) and 20% (P < 0.05), respectively.

Furthermore, PCR analysis was carried out to evaluate
the effect of inhibition of Akt activity on Cyp17al mRNA
levels. Akt inhibitor dramatically decreased Cypl17al
mRNA expression by 98% (P < 0.01) compared with
control (Fig. 5B).
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FIG. 4. Effect of resveratrol (10 um), GGPP (30 um), and FPP (30 um)
on steroid production by theca-interstitial cells: progesterone (A),
androstenedione (B), and androsterone (C). The cells were cultured in
chemically defined media supplemented with LH (5 ng/ml) for 48 h in
the absence (control) or in the presence of resveratrol and/or GGPP or
FPP. Androgen levels were determined as described in Fig. 2. The
mean =+ seM concentrations of steroids in control cultures were:
progesterone, 590 * 64 pg/well; androstenedione, 55 * 10 pg/well;
and androsterone, 493 *+ 40 pg/well. Results are presented as a
percentage of control. Each bar represents mean =+ sem from three
independent experiments (each with n = 4). Means with no
superscripts in common are significantly different (P < 0.05).
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FIG. 5. A, Effect of Akt inhibitor (1 um) on steroid production by
theca-interstitial cells. The cells were cultured in chemically defined
media supplemented with LH (5 ng/ml) for 48 h in the absence
(control) or in the presence of Akt inhibitor (124018 Akt Inhibitor VIII,
Isozyme-Selective, Akti-1/2). Progesterone, androstenedione, and
androsterone levels were determined as described in Fig. 2. The
mean = seM concentrations of steroids in control cultures were:
progesterone, 517 = 29 pg/well; androstenedione, 24 =+ 2 pg/well;
and androsterone, 51 = 39 pg/well. Results are presented as a
percentage of control. Each bar represents mean =+ sem from three
independent experiments (each with n = 4); *, Means significantly
different from control (P < 0.01). B, Effect of Akt inhibitor (1 um) on
Cyp17aTl mRNA expression by theca-interstitial cells. The cells were
cultured in chemically defined media supplemented with LH (5 ng/ml)
for 48 h in the absence (control) or in the presence of Akt inhibitor.
The mRNA expression was determined as described in Fig. 1. Results
are presented as a percentage of control. Each bar represents mean *+
sem from three independent experiments (each with n = 4); *, Means
significantly different from control (P < 0.01). Akt inh, Akt inhibitor.

Effects of resveratrol on Akt/PKB phosphorylation
To determine whether the resveratrol-induced inhibi-
tory effect on steroidogenesis is mediated through inhibi-
tion of Akt/PKB signaling pathway, theca-interstitial cells
were cultured for 30 min in the absence (control) or pres-
ence of resveratrol (10 uM). Subsequently, phospho-Akt
and total-Akt contents were examined using Western blot-
ting. In the same set of experiments, insulin (0.1 ug/ml)
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and Akt inhibitor (1 um) were included, respectively, as
positive and negative controls. As shown in Fig. 6, res-
veratrol decreased Akt/PKB phosphorylation by 28%
(P < 0.01) compared with control.

Discussion

In the present study, we have demonstrated thatin cultures
of rat theca-interstitial cells resveratrol: 1) does not alter
progesterone levels; 2) inhibits androgen production in a
concentration-dependent fashion; 3) decreases mRNA ex-
pression of several genes regulating steroidogenesis, espe-
cially Cyp17al; 4) the resveratrol-induced inhibitory ef-
fect on steroidogenesis is independent of mechanisms
involving isoprenylation or activation of sirtuins; 5) the
Akt/PKB signaling pathway is involved in theca-intersti-
tial cell steroidogenesis; and 6) resveratrol decreases Akt/
PKB phosphorylation.

To our knowledge, this is the first study evaluating the
role of resveratrol on theca-interstitial cell steroidogene-
sis. The primary finding of the present study pertains to the
demonstration that resveratrol selectively inhibits andro-
gen production and mRNA expression of the key steroid-
ogenic genes, especially Cyp17al, the crucial gene regu-
lating the androgen biosynthesis pathway. The present
findings are consistent with previous studies demonstrat-
ing the inhibitory actions of this phytoestrogen on steroid-

300
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FIG. 6. Effects of resveratrol (10 um) on Akt/PKB phosphorylation.
Theca-interstitial cells were cultured for 30 min in chemically defined
media supplemented with LH (5 ng/ml) in the absence (control) or in
the presence of resveratrol. The cells were lysed, and Western blot
analysis was performed with antibodies specific for phospho- and
total-Akt/PKB. Results are presented as a percentage of control. Each
bar represents mean = sem from three independent experiments. The
bands of one representative experiment are shown.
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ogenesis on other androgen-producing cells. Supornsilchai ez
al. (18) showed that resveratrol suppresses steroidogenesis
by rat adrenocortical cells by inhibiting cytochrome P450
c21-hydroxylase. In a similar fashion, Svechnikov et al. (19)
demonstrated that resveratrol attenuated human chorionic
gonadotropin-activated steroidogenesis in primary cultures
of rat Leydig cells through suppression of the expression of
Star and cytochrome P450c17. Thus, exposure of steroid-
producing cells to resveratrol may decrease production of
steroid hormones.

In the present study, resveratrol inhibited ovarian ste-
roidogenesis by reducing Cyp17a1 mRNA expression and
hence may induce accumulation of progesterone and de-
crease in androgen biosynthesis. However, in contrast to
the previously observed stimulatory effect of resveratrol
on granulosa cell progesterone production (32-34), no
changes in progesterone levels were observed in intersti-
tial-theca cells in response to resveratrol. We propose that
the lack of effect of resveratrol on progesterone produc-
tion, compared with a large effect on androgens, may be
related to a net effect of resveratrol-induced decrease of
mRNA expression of the genes involved in steroid pro-
duction, such as Star, Cyp11al, and Hsd3b1, as well as a
reduced conversion of progesterone to androgens due to a
profound inhibition of Cyp17a1 mRNA expression.

Isoprenoids are lipids that can be found in all living
organisms, playing widely different roles in physiological
processes of plants and animals (35). In humans, the non-
sterol isoprenoids, FPP and GGPP, are products of me-
valonate pathway. Isoprenoids, by the process of isopre-
nylation, may attach to the carboxyl terminus of proteins,
facilitating the membrane attachment and function of
members of the small G protein superfamily (36). This
posttranslational modification has been shown to be in-
volved in several cellular functions, such as proliferation,
apoptosis, oxidative stress, and steroidogenesis (27, 28,
37). Our previous rat in vitro study demonstrated that
resveratrol inhibits the mevalonate pathway by reducing
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase ex-
pression and activity, the rate-limiting enzyme of the me-
valonate pathway, leading to a decrease of cholesterol,
FPP, and GGPP levels. Furthermore, the inhibitory effect
of resveratrol on theca cell proliferation was partly re-
versed by the addition of mevalonic acid, FPP, and GGPP
(30).In contrast, in the present study, the addition of either
FPP or GGPP to resveratrol-treated cells did not reverse
the resveratrol-induced inhibition of theca cell steroido-
genesis. Thus, these findings suggest that different mech-
anisms mediate resveratrol-induced effects on theca cell
proliferation and steroidogenesis.

Silent Information Regulator 2 family proteins (sir-
tuins) are a highly conserved family of redox-sensitive,
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nicotinamide adenine dinucleotide”-dependent deacety-
lases that regulate gene expression by controlling the acet-
ylation status of lysine residues on histones, nonhistone
substrates, transcription factors, and transcriptional co-
activators (38). In mammals, the first and most extensively
studied sirtuin gene identified was SIRT1 coding for
SIRT1 enzyme, located in the nucleus and cytoplasm (39).
Previous reports have shown that resveratrol is a SIRT1
activator, exerting beneficial effects on glucose and lipid
metabolism and extending lifespan in flies, worms, and
rodents (40, 41). In the present study, we hypothesized
that resveratrol might reduce ovarian steroidogenesis via
activation of sirtuins in theca-interstitial cells. However,
the blockade of sirtuins with SIRT1 inhibitors, such as
sirtinol and nicotinamide, did not reverse resveratrol-in-
duced inhibition of androgen production and Cyp17al
mRNA expression, indicating that the resveratrol-induced
inhibitory effect on theca cell steroidogenesis is not me-
diated through activation of sirtuins. We speculate that
this pathway might be differentially activated by resvera-
trol regarding specific organs, suggesting a tissue-depen-
dent effect of resveratrol on sirtuin activation.

Steroid hormone biosynthesis in theca-interstitial cells
is regulated by trophic hormone activation of the protein
kinase A signaling pathway (42). However, several sig-
naling cascades regulating steroid production via path-
ways other than the protein kinase A pathway have been
reported (12, 43). Akt, also known as PKB, is a serine-
threonine protein kinase that drives cells through several
biological functions, such as cell proliferation, survival,
glucidic metabolism, and gene expression, in response to
growth factors and other extracellular stimuli (44). How-
ever, little information is available regarding the role that
this pathway plays in theca cell steroidogenesis. Fukuda ez
al. (31) demonstrated that activation of the Akt/PKB sig-
naling pathway is involved in androgen production and
Cyp17a1 mRNA expression in bovine theca cells. Fur-
thermore, the addition of LH, a hormone that serves as a
stimulus for theca cell steroidogenesis, increases both an-
drogen production and Cyp17a1 mRNA expression
through Akt phosphorylation (31). In the present study,
the blockade of Akt/PKB signaling pathway with a selec-
tive Akt inhibitor (124018 Akt Inhibitor VIII, Isozyme-
Selective, Akti-1/2), reduced LH-induced androgen pro-
duction and Cypl17al gene expression and increased
progesterone levels, indicating that activation of Akt/PKB
pathway is required for LH-stimulated theca cell steroid-
ogenesis acting at the key step of the conversion of pro-
gestins into androgens. Additionally, we demonstrated
that resveratrol decreased Akt phosphorylation, suggest-
ing that resveratrol-induced inhibition of theca cell ste-
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roidogenesis may be due, at least in part, to an inhibitory
effect on Akt/PKB phosphorylation.

The present findings may be of potential therapeutic
interest with regard to conditions associated with thecal
hyperplasia and increased androgen production, such as
thatseenin PCOS. The total amount of androgens secreted
by the ovary depends on two main factors: the number of
androgen-producing cells and the steroidogenic capacity
of individual cells. Resveratrol may alter ovarian steroid-
ogenesis by reducing both steroidogenic capacity as well as
decreasing the growth and hence the number of theca-
interstitial cells. The present findings indicate that resvera-
trol decreases androgen production in a concentration-
dependent fashion by selectively inhibiting Cyp17al
mRNA expression, the key gene regulating androgen bio-
synthesis, which has been shown to be overexpressed in
PCOS patients. On the other hand, our previous reports
have shown that resveratrol also induces an inhibition of
cell growth, decreasing the number of viable cells and in-
creasing apoptosis of theca-interstitial cells. Thus, we
speculate that resveratrol may be of clinical relevance to
PCOS due to its antisteroidogenic and antiproliferative
effects on theca-interstitial cells.

A clinically important issue is whether the concentra-
tions of resveratrol used in this study correspond to a rea-
sonable dose for human use. In the present study, the in-
hibitory effect of resveratrol on rat theca-interstitial cell
steroidogenesis was detected at concentrations ranging
from 1 to 10 wm; these concentrations are comparable
with those used in other in vitro studies (18, 19). Present
observations that the resveratrol concentration required
to inhibit steroidogenesis is in the micromolar range may
be of clinical relevance, because the bioavailability of res-
veratrol in human and in rodent models is in the micro-
molar range (45, 46). Furthermore, because resveratrol is
highly lipophilic, its concentrations in tissues are signifi-
cantly greater than in serum. Recent study evaluating pa-
tients with colorectal cancer revealed that resveratrol ad-
ministered for 8 d at a dose of 1 g/d resulted in very high
concentrations of resveratrol in tumor tissues (>600 um)
(47). These observations suggest that resveratrol, admin-
istered at pharmacological concentrations, may be effec-
tive to induce an inhibitory effect on theca-interstitial cell
steroidogenesis.

In summary, our results suggest that resveratrol reduces
androgen production and Cyp17a1 mRNA gene expres-
sion, at least in part, via inhibition of Akt/PKB phosphor-
ylation in theca-interstitial cells. These findings may be of
potential clinical relevance to conditions associated with
excessive androgen production, such as PCOS, whereby
resveratrol might represent a novel therapeutic agent.
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Effects of resveratrol on growth
and function of rat ovarian
granulosa cells
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Anna Sokalska, M.D., Ph.D.,>¢ Scott D. Stanley, Ph.D.,® and Antoni J. Duleba, M.D.?
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California, Davis, California; € IVI-Madrid, Madrid, Spain; and d Department of Gynecology, Obstetrics, and Gynecologic
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Objective: To evaluate the effects of resveratrol on growth and function of granulosa cells. Previously, we demonstrated that resver-
atrol exerts profound proapoptotic effects on theca-interstitial cells.

Design: In vitro study.

Setting: Research laboratory.

Animal(s): Immature Sprague-Dawley female rats.

Intervention(s): Granulosa cells were cultured in the absence or presence of resveratrol.

Main Outcome Measure(s): DNA synthesis was determined by thymidine incorporation assay, apoptosis by activity of caspases 3/7,
cell morphology by immunocytochemistry, steroidogenesis by mass spectrometry, antimiillerian hormone (AMH), and vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) expression by polymerase chain reaction and Western blot.

Result(s): Resveratrol induced a biphasic effect on DNA synthesis, whereby a lower concentration stimulated thymidine incorporation
and higher concentrations inhibited it. Additionally, resveratrol slightly increased the cell number and modestly decreased the activity
of caspases 3/7 with no effect on cell morphology or progesterone production. However, resveratrol decreased aromatization and VEGF
expression, whereas AMH expression remained unaltered.

Conclusion(s): Resveratrol, by exerting cytostatic but not cytotoxic effects, together with antiangiogenic actions mediated by de-
creased VEGF in granulosa cells, may alter the ratio of theca-to-granulosa cells and decrease vascular permeability, and therefore
may be of potential therapeutic use in conditions associated with highly vascularized theca-
interstitial hyperplasia and abnormal angiogenesis, such as those seen in women with
polycystic ovary syndrome. (Fertil Steril® 2012;Ill:Ill-H. ©2012 by American Society for
Reproductive Medicine.)

Key Words: Apoptosis, granulosa cells, proliferation, resveratrol, steroidogenesis, AMH, VEGF
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(2-5). In several cancer cell lines and
primary  cell  culture systems,

medicinal plants and the skin of grapes
and thus in red wine (1). Resveratrol

esveratrol  (3,5,4’-trihydroxys-
R tilbene) is a natural polyphenol
synthesized by several plants as
a phytoalexin when under attack by
pathogens such as bacteria or fungi.

This bioflavonoid is naturally found in
mulberries, peanuts, several species of

possesses a broad spectrum of pharma-
cologic and therapeutic properties, such
as anticarcinogenic, antioxidant, and
antiinflammatory, as well as cardiopro-
tective and neuroprotective effects
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resveratrol has been shown to exert
antiproliferative and proapoptotic
properties (6, 7). However, little is
known regarding the role of
resveratrol in such vital biologic
functions as reproduction and ovarian
function.

Recently, we have demonstrated
that resveratrol inhibits ovarian theca-
interstitial cell growth by decreasing
DNA synthesis and inducing proapo-
ptotic effects as evidenced by an in-
crease in activity of executioner
caspases 3 and 7, DNA fragmentation,
and the presence of morphologic
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changes consistent with apoptosis (7). Furthermore, we have
shown that a resveratrol-induced suppressive effect on theca
cell proliferation was partly abrogated by the addition of me-
valonic acid, farnesyl pyrophosphate, and geranylgeranyl py-
rophosphate, indicating a role of the mevalonate pathway in
resveratrol-induced inhibition of theca-interstitial cell
growth (8). These effects may be relevant to potential use of
this compound in the treatment of clinically important condi-
tions associated with ovarian theca-interstitial hyperplasia,
such as polycystic ovary syndrome (PCOS).

PCOS is the most common endocrine disorder in women
of reproductive age, affecting 6.6%-8% of women in this
age group (9). It is characterized by enlarged ovaries, highly
vascularized stroma, leading to increased androgen produc-
tion and disrupted folliculogenesis contributing to infertility
(10). Granulosa cells are involved in key physiologic processes
such as follicle growth, steroidogenesis, and angiogenesis
(11). It has been shown that granulosa cells from subjects
with PCOS are characterized by reduced apoptotic activity
and increased cell proliferation (12). Additionally, granulosa
cells from women with PCOS respond to FSH stimulation by
producing more E, than normal granulosa cells, indicating
that the inherent capacity of these cells to respond to FSH is
retained (13). In polycystic ovaries, an increase in antimtller-
ian hormone (AMH) output by granulosa cells from preantral
and small antral follicles has been reported, and this observa-
tion may be due to aberrant activity of the granulosa cells in
PCOS patients (14-16). Finally, increased serum levels and
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in
polycystic ovaries has been associated with increased
ovarian stromal blood flow and may contribute to the loss
of intraovarian autoregulatory mechanisms (10).

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
biologic effects of resveratrol on granulosa cells, compared
with our previous work on theca cells. To this end, we studied
actions of resveratrol on granulosa cell proliferation, apopto-
sis, steroidogenesis, and expression of AMH and VEGF.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture and Reagents

The collection and purification of ovarian granulosa cells
were performed as described previously (17). The cells were
counted, and viability, as assessed by the trypan blue exclu-
sion test, was routinely in the 40%-45% range, similar to
the findings of others (18, 19). The granulosa cells were
cultured on fibronectin-coated plates for up to 48 hours at
37°C in an atmosphere of 5% CO, in humidified air in
serum-free McCoy 5A culture medium supplemented with
1% antibiotic/antimycotic mix, 0.1% bovine serum albumin
and 2 mmol/L L-glutamine. The cells were incubated without
(control) or with resveratrol (10-50 umol/L) and supple-
mented with FSH (30 ng/mL). In the experiments evaluating
steroidogenesis, testosterone (0.5 umol/L) was added to serve
as a substrate for aromatase. The doses of resveratrol were
selected based on our previous studies evaluating rat theca-
interstitial cell proliferation (7, 8). All chemicals were
purchased from Sigma Chemical Co. except for ovine FSH,
which was obtained from the National Hormone €& Pituitary

Program at the Harbor-UCLA Medical Center. All treatments
and procedures were carried out in accordance with accepted
standards of human animal care as outlined in the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and a protocol approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee at the University of California, Davis.

Cell Proliferation Assays

Cells were incubated for 24 and 48 hours in 96-well
fibronectin-coated plates at a density of 35,000 cells/well.
DNA synthesis was determined through a thymidine incorpo-
ration assay. Radio labeled [*H]thymidine (1 wCi/well) was
added to the cells 24 hours before the culture was stopped.
Subsequently, the cells were harvested with a multiwell cell
harvester (PHD Harvester; Cambridge Technology) and radio-
activity measured in a liquid scintillation counter (Wallac
1409; Perkin-Elmer).

Cell Viability Assays

The total number of viable cells was estimated with the use of
the Cell Titer-Blue cell viability assay (Promega) 2 hours be-
fore the end of the culture period. Cells were incubated for
24 and 48 hours in 96-well fibronectin-coated plates at a den-
sity of 35,000 cells/well. Fluorescence was determined with
the use of a microplate reader (Fluostar Omega; BMG Lab
Technologies,). To validate the assay, a standard curve with
a known number of cells was generated and a linear correla-
tion verified (©* = 0.99; P<.001).

Caspase-3/7 Activity Assay

The measurement of apoptosis in granulosa cells was per-
formed with the use of the Apo-ONE Homogeneous
Caspase-3/7 assay kit (Promega) following the manufac-
turer’s instructions. Cells were incubated in 96-well
fibronectin-coated plates at a density of 20,000 cells/well at
different time points (3, 6, 12, 24, and 48 hours). Caspase-3/
7 activity was measured with the use of a microplate reader
(Fluostar Omega) at excitation wavelength 485 nm and emis-
sion wavelength 520 nm. Caspase-3/7 activity was expressed
per number of total viable cells.

DAPI Nuclear and F-Actin Staining

Approximately 16,000 granulosa cells/well were seeded in
duplicate in 8-well culture slides (BD Biosciences) at different
time points (24-48 hours) and then subjected to DAPI and
F-actin staining as previously described (7). Slides were
examined under an Olympus BX61 fluorescent microscope
at x40 maghnification.

Total RNA Isolation and Quantitative Real-Time
PCR

Cells were seeded in 24-well fibronectin-coated plates at
a density of 400,000 cells/well and incubated for 24-48 hours.
RNA was isolated with the use of the Magmax-96 Total RNA
Isolation kit (Applied Biosystems) and the Kingfisher robot
(Thermo Scientific). Reverse transcription of total RNA to

2
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cDNA was performed using the High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit for rt-PCR (Applied Biosystems). Polymerase
chain reaction (PCR) reactions were set up in 28-uL volumes,
consisting of 5 uL ¢cDNA, 4.5 uL forward and 4.5 uL reverse
900 nmol/L primers, and 14 uL 2x Sybr Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems).

Quantitative real-time PCR reactions were performed in
triplicate using the ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Data were analyzed with the use of SDS 1.4 soft-
ware (Applied Biosystems). The relative amount of target
mRNA was expressed as a ratio normalized to hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (HPRT). The primer sequences
were as follows: rat CYP19 forward (5'-ACC ATC ATG GTC
CCG GAA A-3') and reverse (5-AGG CCC ATG ATC AGC
AGA AG-3'); rat AMH forward (5'-GCT GCT GCT AGC GAC
TAT G-3') and reverse (5-AGA TGT AGG CTA GCA ACT
G-3'); rat VEGF forward (5-ACA GAA GGG GAG CAG
AAA GCC CAT-3') and reverse (5-CGC TCT GAC CAA GGC
TCA CAG T-3'); rat HPRT forward (5'-TTG TTG GAT ATG
CCC TTG ACT-3') and reverse (5-CCG CTG TCT TTT AGG
CTT TG-3'). Because Sybr Green detects double-stranded
DNA, including primer dimers, contaminating DNA, and
PCR product from misannealed primer, a dissociation curve
was run. By viewing a dissociation curve, we ensured that
the desired amplicon was detected.

Mass Spectrometry

Quantitation of steroids was performed with the use of a novel
turbulent-flow chromatographic high-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry method that
allowed the simultaneous detection of P and E,. The method
has been described in detail previously (20). Briefly, quantifi-
caation was done using selective reaction monitoring mode to
monitor protonated precursor — product ion transition of m/z
315.2—97.1 for P and 255.2—158.6 for E,. The limits of
detection and quantification for P were 50 and 125 pg/mL
and for E, 100 and 250 pg/mL.

Intra-assay accuracy and precision were determined at
concentrations of 400 and 800 pg/mL. Accuracy of the P
and E, analyses were within 5.3 4+ 0.9% and 7.5 £+ 1.19%,
respectively, and precision was within 103 + 2.5% and 101
=+ 1.0% of the nominal value.

Western Blot Analysis

Cells were cultured for 48 hours, and at the end of treatments
cell lysates were prepared as previously described (8). Protein
concentrations in the supernatant were determined with the
use of a Bio-Rad protein assay. For immunoblot analysis, 50
ug protein was resolved in 12% sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gels and transferred to a nitrocellulose membrane
by electroblotting. Blots were blocked with the use of blocking
buffer (LI-COR Biosciences), incubated with primary antibodies
to AMH (1:250; Santa Cruz Biotechnology), VEGF (1:200;
Santa Cruz Biotechnology), and §-actin (1:40,000; Sigma Al-
drich), washed, and incubated with the secondary antibodies
donkey antigoat (1:5,000; LI-COR Biosciences) and donkey
antimouse (1:40,000; LI-COR Biosciences). Target proteins
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were detected with the Odyssey Infrared Imaging System (LI-
COR Biosciences) and band intensities normalized to $-actin.

Activity of 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzyme
A Reductase

The assay evaluating activity of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase (HMGCR) was performed as described
previously (8). Briefly, the microsomal fraction of granulosa
cells was isolated and the conversion of [3-'*CJHMG-CoA
to ['*C]mevalonic acid and lactone was determined.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using JMP 9.0 software
(SAS). Data are presented as mean = SEM. Means were com-
pared by analysis of variance followed by post hoc testing
with the use of Tukey HSD test or Dunnet test. When appro-
priate, data were logarithmically transformed. A value of
P<.05 was considered to be statistically significant.

RESULTS
Effects of Resveratrol on DNA Synthesis

To determine whether resveratrol affects DNA synthesis, rat
granulosa cells were cultured for 24 and 48 hours in the ab-
sence or presence of increasing doses of resveratrol (10-50
umol/L). As shown in Figure 1A, exposure to resveratrol rang-
ing from 30 to 50 umol/L induced a significant inhibitory
effect on DNA synthesis at 24 hours, by up to 55%
(P<.001) at the highest concentration. However, at 48 hours,
resveratrol displayed a biphasic action, whereby a lower
concentration of resveratrol (10 umol/L) stimulated thymi-
dine incorporation by 54% (P<.01), whereas higher concen-
trations (30 and 50 umol/L) decreased it by 49% (P<.05) and
449, (P<.05), respectively.

Effects of Resveratrol on Cell Viability

To investigate the effect of resveratrol on cell viability, the
MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-
phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) assay was per-
formed after treatment of granulosa cells with or without
various concentrations of resveratrol (10-50 umol/L) for 24
and 48 hours. As presented in Figure 1B, resveratrol had no
significant effect on the number of viable cells at either
time point, except for a modest increase by 19% (P<.04) in-
duced by 10 umol/L resveratrol at 24 hours.

Effects of Resveratrol on Caspase Activation

To determine whether apoptosis has any role in the inhibitory
effect of resveratrol on the growth of granulosa cells,
caspase-3/7 activity was measured in the absence or in the
presence of resveratrol (10-50 umol/L) at various time points
(3, 6, 12, 24, and 48 hours). These experiments included early
time points to account for possible early actions of resveratrol
that may have cumulative long-term effects on end points
such as the number of viable cells. As can be seen in
Figure 1C, resveratrol at the lower concentration (10 umol/L)
modestly protected granulosa cells from caspase-3/7
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FIGURE 1 Continued

(A) Effect of resveratrol (10-50 umol/L) on proliferation. Granulosa cells were cultured in chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/
mL) for 24 and 48 h in the absence (control) or in the presence of resveratrol. Proliferation was evaluated by determination of DNA synthesis (by
thymidine incorporation). Results are presented as percentage of control. Each bar represents mean + SEM from two independent experiments
(each with n = 8). Means with no superscripts in common are significantly different (P<.05). (B) Effect of resveratrol (10-50 umol/L) on cell
viability. Granulosa cells were cultured in chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) for 24 and 48 hours in the absence
(control) or in the presence of resveratrol. Cell viability was evaluated by estimation of the number of viable cells with the use of an MTS assay.
Results are presented as percentage of control. Each bar represents mean + SEM from two independent experiments (each with n = 8). Means
with no superscripts in common are significantly different (P<.05). (C) Effect of resveratrol (10-50 umol/L) on activity of executioner caspases 3
and 7. Granulosa cells were cultured in chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) for 3, 6, 12, 24, and 48 hours in the
absence (control) or in the presence of resveratrol. Caspase-3/7 activity was determined with the use of Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7
Assay. Caspase activity was calculated per number of viable cells (determined by MTS assay). Results are presented as percentage of control.

Each bar represents mean 4+ SEM from three independent experiments (each with n = 8). *Significant difference from control (P<.05).

Ortega. Effect of resveratrol on granulosa cells. Fertil Steril 2012.

activation at the time points of 3 and 12 hours by 14%
(P<.05) and 11% (P<.01), respectively. The caspase inhibi-
tion was no longer evident after 24 or 48 hours of exposure
to resveratrol.

Effects of Resveratrol on Cell Morphology

The effects of resveratrol on the nuclear morphology and cy-
toskeleton of granulosa cells are presented in Figure 2. In the
apoptotic process, the cell undergoes disassembly, which is
characterized by cell shrinkage, chromatin condensation,
membrane blebbing, and lack of preservation of organelle
ultrastructural integrity (21, 22). As shown in Figure 2, after
24 and 48 hours’ exposure to increasing doses of resveratrol
(10-50 umol/L), the shape of the granulosa cells appeared
unaltered, with large oval-shaped nuclei and well organized
F-actin fibers.

Effects of Resveratrol on Steroidogenesis

To determine the effect of resveratrol on steroid production,
granulosa cells were cultured for 24 and 48 hours in the
absence and the presence of resveratrol (10-30 umol/L). To
account for resveratrol-related effects on the cell number,
the production of steroids was expressed as percentage of con-
trol per unit of protein content in individual cultures. As
shown in Figure 3A, resveratrol had no significant effect on
P levels at any of the tested concentrations and time points.
However, resveratrol induced a dose-dependent decrease in
E, levels at both time points: Resveratrol (10 and 30 umol/L)
induced a significant inhibitory effect on E, production by
38% (P<.001) and 62% (P<.001), respectively, at 24 hours
and by 33% (P<.05) and 63% (P<.001), respectively, at 48
hours (Fig. 3B).

To evaluate the effect of resveratrol on aromatase mRNA
expression in the same set of experiments, quantitative real-
time PCR reactions were performed. Aromatase cytochrome
P450 (encoded by the CYP19 gene) is the key enzyme required
for the biosynthesis of estrogens from C19-steroid precursors
and is expressed in granulosa cells (23). As shown in
Figure 3C, resveratrol induced a concentration-dependent
decrease in CYP19 mRNA expression. After 48 hours’ incuba-
tion, resveratrol at both tested concentrations significantly
decreased CYP19 transcripts by 20% (P<.05) and 45%
(P<.001), respectively.

Effects of Resveratrol on AMH mRNA and Protein
Expression

Because AMH plays a significant role in controlling the
gonadotropin-independent stages of ovarian follicle develop-
ment, further experiments were carried out in order to deter-
mine whether resveratrol (10-30 wmol/L) exerts any effect on
AMH mRNA expression by granulosa cells at 24 and 48 hours.
As shown in Figure 4A, resveratrol had no significant effect
on AMH mRNA levels at any of the tested concentrations.

To examine whether the absence of changes in AMH
mRNA expression induced by resveratrol was reflected at
the protein level, the cells were treated without (control) or
with resveratrol (10-30 umol/L) for 48 hours. As presented
in Figure 4B, no changes in AMH protein expression were
observed after resveratrol treatment.

Effects of Resveratrol on VEGF mRNA and Protein
Expression

Because vascular VEGF is a key proangiogenic factor in-
volved in the regulation of follicle growth and development
of ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS), quantitative
real-time PCR reactions were performed to evaluate whether
resveratrol (10-30 umol/L) has any effect on VEGF mRNA
expression after 24 and 48 hours’ incubation. As shown in
Figure 4C, 30 umol/L resveratrol significantly decreased
VEGF mRNA expression at 24 and 48 hours by 42%
(P<.001) and 18% (P< .05), respectively.

To evaluate whether the resveratrol-induced decrease in
VEGF mRNA levels correlated with a reduction in protein expres-
sion, the cells were cultured with or without resveratrol (10-30
wumol/L) for 48 hours. As shown in Figure 4D, Western blot
analysis showed that 30 umol/L resveratrol decreased VEGF
protein expression by 49% (P< .03) compared with control.

Effects of Resveratrol on HMGCR Activity

In a previous study on theca cells, we observed that resveratrol
inhibited HMGCR activity (8). Because HMGCR may affect
growth and function of cells, we studied HMGCR activity in
granulosa cells in the absence (control) or in the presence of
resveratrol at 30 and 50 umol/L or simvastatin (1 umol/L;
positive control). Simvastatin significantly reduced HMGCR
activity by 41% (P<.001); however, resveratrol had no effect

VOL. H NO. B/ W 2012

5



ORIGINAL ARTICLE: REPRODUCTIVE BIOLOGY

FIGURE 2

A 24h
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Effect of resveratrol (10-50 umol/L) on cell morphology. Granulosa cells were cultured for (A) 24 hours and (B) 48 hours in the absence (control) or in
the presence of resveratrol, then fixed, stained, and visualized under a fluorescent microscope (x40 magnification) as described in Methods.
Nuclear staining with 4’,6-diamidino-2-phenylindole and F-actin was used to observe morphologic changes. (a) Control; (b) 10 umol/L
resveratrol; (c) 30 umol/L resveratrol; (d) 50 umol/L resveratrol.

Ortega. Effect of resveratrol on granulosa cells. Fertil Steril 2012.

(HMGCR activity 110 =+ 3% and 100 + 1% of control, respec- from its pro-apoptotic actions on theca-interstitial cells (7).

tively, for resveratrol at 30 and 50 wmol/L). Specifically, in granulosa cells resveratrol: 1) induces
a biphasic effect on DNA synthesis, whereby a lower concen-
DISCUSSION tration stimulates thymidine incorporation and higher con-

In the present study we have demonstrated that in cultures of ~ centrations decrease it; 2) slightly increases the number of
granulosa cells, resveratrol exerts effects greatly differing viable cells; 3) modestly decreases early caspase activation
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spectrometry. Results are presented as percentage of control. Each
bar represents mean + SEM from three independent experiments
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are significantly different (P<.05). (C) Effect of resveratrol on
CYP19 mRNA expression. Granulosa cells were cultured for 24
and 48 hours in chemically defined media supplemented with FSH

Ortega. Effect of resveratrol on granulosa cells. Fertil Steril 2012.
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FIGURE 3 Continued

(30 ng/mL) and testosterone (0.5 umol/L) in the absence (control) or in
the presence of resveratrol. Total cellular RNA was isolated, and
mRNA expression was determined using quantitative real-time PCR
reactions and normalized to HPRT mRNA levels. Results are
presented as percentage of control. Each bar represents mean +
SEM from three independent experiments (each with n = 4).
Means with no superscripts in common are significantly different
(P<.05).

Ortega. Effect of resveratrol on granulosa cells. Fertil Steril 2012.

and does not affect cell morphology; 4) does not alter P levels
but decreases estrogen production and aromatase mRNA
expression in a concentration-dependent fashion; 5) has no
effect on AMH expression; 6) decreases VEGF mRNA and pro-
tein expression; and 7) does not affect HMGCR activity.
Over the past decade, resveratrol has emerged as a prom-
inent chemopreventive agent that interferes with signaling
pathways regulating cell proliferation and survival (24). In-
deed, this bioflavonoid has been shown to inhibit cell growth
of different primary (7, 25, 26) and human cancer cell lines
(27-29). The underlying mechanisms of resveratrol-induced
inhibition of cell proliferation may be due to its ability to
inhibit both ribonucleotide reductase and DNA polymerase
activities (30, 31), two key enzymes involved in DNA
synthesis, leading to cell growth inhibition at the S-G2
phase transition of the cell cycle (32, 33). However, the
effects of resveratrol on cell growth are not universally
inhibitory and vary depending on the concentration,
duration of the treatment, and cell type. In the present
study, resveratrol exerted an inhibitory effect on granulosa
cell DNA synthesis at 24 hours, but when treatment
exposure was extended to 48 hours we observed a biphasic
effect of resveratrol on DNA synthesis: Resveratrol
increased thymidine incorporation at 10 umol/L, but
reduced it at higher concentrations. A similar biphasic effect
of resveratrol on cell proliferation has been previously
reported in LNCaP cells (34), whereby low concentrations of
resveratrol  (5-10  umol/L) stimulated and high
concentrations (15-30 umol/L) inhibited DNA synthesis. It
has been suggested that this late increase in thymidine
incorporation may be due to the cells entering the S phase
of the cell cycle, involving signaling pathways that act over
several hours (34). This resveratrol-induced biphasic effect
on rat granulosa cell growth contrasts with our previous ob-
servations in rat theca-interstitial cells, whereby resveratrol
showed a potent dose-dependent inhibitory effect on cell
growth after 48 hours (7). Moreover, in the same study, re-
sveratrol decreased the number of viable theca cells, in con-
trast with the modest increase in granulosa cell viability
observed in the present work. Taken together, these findings
suggest that resveratrol has distinctly different effects on pro-
liferation of cells in the theca and granulosa compartments.
Apoptosis or programmed cell death occurs in several
physiologic and pathologic situations (35). Typical apoptosis
consists of four events at the execution stage: caspase activa-
tion, internucleosomal DNA cleavage, chromatin condensa-
tion, and apoptotic formation (36). In the present study, we
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(A) Effect of resveratrol (10-30 umol/L) on antimullerian hormone (AMH) mRNA expression. Granulosa cells were cultured for 24 and 48 hours in
chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) and testosterone (0.5 umol/L) in the absence (control) or in the presence of
resveratrol. Total cellular RNA was isolated, and mRNA expression was determined with the use of quantitative real-time PCR reactions and
normalized to HPRT mRNA levels. Results are presented as percentage of control. Each bar represents mean + SEM from three independent
experiments (each with n = 4). Means with no superscripts in common are significantly different (P<.05). (B) Effect of resveratrol (10-30 umol/
L) on AMH protein expression. Granulosa cells were cultured for 48 hours in chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) and
testosterone (0.5 umol/L) in the absence (control) or in the presence of resveratrol. AMH protein level was determined with the use of Western
blot analysis and normalized to 8-actin. One of three representative blots is shown. Results are presented as percentage of control. Each bar
represents mean + SEM from three independent experiments (each with n = 1). Means with no superscripts in common are significantly
different (P<.05). (C) Effect of resveratrol (10-30 umol/L) on VEGF mRNA expression. Granulosa cells were cultured for 24 and 48 hours in
chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) and testosterone (0.5 umol/L) in the absence (control) or in the presence of
resveratrol. Total cellular RNA was isolated, and mRNA expression was determined with the use of quantitative real-time PCR reactions and
normalized to HPRT mRNA levels. Results are presented as percentage of control. Each bar represents mean + SEM from three independent
experiments (each with n = 4). Means with no superscripts in common are significantly different (P<.05). (D) Effect of resveratrol (10-30 umol/
L) on VEGF protein expression. Granulosa cells were cultured for 48 hours in chemically defined media supplemented with FSH (30 ng/mL) and
testosterone (0.5 uM) in the absence (control) or in the presence of resveratrol. VEGF protein level was determined with the use of Western
blot analysis and normalized to 8-actin. One of three representative blots is shown. Results are presented as percentage of control. Each bar
represents mean + SEM from three independent experiments (each with n = 1). Means with no superscripts in common are significantly
different (P<.05).

Ortega. Effect of resveratrol on granulosa cells. Fertil Steril 2012.

observed a modest decrease in caspase-3/7 activity and an ab- but may even protect rat granulosa cells from apoptosis. Ear-
sence of morphologic changes consistent with apoptosis, sug- lier studies have reported contradictory results regarding the
gesting that resveratrol not only does not induce apoptosis role of resveratrol in apoptosis: Resveratrol has been shown
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to prevent apoptosis in several cell types, including rat em-
bryonic cells and human erythroleukemia K562 cells (37,
38), whereas a proapoptotic effect of resveratrol has been
demonstrated in both primary and cancer cell lines (7, 39,
40). Interestingly, divergent effects of resveratrol on
apoptosis may occur in different cell types within the same
organ. In the ovary, our previous in vitro study
demonstrated that resveratrol increases the activity of
executioner caspases 3 and 7, increases DNA fragmentation,
and induces progressive concentration- and time-dependent
morphologic changes in rat theca-interstitial cells (7). In con-
trast, the present study shows that resveratrol has a minimal
effect on granulosa cell apoptosis. Because resveratrol exerts
different effects on apoptosis in two cellular compartments of
the follicle, it is likely that it may alter the balance between
the relative number of theca and granulosa cells.

Proper regulation of apoptosis and proliferation is essen-
tial to sustain tissue homeostasis. In light of the present find-
ings, one may speculate that the overall antiproliferative
effect of resveratrol on granulosa cells is not related to its pro-
apoptotic properties, suggesting that resveratrol affects gran-
ulosa cell growth by exerting mainly cytostatic, but not
cytotoxic, effects. This observation may be of relevance to
ovarian folliculogenesis, whereby the bidirectional cross-
talk between the oocyte and its surrounding granulosa cells
(both cumulus and mural) is crucial for normal follicle
development (41-43).

According to the two-cell-two-gonadotropin theory, FSH
is responsible for estrogen production in granulosa cells by
aromatization of androgens synthesized in theca cells (44).
In the present study, resveratrol had no effect on P levels
and induced a concentration-dependent decrease in E, pro-
duction and aromatase mRNA expression in granulosa cells.
This finding is in agreement with earlier studies, whereby re-
sveratrol induced an inhibitory effect on aromatase gene ex-
pression and activity in placental cells (45), breast cancer cells
(46), and human granulosa-luteal cells (47). Although the
underlying mechanisms of resveratrol-induced inhibition of
aromatase is still poorly understood, it has been suggested
that both binding to estrogen receptors and/or a modulation
of cell signaling pathways may be involved (48). This
resveratrol-induced inhibitory effect on aromatization is in
sharp contrast with an earlier study where stimulation of ste-
roidogenesis by a hydroxylated resveratrol analogue was
shown in a swine granulosa cell model (49). These marked
discrepancies on granulosa cell steroidogenesis between the
parent compound and the hydroxylated resveratrol analogue
may be due to the fact that the hydroxyl group could act at
a proximal point of the steroid biosynthetic pathway, thus
stimulating both P and E, production.

AMH, a member of the transforming growth factor § fam-
ily, was identified as a factor that causes regression of the
miillerian ducts during male fetal development (50). In female
individuals, AMH is produced by granulosa cells of ovarian
follicles and acts as a marker of granulosa cell differentiation.
AMH mRNA expression has been detected in granulosa cells
of primary follicles immediately after their formation in
neonatal rats and mice, as well as in granulosa cells of all sec-
ondary preantral stage follicles and small antral follicles.

Fertility and Sterility®

AMH starts to diminish during further folliculogenesis from
the small antral follicle stage onward (51). In the present
study, resveratrol had no effect on either AMH mRNA or pro-
tein expression in granulosa cells, suggesting that it did not
induce differentiation/maturation of these cells.

VEGF, a potent angiogenic mitogen, is an important me-
diator during the normal ovarian cycle and has been shown to
increase the permeability of blood vessels (52). In addition,
VEGF has been shown to play a prominent role in the patho-
physiology of ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS),
a condition frequently associated with polycystic ovaries,
whereby VEGF mediates increased vascular permeability
and endothelial migration at least partly through modulation
of vascular endothelial cadherin function (53). In the present
study, resveratrol decreased both VEGF mRNA and protein
expression in granulosa cells. Similarly, a resveratrol-
induced decrease in VEGF expression has been demonstrated
in several human cancer cell lines (54-56). Additionally,
Basini et al. (49) demonstrated that the treatment of swine
granulosa cells with two resveratrol analogues hydroxylated
and methylated forms, also decreased VEGF output. These
observations may be relevant to the treatment of several
gynecologic disorders, because abnormalities in ovarian
angiogenesis contribute to OHSS seen in women with PCOS,
and to disorders of ovulation, to subfertility, and to
endometriosis.

The most interesting findings of the present study pertain
to the inhibitory effects of resveratrol on production of estro-
gen and VEGF by isolated granulosa cells. An important next
logical step would be to evaluate actions of resveratrol
in vivo, in particular on steroidogenesis, as well as to study
effects of resveratrol on animal models of OHSS. One may
hypothesize that administration of resveratrol in vivo may re-
duce aromatization and improve OHSS. However, it is also
possible that resveratrol may have adverse effects on follicu-
logenesis; therefore, an enthusiasm for potential therapeutic
value of resveratrol needs to be tempered until in vivo studies
are completed.

Keeping in mind the above cautionary comments, it is
possible that the present findings may have clinical relevance
to conditions associated with highly vascularized ovaries,
with thecal hyperplasia, and altered growth and function of
granulosa cells, such as seen in PCOS. Previously, an increase
of granulosa cell proliferation was shown in early-growing
follicles in both anovulatory and ovulatory PCOS patients
(12, 57). In addition, differences in the rate of cell death and
proliferation in granulosa cell populations have been
reported in PCOS (12). Therefore, we speculate that
resveratrol may alter the ratio of theca to granulosa cells by
inducing antiproliferative and proapoptotic actions on theca
cells and exerting a cytostatic, but not cytotoxic, effect on
granulosa cells. On the other hand, an overexpression of
VEGF has been shown in the dense hyperthecotic stroma of
polycystic ovaries which was associated with increased
ovarian stromal blood flow (52). Therefore, the resveratrol-
induced suppressive effect on VEGF expression may be of
potential relevance in treating disorders related to increased
vascular permeability and simultaneous overexpression of
VEGF, such as seen in OHSS.
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In conclusion, the present study suggests that resveratrol

exerts a cytostatic, but not cytotoxic, effect on rat granulosa
cells. The present study also shows that resveratrol inhibits
granulosa cell aromatization and decreases VEGF expression
in granulosa cells. These actions may be of clinical relevance
to conditions associated with highly vascularized theca-
interstitial hyperplasia and abnormal angiogenesis, such as
those seen in women with PCOS. Furthermore, these effects
on granulosa cells also provide a rationale for new therapeutic
approaches to prevent and/or treat OHSS and other gynecologic
conditions with excessive VEGF expression and/or activity.
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