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Resumen

El objetivo del presente estudio fue investi-
gar los mecanismos moleculares mediante los cua-
les la N, N dimethilbiguanida: Metformina (admi-
nistrada en la dosis: 50 mg/100 g de peso disuelta
0.05 ml de agua via oral mediante canula) previene
desdérdenes ovaricos provocados por la hiperan-
drogenizacion con  dehidroepiandrosterona
(DHEA) inyectada en ratones prepuberes de la
cepa BALB/c. La administracion de DHEA (sc, 6
mg/100 g de peso disuelta en 0.1 ml aceite de maiz)
durante 20 dias consecutivos recrea un modelo
murino del Sindrome del Ovario Poliquistico
(PCOS). Tanto trabajos previos de nuestro grupo
de trabajo como aquéllos provenientes de la litera-
tura indican que este modelo reproduce fehacien-
temente los aspectos principales de la patologia
quistica humana. El tratamiento con DHEA
durante 20 dias consecutivos, aumento el estrés
oxidativo del ovario ya que incrementd la peroxi-
dacion lipidica (LPO) y disminuy6 la actividad de
catalasa (CAT) y los niveles de glutation total
(GSH) del ovario respecto de los controles.
Asimismo, el tratamiento con DHEA disminuyo la
actividad de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS)
y la produccion de prostaglandina E (PGE).
Cuando los animales se inyectaron con DHEA y
conjuntamente se trataron en forma oral con met-
formina durante 20 dias consecutivos, el contenido
de GSH ovarico, la actividad de la NOS y la pro-
ducciéon de PGE presentaron niveles iguales al
grupo control. Sin embargo, la metformina no fue

capaz de normalizar la LPO o la actividad de CAT.
En el estudio de los mecanismos moleculares involu-
crados vimos que la DHEA aumento la expresion de
las proteinas ovaricas: que representan a la NOS
inducible (iNOS), la ciclooxigenasa inducible
(COX2) y de la forma fosforilada de la quinasa alfa
dependiente de AMP (AMPK-a) ) (Thr172). La
Metformina (administrada en forma conjunta con
la DHEA) revirtié los aumentos en la expresion de
las proteinas iNOS y COX2 y se observo una sobre-
expresion de la forma fosforilada de la quinasa alfa
dependiente de AMP (AMPK-a) (Thr172).

Introduccion

El Sindrome del Ovario Poliquistico
(PCOS) es una patologia heterogénea caracteriza-
da por hiperandrogenismo, hirsutismo, oligo o
amenorrea y anovulacion. Justamente, esta hetero-
geneidad conduce a la necesidad de establecer con-
senso para su diagnostico. En la tltima reunién de
Roétterdam (2003) se establecid como diagnodstico
de PCOS aquellas mujeres que presenten dos de los
siguientes parametros alterados: i) oligo- o anovu-
lacion, ii) hiperandrogenismo clinico o bioquimico
o iii) ovarios poliquisticos .

La presencia de PCOS se encuentra fre-
cuentemente asociada con hiperinsulinemia, sin-
drome de insulina resistencia, riesgo cardiovascu-
lar incrementado y diabetes mellitus 2-4.

Dado que ha sido dificil evaluar la etiologia
y desarrollo de PCOS en pacientes, los modelos ani-
males han resultado ser una herramienta muy atrac-
tiva a la hora de estudiar la patologia quistica.
Mahesh y Greenblatt 5 fueron los primeros en aislar
dehidroepiandrosterona (DHEA) de ovarios de
mujeres con PCOS. Mas tarde Roy y colaboradores ©
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desarrollaron un modelo de PCOS inducido por
inyeccion de DHEA. A partir de estos incipientes
ensayos, numerosos grupos de trabajo han inducido
ovarios poliquisticos mediante inyeccion diaria de
dehidroepiandrosterona (DHEA) en roedores 7-10,
Este modelo experimental presenta un interesante
paralelismo con las caracteristicas salientes de la
patologia humana tales como hiperandrogenismo,
alterada maduracion folicular y anovulacion 7-8:11-12,

Las especies reactivas del oxigeno (ROS),
son productos toxicos derivados del oxigeno y son
generados en todas las células aerobicas. Estan
representados por el radical superdxido (O5), el
peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxi-
lo (OH") 13. Se define como estrés oxidativo al
dafio causado por acumulacion de ROS en siste-
mas biolégicos. Una de las consecuencias de la
generacion excesiva de ROS dentro del tejido ova-
rico es la pérdida de la funcionalidad ovarica 14-16,
Mas aun, se ha establecido que el incremento del
estado oxidativo en mujeres con PCOS seria el res-
ponsable del riesgo cardiovascular aumentado des-
crito en dicha patologia 4 17-18, El éxido nitrico
(NO) ha emergido como un mensajero intracelular
que controla funciones fisiologicas y por lo tanto
es esencial para el mantenimiento de la homeosta-
sis 19, Sin embargo, mas tarde se vi6 que el NO
también modulaba la funcionalidad ovarica 15.20-
21, Aligual que las ROS, la producciéon de especies
reactivas del nitrogeno (RNOS) produce dano tisu-
lar, sin embargo las RNOS son agentes oxidantes
mucho mas potentes que las ROS 22, La proteccion
del estrés oxidativo en las células proviene de enzi-
mas -catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD)
0 glutation peroxidasa (GPx)- puede provenir de
metabolitos (como el glutation, GSH) y de vitami-
nas 23. Es importante destacar que el balance oxi-
dante-antioxidante de la célula estd regulado en
forma endocrina 15:24,

Muiltiples terapias han sido utilizadas en el
tratamiento de PCOS (citrato de clomifeno, glitazo-
nas, analogos de GnRH, etc). Las biguanidas, dro-
gas primariamente usadas como anti-hipergluce-
miantes en el tratamiento de diabetes, fueron luego
utilizadas en el tratamiento de PCOS. En este senti-
do se ha visto que la Metformina es capaz de reducir
el sindrome de insulino resistencia y los androgenos
circulantes y asf restaurar la ovulacion 182527, Sin
embargo, se desconocen la totalidad de los mecanis-
mos que utiliza la metformina en estas acciones. El
conocimiento de los mismos permitiria hacer mas
efectivos los tratamientos en los que se utiliza com-
binacion de distintas drogas, los cuales se han descri-
to ser mas efectivos que cada una por separado.
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En estudios previos de nuestro grupo de
trabajo vimos que la hiperandrogenizacién de rato-
nes prepuberes de la cepa BALB/c con DHEA
induce la formacion de quistes ovaricos y la altera-
cion de par-metros endocrinos como 17 beta estra-
diol sérico (E), progesterona sérica (P) y factor de
necrosis tumoral alpha (TNF ) asi como también
la concentracion de prostaglandina E (PGE) ovari-
ca. Por otra parte, la hiperandrogenizacién produjo
la modificacion fenotipica de los linfocitos T que
infiltran al ovario (incrementandose la expresion de
T CD8+ (linfocitos T citotoxicos) y disminuyendo
la expresion de los T CD4+). Asimismo se indujo
un desbalance en el equilibro oxidante-antioxidan-
te ya que se increment6 el indice LPO y disminuyd
la concentracion ovarica de GSH °.

A continuacion del citado trabajo hemos
estudiado algunos de los aspectos de la accion de
la metformina como tratamiento de los desérdenes
endocrinos e inmunes provocados por la inyeccion
con DHEA a ratones BALB/c, utilizando el mismo
modelo murino de PCOS. En ese contexto demos-
tramos que la metformina administrada conjunta-
mente con DHEA por 20 dias a ratones prepube-
res BALB/c previno los desérdenes endocrinos evi-
denciado en el grupo de ratones que so6lo era inyec-
tado con DHEA (concretamente sobre insulina
sérica, E, P y PGE), y sobre las alteraciones inmu-
nes (expresion fenotipica de linfocitos T que infil-
tran al ovario y TNF o) 10,

De acuerdo a nuestros antecedentes previos
como de los bibliograficos, el objetivo del presente
trabajo fue continuar con nuestras investigaciones
sobre la accion de metformina como tratamiento de
la hiperandrogenizacion con DHEA de ratones,
enfocando los estudios en el rol de la biguanida sobre
el estrés oxidativo ovarico. Dado que: 1) el NO es un
potente generador de especies oxidantes, y que se ha
visto que metformina y NO son capaces de interac-
tuar en otros sistemas 28 junto con ii) el papel del NO
en la funcionalidad ovarica expuesto en parrafos
anteriores, en el presente estudio hemos investigado
la accion de metformina sobre la actividad de la
oxido nitrico sintasa (NOS, enzima generadora de
NO a partir de L-arginina). Por otra parte hemos
evaluado la expresion de la proteina NOS inducible
ovarica, de manera de poder discernir si el posible
efecto de la metformina era sélo sobre la actividad
de la enzima o si también esta afectada la expresion
de la enzima.

En vista que la dislipidemia es una altera-
cion frecuentemente asociada a PCOS 24, junto
con el hecho que la PGE se encuentra modificada
en mujeres con PCOS 29 y nuestros resultados
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previos 9, otro de los objetivos del presente trabajo
fue cuantificar la eficacia de la metformina en la
modulacion de la sintesis de PGE ovéarica. Con el
objeto de cuantificar el mecanismo involucrado
investigamos la expresion de la proteina inducible
ciclooxigenasa COX (COX2), enzima limitante de
la cascada de la sintesis de prostaglandinas.

En otros sistemas ha sido descrito que la
metformina activa la quinasa dependiente de AMP
alpha (AMPK- o). Mediante este mecanismo, la
metformina disminuye la glucosa, aumenta la oxi-
dacion de acidos grasos y promueve la captacion
de glucosa por los tejidos 28:30-31. M4s atin, la met-
formina activa la cascada de AMPK durante pro-
cesos de estrés donde el ATP esta disminuido 32-33,
Recientemente, se ha demostrado que para activar
la AMPK, la metformina utiliza como intermedia-
rios obligatorios a las RNOS 28 y en ese contexto
se ha descrito una relacion directa entre AMPK-
NO-metformina en células endoteliales de aortas
bovinas 34, Estas evidencias nos llevaron a estudiar
si la cascada de AMPK estaba involucrada en la
accion de metformina como tratamiento de PCOS
inducida en ratones por inyeccion con DHEA.

Materiales y métodos

Modelo experimental

Grupo DHEA: Se utilizé el modelo muri-
no de PCOS mediante la inyeccion sc diaria de
DHEA (6 mg/100 g peso (BW), disuelta en 0.10 ml
aceite de maiz) a ratones prepuberes (25 dias de
edad, de la cepa BALB/c) durante 20 dias tal como
fue utilizado en trabajos previos de nuestro labora-
torio 9.

Grupo DHEA+Metformina: ademas de
DHEA, los animales recibieron en forma oral via
canula metformina (50 mg/100 g BW en 0.05 ml de
agua) ambos tratamientos durante 20 dias. La
dosis de metformina administrada fue equivalente
a la utilizada en el tratamiento de mujeres con
PCOS. Cabe aclarar que dado que la induccion de
PCOS en ratones se produce so6lo si la DHEA es
administrada en forma continua, la Gnica manera
de estudiar los efecto de la metformina en un
modelo murino es mediante la utilizacion de un
grupo DHEA +metformina.

Grupo control: estaba formado por ani-
males que recibian los vehiculos via sc y via oral.

Grupo Metformina: los animales recibie-
ron solo metformina via oral.

Se utilizaron 30 animales por grupo, los mis-
mos fueron mantenidos en condiciones de tempera-
tura (22 °C) y de iluminacién (14 h luz-10 h oscuri-
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dad; luz a las 05:00 h) controladas. Los ratones
tuvieron libre acceso a Purina y agua. Todos los
procedimientos llevados a cabo fueron acordes con
aquéllos descritos en la Guia del Cuidado Animal
y Uso del CONICET, 1996. Luego de 20 dias de
tratamiento los animales se anestesiaron con éter y
se sacrificaron por decapitacion. Los ovarios fue-
ron separados y divididos:

Quince fueron utilizados para determinar
LPO, quince para CAT, quince para GSH, diez
para actividad de la NOS y cinco para PGE. Para
las técnicas de estrés oxidativo los ovarios fueron
inmediatamente procesados; para las técnicas res-
tantes se congelaron a — 70 °C hasta su utilizacion.

Para el estudio de los mecanismos intrace-
lulares (expresion proteica de COX2, iNOS y
AMPK alfa, determinados por Western Blotting)
se utilizaron cinco animales por grupo tratados tal
como fue descrito arriba. Los tejidos obtenidos
fueron inmediatamente procesados en buffer para
Western Blotting y guardados a — 20°C hasta su
utilizacion. Todos los experimentos fueron repeti-
dos 3 veces.

Parametros del estrés oxidativo

Peroxidacién Lipidica (LPO): La cuantifi-
cacion de malondialdeido (MDA) formado como
producto de la ruptura de acidos poliinsaturados
se toma como indice de peroxidacion lipidica. La
técnica, previamente utilizada en nuestro laborato-
rio 16, se basa en cuantificar el MDA formado ya
que éste forma un reactivo de color cuando reac-
ciona con una mezcla de tricloroacético-HCI (15%
(Wiv); 0.375% (w/v) y 0.25 M respectivamente). Por
espectrometria se determina a 535 nm la concen-
traciéon de MDA presente en la muestra que se
compara con una curva de calibracion con concen-
traciones conocidas de MDA. Los resultados se
expresan como MDA formado / g tejido ovarico.

Actividad de catalasa (CAT): La enzima
CAT cataliza la conversioén de peréxido de hidro-
geno (H,0,) a agua y oxigeno. La técnica se basa
en que el peréxido de hidrogeno es capaz de absor-
ber a 240 nm 35, entonces se agrega a la muestra
perdxido de hidrogeno y se analizan las absorcio-
nes durante 1 min y en intervalos de cada 10 seg. A
medida que el H,O, se consume por actividad
CAT, se registra disminucion de las absorciones
que se comparan luego con curva patréon de con-
centracion conocida. Los resultados se expresan
como actividad CAT/mg proteina.

Contenido de glutation (GSH): la técnica
I5 se basa en convertir el glutation oxidado
(GSSQG) a glutation reducido (GSH) por agregado
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a las muestras de la enzima glutation reductasa. En
presencia de NADPH, que sera el agente reductor,
el reactivo de Ellman (5,5-dithiobis-2 nitrobenzoic
acid; Sigma and Co, USA) agregado al medio de
incubacién forma con el GSH un producto que es
capaz de absorber a 412 nm. Se registran por
espectrofotometria las absorciones durante 6 min
(tiempo en que la reaccion de formacion del cro-
moforo es lineal) con intervalos de 30 seg. Se grafi-
can las absorbancias en funcion del tiempo. Al
comparar esta pendiente con la pendiente de una
muestra patron se obtiene la concentracion de
GSH de la muestra. Los resultados se expresaron
como mmol GSH/mg proteina.

Actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS)

El método se basa en que la enzima NOS
cataliza la produccion equimolar de NO + L-citru-
lina, a partir de L-arginina 15. Entonces se agrega L-
[14C] arginina a las muestras y se cuantifica la pro-
duccién de L-[14C] citrulina, lo que nos dara idea de
la actividad de la NOS y de la produccion de NO
dado que la reaccidon es equimolar. Luego de la
separacion de L-citrulina utilizando una columna
de cromatografia que posee una resina de intercam-
bio idnico DOWEX AG50W-X8 (Na * form;
Biorad, USA), se determina la reactividad utilizan-
do un contador de centelleo de radioactividad beta.
Los resultados se expresan como pmol /g. min.

Radioinmunoensayo de prostaglandina E

La cuantificacion se realiza mediante la
utilizacion de la técnica de radioinmunoensayo de
PGE 9. Se utiliza un anticuerpo especifico para
PGE (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA)
con una sensibilidad de 10 pg /tubo y una reactivi-
dad cruzada < 0.1 % con las otras PGs. La radio-
actividad se determiné con mediante contador de
centelleo liquido beta. Los resultados se expresan
como pg PGE/mg protein.

Western Blotting

Para la cuantificacion de la expresion de
las proteinas COX2, iNOS y AMPK se utilizé la
técnica de Western Blotting. Las muestras se
homogeinizan en presencia de inhibidores de pro-
teasas y se siembran en geles de poliacrilamida,
juntamente con marcadores de peso molecular que
permitiran identificar las proteinas. Los Western
Blots se cuantificaron por densitometria (Modelo
GS-700, Imaging Densitometer, Bio-Rad). Los
porcentajes de los geles utilizados para la separa-
cion de las proteinas fueron: 10% para COX2 y
iNOS y 15% para AMPK) y se identificaron por
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densitometria las bandas correspondientes a los
pesos moleculares de: COX2 (72 kDa), iNOS (135
kDa) y AMPK (62 kDa).

Concentracion de proteinas
Las proteinas se determinaron por el
método de Bradford 3°.

Analisis estadistico

Se utilizé el Instat program (GraphPAD
software, San Diego, CA, USA). El analisis de la
varianza se realiz6 usando el test de Newman-
Keuls que compara todos los grupos entre si
(ANOVA), se considera como significativo si P <
0.05. Los resultados se expresaron como la media
+ error estandar.

Resultados

Efecto de metformina en estrés oxidativo ovdrico
inducido por hiperandrogenizacion

La hiperandrogenizacion con DHEA
aument6 la LPO (Figura la) y disminuyé tanto
CAT (Figura 1b) como contenido ovarico de GSH
(Figura 1c). La metformina (que fue administrada
conjuntamente con DHEA), no fue capaz de rever-
tir el efecto que DHEA presentaba sobre LPO
(Figura 1a) y CAT (Figura 1b). Sin embargo met-
formina administrada conjuntamente con DHEA,
fue capaz de impedir la disminuciéon de GSH
(Figura 1c) que se veia en el grupo que era inyecta-
do solo con DHEA.

Accion de la metformina en la actividad de la NOS

La hiperandrogenizacion con DHEA dis-
minuyo6 la actividad de NOS ovarica (Figura 2).
Cuando la metformina fue administrada con
DHEA, la actividad de la NOS fue similar al grupo
control (Figura 2).

Efecto de metformina en la produccion de PGE
ovdrica

Mientras que DHEA diminuyo los niveles
de PGE ovarica, la metformina -administrada en
forma conjunta con DHEA- fue capaz de revertir
esta disminucién (Figura 3).

Rol de metformina en la modulacion de la expresion
de iNOS ovarica

El Western Blotting para iNOS demostro
que la DHEA incrementd la expresion de la prote-
ina iNOS (Figura 4). Este efecto se vio parcial-
mente revertido en el grupo DHEA+Metformina
(Figura 4).
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Figura 1. Efecto de la metformina en estrés oxidativo ovarico inducido por hiperandrogenizacion. (a) Indice de peroxidacion lipidica, (b)

Actividad de catalasa y (c) Concentracion de glutation total
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Figura 2. Accion de la metformina en la actividad de la éxido nitrico sintasa ovarica en un modelo de poliquistosis ovarica murino.

Rol de metformina en la regulacion de la expresion
de COX2 ovarica

Como puede verse en la Figura 5, la
DHEA indujo un aumento en la expresion de
COX2. Cuando la metformina se administrdé en
forma conjunta con DHEA, la expresién de la pro-
teina COX2 fue similar a la del grupo control
(Figura 5).

Activacion de AMPK ovarica por metformina

Con el objeto de evaluar si, como en otros
sistemas, la metformina actia en el ovario via la
activacion del camino de la AMPK, estudiamos la
expresion de AMPK- a) (fosforilada en Thr172).
Encontramos que la DHEA incrementé la expre-
sion de la proteina AMPK activada (Figura 6).
Cuando la metformina fue administrada junto con
la DHEA, la activacion (por fosforilacion en
Thr172) de AMPK fue significativamente mayor
que aquella observada en el grupo DHEA (Figura

6: b vsc).
Discusion

La Metformina es una droga reconocida
por su accidén antidiabética dada su capacidad de
incremento de la utilizacion de glucosa por los teji-
dos. Considerando que al respecto, PCOS y diabe-
tes comparten algunos patterns de alteracion -
como relacion glucosa: insulina, metabolismo lipi-
dico alterado, sindrome de insulina resistencia- no
resulta ilogico imaginar que dicha droga comenza-
ra a ser utilizada para el tratamiento de infertilidad
de mujeres con PCOS 25.37-33_ Sin embargo, pocos
estudios se han referido al mecanismo accion de
esta biguanida.

Es por ello que el presente estudio fue diri-
gido a investigar algunos aspectos de los mecanis-
mos de accidon de la metformina. Hemos presenta-
do datos que muestran que la DHEA aument6 el
estrés oxidativo ovarico y disminuyé las defensas
antioxidantes (contenido de GSH ovarico y activi-
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Figura 3. Efecto de la metformina en la produccion de PGE ovarica en un modelo de poliquistosis ovarica murino
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Figura 4. Rol de la metformina en la modulacién de la expresién de la 6xido nitrico sintasa inducible ovarica en un modelo de poli-
quistosis ovarica murino
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Figura 5. Rol de la metformina en la modulacién de la expresién de la ciclooxigenasa inducible ovarica en un modelo de poliquistosis
ovarica murino
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Figura 6. Activacion por metformina de la expresion de la fosforilacién de la quinasa ovarica dependiente de AMPc en un modelo de
poliquistosis ovarica murino
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dad de la CAT). La metformina, administrada en
forma conjunta con DHEA, previno la disminu-
cion de GSH pero no pudo normalizar ni LPO ni
CAT. Analicemos estos resultados, debemos sefa-
lar que existe controversia en la literatura respecto
de la relacion entre metformina y estrés. Veamos, si
bien se ha demostrado que la metformina fue efec-
tiva en el aumento de especies antioxidantes 39,
actividad antioxidante de glébulos rojos de ratas
con dieta de alta fructosa 3941, en la regulacion
antioxidante hepatica de ratas 42 y en la disminu-
cién de la actividad de la xantina oxidasa en
pacientes diabéticos tipo 2 4345, Pero por otro
lado, la metformina no fue capaz de disminuir la
incrementada LPO presente en pacientes no obesas
con PCOS 18 y tampoco fue capaz de capturar
especies reactivas del oxigeno como O, y H,0,
generadas en leucocitos estimulados 46, Esta con-
troversia en la accion de metformina puede enten-
derse si se analizan resultados que sefialan que el
tipo de ROS que genere un tejido depende del
inductor de ROS 46, Estos resultados nos permiten
inferir que si el inductor de ROS produce mayor-
mente O, y H,O, entonces la metformina no va a
ser capaz de modificar la LPO. Si por el contrario,
la especie mayoritariamente producida es OH-,
entonces la metformina podré disminuir LPO.

Estos hallazgos, junto con los resultados
presentados en este trabajo, donde presentamos
que la metformina no pudo modular ni CAT —enzi-
ma que neutraliza H,O, — ni LPO, nos lleva a pos-
tular que como efecto de la hiperandrogenizacion
con DHEA, las dos especies reactivas del oxigeno
mayoritariamente formadas por el ovario serian
O, y H,O,. Se estan realizando estudio in vitro
para corroborar esta hipotesis.

Por otra parte, estamos presentando que la
hiperandrogenizacidén produce una disminucion de
la actividad ovarica de NOS. Considerando que el
NO es una especie presuntamente oxidante, jes éste
un resultado no esperado? Decimos que no lo es 'y
veamos porque. Primero, debemos considerar que
en resultados previos hemos demostrado una incre-
mentada LPO con una disminuida actividad ovari-
ca de NOS y un aumento del estrés oxidativo duran-
te el proceso de lutedlisis 3. Segundo, debemos
recordar que las RNOS —como el radical peroxini-
trito; ONOO- que se forma por combinacién de
NO y Oy es un agente pro-oxidante mucho més
agresivo que el NO mismo 1547 Por otra parte, esta
presencia incrementada de O,-, que luego produci-
ria ONOO-, podria indirectamente relacionarse y
confirmar nuestra hipotesis presentada arriba sobre
la LPO, donde proponiamos que la metformina no
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era capaz de disminuir LPO porque la biguanida no
puede capturar O," y H,O, y, por lo tanto, estos
serian las ROS mayoritariamente producida por los
ovarios luego de la inyeccion de DHEA.

Cabe aclarar que la disminucion de la acti-
vidad ovarica de NOS producida por DHEA se
deberia a la regulacion negativa de NOS por un
efecto directo de NO sobre la enzima, tal como ha
sido previamente demostrado 1543, Hemos encon-
trado que la metformina administrada junto con
DHEA normalizé6 la actividad de la NOS.
Debemos aqui sefialar que el mecanismo de inte-
raccion entre la metformina y el sistema NO/NOS
fue descrito en la restauracion de la reactividad
microvascular en ratas diabéticas 49, en células aor-
ticas bovinas 28 y en células hepaticas 0. Sin
embargo, los resultados aqui presentados son la
primera evidencia de la regulacion del sistema
NO/NOS ovarica por metformina.

En el estudio del mecanismo celular involu-
crado vimos que la DHEA aumentaba la expresion
ovarica de la proteina iNOS sugiriendo, tal como
fue recientemente descrito en arterias mesentéricas
1. que el incremento de la expresion de iNOS seria
un mecanismo compensatorio como consecuencia
de la disminucioén de la actividad de la NOS.

A diferencia de las ROS, existe acuerdo en
literatura respecto de la accidon de metformina en la
regulacion de GSH. Ha sido demostrado que la
metformina regula los niveles de GSH durante la
maduracion de oocitos in vitro 52, en higados de
ratas diabéticas 33, en islotes pancreaticos de
pacientes diabéticos tipo 2 54-35 en eritrocitos de
pacientes diabéticos tipo 2 44, y durante hepatoxi-
cidad inducida por tetracloruro de carbono en
ratones 0. Aqui otra vez debemos destacar que
nuestros resultados representan la primera eviden-
cia de la accion de metformina regulando el conte-
nido de GSH ovarico.

Otro aspecto del mecanismo molecular
abarcado en este estudio fue el de la produccion de
prostanoides. Ya sea por la accion de las PGs en la
funcionalidad ovarica, por el efecto inmunomodu-
lador de la PGE, debido a la alteracion del meta-
bolismo lipidico presente en PCOS, y por la intima
regulacion que ha sido descrita entre la NOS y
COX, decidimos estudiar si la metformina regula-
ba la alteracion de DHEA en la produccion de
PGE ovarica. Vimos que la DHEA disminuia la
produccion de PGE ovarica y aumentaba la expre-
sion de la proteina COX2 evaluada por Western
Blotting y que, otra vez, esta relacion entre actividad
de la enzima-expresion de la proteina fue similar a
aquello observado en el caso de NOS. O sea, vemos
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aqui otra vez que, si bien la produccion de PGE
estaba disminuida por la hiperandrogenizacion, la
expresion de la enzima que la produce (COX2) se
encontraba aumentada. Esto se debe a que, como
hemos sefnalado anteriormente, los sistemas NO y
PGE comparten numerosos caminos de regulacion
57-59. De hecho, ha sido ampliamente demostrado
que el NO se combina con el grupo hemo de la COX
57, En el presente trabajo demostramos, por primera
vez, que la metformina revierte el efecto de la hipe-
randrogenizacion en la produccion de PGE por el
ovario y la expresion de la enzima COX2.

Debemos detenernos aqui para aclarar que
la estructura de la metformina le confiere a la droga
la actividad de una molécula “aminoguanidine-
like”, y le permite entonces poder interactuar con el
grupo hemo de ambas enzimas NOS y COX ©0.

Se ha visto que la metformina ejerce nume-
rosas acciones por activacion de la via de la
AMPK. Particularmente, se ha demostrado que la
metformina suprime el exceso de andrégenos en
PCOS via AMPK ¢! La fosforilaciéon en Thr-172
es un paso necesario dentro del dominio catalitico
de la subunidad o) para que se produzca la activa-
cion de la AMPK 62-63. Los resultados presenta-
dos aqui muestran que la hiperandrogenizacién
con DHEA -recordemos que genera una condi-
cion de estrés oxidativo en el ovario- aumento la
fosforilacién en Thr!72 AMPK y que con el trata-
miento con metformina se vio sobre-expresion de
la proteina activada AMPK «). Estos resultados
podrian sugerir que tal como fue descrito en otros
sistemas 31.50.61 ]a metformina actuaria en el ova-
rio hiperandrogenizado por activacion crénica
mediante fosforilaciéon en Thr!72 AMPK- a).

En sintesis, con el presente trabajo hemos
demostrado por primera vez que la metformina es
capaz de regular el contenido de GSH total, la acti-
vidad de la NOS y la produccion de PGE, y que no
fue efectiva para modular la LPO y CAT de ova-
rios hiperandrogenizados. Segun los resultados
expuestos, estas acciones involucrarian la expre-
sion proteica de iNOS y COX2 y la fosforilacion de
AMPK o) .
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