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1. SINDROME DELL’OVAIO POLICISTICO

La sindrome dell’ovaio policistico (PCOS) ¢ un comune disordine endocrinologico e
riproduttivo che si riscontra nel 6-10% della popolazione femminile (Norman RJ et al,
2007). In generale, ¢ considerata una malattia metabolica multifattoriale caratterizzata da
varie manifestazioni cliniche quali iperandrogenismo, ovaie policistiche e disfunzioni
ovulatorie, che la rendono la causa piu comune di infertilitd da anovulazione nelle donne,
ma anche da problemi metabolici come obesita, insulino-resistenza, iperinsulinemia e
diabete di tipo II, che la associano a complicanze cardiovascolari, neurologiche e
psicologiche, come ansia e depressione (Barthelmess EK et al, 2015; Carmina E et al,

2010) (Figura 1).
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Figura 1. Sintomatologia della PCOS

1.1 Cause e fattori di rischio

Nell'ultimo decennio si ¢ discusso molto sull'origine e sulla causa patologica della PCOS:
non sono ancora note le cause, ma sembrano essere implicati nell’eziologia sia fattori
ambientali che genetici (Franks S et al, 2004; Vink JM et al, 2006). In particolare, le
anomalie genetiche sembrerebbero giocare un ruolo chiave nelle complicazioni
metaboliche (Barthelmess EK et al, 2015): ¢ stato infatti osservato un alto tasso di
iperandrogenismo e di diabete di tipo II nei parenti di I grado di donne con PCOS
(Ehrmann DA et al, 2005; Legro RS et al, 1998); mentre nel 2011 Zhao et al, hanno
determinato che il polimorfismo a singolo nucleotide (SNP) rs13429458 ¢
significativamente associato al rischio familiare di PCOS. Recentemente, alcuni studi

hanno indicato che un difetto nell’azione dell’insulina potrebbe essere la causa primaria
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di PCOS (Dunaif A et al, 1996; Svendsen PF et al, 2008). Altri numerosi lavori hanno
invece osservato come sia importante il ruolo dello status socio-economico e dello stile
di vita malsano, che include il fumo, la cattiva alimentazione, lo scarso esercizio fisico e
I’obesita (Thurston RC et al, 2005; Martorell R et al, 2000).

Altri studi, inoltre, hanno suggerito che anche I’origine etnica possa essere associata alla
PCOS: ad esempio, in uno studio condotto su donne degli USA vi era una prevalenza
dell’8% tra gli afroamericani, del 4.8% tra i caucasici e del 13% tra i messicani-americani,
probabilmente dovuta al maggior numero di insulino-resistenza e diabete di tipo II in

questa popolazione (Azziz R et al, 2004; Park YW et al, 2003).

1.2. Diagnosi

I criteri diagnostici inclusi nell’NIH Consensus del 1990 definiscono la PCOS come la
presenza di iperandrogenismo clinico e/o biochimico e oligomenorrea/anovoluzione
(Zawadski JF et al, 1992) (Tabella 1). Successivamente, in base ai criteri proposti nel
2003 dal Rotterdam ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embriology) e dall’ASRM (American Society of Reproductive Medicine), la diagnosi
della sindrome dell’ovaio policistico puo essere effettuata se sono presenti almeno 2 dei

seguenti criteri (Tabella 1):

e Oligomenorrea e/o anovulazione: 1’oligomenorrea indica un’alterazione del ritmo
del ciclo mestruale, con una durata maggiore di 36-40 giorni ¢ meno di 9 cicli
I’anno; I’anovulazione pud comparire anche prima che si instauri I’oligomenorrea
ed in circa il 30% dei casi ¢ accompagnata da amenorrea secondaria, ovvero
mancanza di ciclo per piu di 3 mesi; tuttavia, le donne con PCOS di solito non
sono completamente sterili, infatti I’ovulazione si puo verificare fino al 32% dei
cicli mestruali (Laven JS et al, 2002).

e Segni clinici e/o biochimici di iperandrogenismo: si osservano in circa il 60%
delle pazienti e le principali manifestazioni cliniche sono I’irsutismo e 1’acne,
mentre non si riscontrano segni di virilizzazione gravi quali alopecia temporale,
modificazione in senso maschile del timbro della voce e ipertrofia del clitoride
(Balen AH et al, 1995; DeUgarte CM et al, 20006).

e Ecostruttura policistica dell’ovaio: ¢ definito policistico I’ovaio che mostra 12 o
piu follicoli con diametro medio di 2-9mm e/o volume ovarico maggiore di 10ml,

una volta esaminato con sonda transvaginale (Balen AH et al, 2003); tuttavia il



solo riscontro ecografico della presenza di microcisti ovariche non ¢

patognomonico della PCOS in quanto queste possono essere presenti anche in

altre endocrinopatie (Figura 2).
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Figura 2. Differenze tra ovaio normale ed ovaio policistico

A sua volta, 'Androgen Excess - PCOS Society (AEPCOS) ha considerato che 1'eccesso

di androgeni ¢ un evento centrale nella patogenesi e nello sviluppo della PCOS ed ha

stabilito che questo criterio deve essere presente € accompagnato da uno degli altri, quali

oligomenorrea e/o ovaio policistico (Azziz R et al, 2006) (Tabella 1).

Tabella 1. Criteri diagnostici della PCOS

AEPCOS definition
2006
(androgen excess and
one other criterion)

Rotterdam
NIH Consensus 1990 Consensus 2003
(@ll required) (two out of three
required)

Clinical and/or Clinical and/or
biochemical biochemical
hyperandrogenism hyperandrogenism
Oligo/amenorrhea, Oligo/amenorrhea,
anovulation anovulation

Polycystic ovaries

appearance on

ultrasound

Clinical and/or
biochemical
hyperandrogenism

Oligo/amenorrhea,
anovulation

Polycystic ovaries
appearance on
ultrasound

Exclusion of other androgen excess disorders: NC-CAH, Cushing’s syndrome, androgen
secreting tumors, hyperprolactinemia, thyroid diseases, drug-induced androgen excess. Other

causes for anovulation should also been excluded.

Per effettuare la diagnosi, inoltre, bisogna escludere altri disturbi con manifestazioni

simili: esistono dei semplici test che permettono di scartare I’iperprolattinemia, che causa

anovulazione, I’iperplasia surrenalica congenita, che causa un’eccessiva produzione di



androgeni, la sindrome di Cushing, che causa tutti e tre i criteri diagnostici ed insulino-
resistenza, e la presenza di tumori secernenti androgeni.

Nel caso in cui i criteri non siano completamente soddisfatti, si puo parlare di un quadro

PCOS-like (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop, 2003).

1.3. Fenotipo

I criteri proposti dal Rotterdam ESHRE hanno permesso di generare 4 fenotipi, utilizzati
per diagnosticare la PCOS negli adulti, che seguono uno spettro di specificita decrescente
accompagnato dalla diminuzione della gravita clinica (Tabella 2) (Johnson T et al, 2013):
fenotipo 1 “Completo”, quando sono presenti tutti e tre i sintomi; fenotipo 2 “Classico”,
con oligo-anovulazione e iperandrogenismo; fenotipo 3 “Ovulatorio”, caratterizzato da
iperandrogenismo e aspetto micropolicistico dell’ovaio; fenotipo 4 “Normoandrogenico”,
in presenza di oligo-anovulazione ed ovaio policistico. Nel complesso queste diverse
manifestazioni sono definite fenotipi clinici della PCOS, i quali sono eterogenei anche in

termini metabolici (Figura 3).

Fenotipo 2 (classico) Fenotipo 1 (completo)

Oligoanovulazione Iperandrogenismo

Fenotipo 4

s Fenotipo 3
(normoandrogenico)

(ovulatorio)

' Morfologia micropolicistica
dell’ovaio

Figura 3. Fenotipi clinici della PCOS



Tabella 2. Caratteristiche dei singoli fenotipi clinici della PCOS

Adult Diagnostic Criteria for Polycystic Ovary Syndrome”

1 Phenotype 1 (“Classic PC'OS")'—.
a. Clinical and/or biochemical evidence of hyperandrogenism
b.  Ewvidence of oligo-anovulation
c.  Ultrasonographic evidence of a polycystic ovary

~ Phenotype 2 (Essential National Institutes of Health C'riteria)’—'
a. Clinical and/or biochemical evidence of hyperandrogenism
b.  Ewvidence of oligo-anovulation

3 Phenotype 3 (“"Ovulatory PCOS™) 7
a.  Clinical and/or biochemical evidence of hyperandrogenism
b.  Ultrasonographic evidence of a polycystic ovary

4 Phenotype 4 (Non-hyperandrogenic PCOS)
a. Evidence of oligo-anovulation

b.  Ultrasonographic evidence of a polycystic ovary

*
Rotterdam criteria; all involve exclusion of other causes of hyperandrogenism and anovulation.

'Androgen Excess-PCOS Society recognizes only hyperandrogenic phenot}-‘pes.|

Questi fenotipi sono ben evidenti dal periodo post-puberale, in quanto durante la puberta
i segni ed i sintomi della PCOS si sovrappongono con quelli dell’adolescenza: vi sono
infatti alti tassi di irregolarita mestruale e cicli anovulatori in questo periodo ed inoltre vi
¢ difficolta nell’interpretazione clinica e biochimica dell’iperandrogenismo a causa
dell’acne molto frequente. Di conseguenza, la diagnosi di PCOS nelle adolescenti
necessita della presenza di tutti e tre i criteri di Rotterdam e non solo due: oligo/amenorrea
da almeno due anni post-menarca o amenorrea primaria a 16 anni, evidenza di ovaio

policistico e iperandrogenismo biochimico (Fauser BC et al, 2012).

1.4. Condizioni di salute associate

Vi sono numerose implicazioni sulla salute associate alla PCOS, molte delle quali

costituiscono complicazioni che si sviluppano durante tutta la vita.

1.4.1. Complicazioni metaboliche, obesita e rischio cardiovascolare

Nel 60-80% delle donne con sindrome dell’ovaio policistico e nel 95% delle donne obese
con PCOS si riscontra insulino-resistenza (IR) (DeUgarte CM et al., 2005): nel 2001,
Dunaif et al hanno infatti osservato che vi ¢ un difetto nella trasduzione del segnale post-

recettoriale dell’insulina, indipendente dall’obesita e dal diabete di tipo 2; inoltre, I'IR



contribuisce all’iperandrogenismo, all’anovulazione ed ai rischi cardiovascolari (Barbieri
RL et al, 1983).

Oltre a ci9, le pazienti con PCOS presentano compromessa tolleranza al glucosio, diabete
gestazionale e diabete di tipo 2 (Moran LJ et al, 2010) e I’obesita, che aggrava molto i
sintomi, ¢ presente in almeno il 30% delle donne affette da PCOS. Complessivamente,
tutti questi problemi metabolici aumentano il rischio di complicanze cardiovascolari nelle
pazienti: diversi studi, infatti, indicano che I’aumento della gravita dei fenotipi di PCOS
¢ associato ad un elevato rischio di malattie cardiovascolari, sia nelle pazienti obese che

in quelle non obese (Zhao X et al, 2010; Dokras A et al, 2011).

1.4.2. Funzioni neurologiche e psicologiche

Oltre alle manifestazioni endocrinologiche e riproduttive, la PCOS porta anche a
conseguenze sulla salute mentale. Vi sono infatti numerosi studi che mostrano la
correlazione tra PCOS e ridotta qualita della vita (Coffey S et al, 2006; Barnard L et al,
2007), con I’aumento di ansia, depressione e scarsa autostima (Deeks AA et al, 2011).
Ci0 non sorprende, dal momento che i principali fenotipi di questa sindrome (obesita,

infertilita e irsutismo) sono problemi importanti in grado di causare stress psicologico.

1.4.3. Cancro

Alcuni studi suggeriscono un aumento del tasso di carcinoma endometriale e della
mammella tra le donne con PCOS (Balen A, 2001; Hardiman P et al, 2003):
I’anovulazione, infatti, pud causare 1’aumento della proliferazione tissutale
dell’endometrio, con conseguente carcinoma. Altri fattori che aumentano il rischio di
tumore di 2-3 volte sono 1’obesita, I’insulino-resistenza ed il diabete di tipo 2 associati

alla PCOS (Chittenden BG et al, 2009).

1.4.4. Infertilita

La sindrome dell’ovaio policistico ¢ la causa piu comune di irregolaritd mestruale che
conduce a infertilita: il 30% delle donne sono infatti infertili a causa dell’anovulazione e
si stima che il 90% dei casi di anovoluzione sia causato dalla PCOS (Balen AB e

Rutherford AJ, 2007).



Il processo di oogenesi nelle pazienti affette da PCOS ¢ differente rispetto a quello di una
donna fertile: lo strato di cellule tecali produce androgeni per le cellule della granulosa,
che verranno convertiti in estradiolo in risposta alla stimolazione indotta dall’ormone
luteinizzante (LH) ed ai livelli di insulina (Magoffin DA, 2005; Barbieri RL et al, 1986);
questi due fattori sono particolarmente importanti per le donne con PCOS, in quanto il
60-80% di esse mostrano insulino-resistenza, la quale pud causare iperinsulinemia a
livello ovarico, portando ad un aumento della risposta delle cellule della granulosa all’LH,

con conseguente produzione di un surplus di androgeni nel sito (Willis D et al, 1995).

1.5. Stress ossidativo nella PCOS

Molti studi hanno dimostrato che i marcatori ossidativi circolanti sono significativamente
piu elevati nelle pazienti affette da PCOS rispetto che nelle donne sane, per cui questi
possono essere considerati come potenziali induttori di tale patologia (Murri M et al,
2013).

Lo stress ossidativo ¢ definito come lo squilibrio tra la produzione di radicali liberi e la
capacita dell’organismo di difendersi dai loro effetti dannosi attraverso le specie
antiossidanti, ed ¢ in grado di provocare danni alla membrana plasmatica, al DNA ed agli
altri organelli cellulari, inducendo apoptosi.

Le ROS sono una classe di molecole generate negli organismi aerobi attraverso il normale
metabolismo dell’ossigeno e quelle principalmente dotate di attivita biologica
comprendono I’anione superossido (O2°), il radicale idrossilico (OH.), il perossido di
idrogeno (H207), I’idroperossido organico (ROOH), il radicale alcossilico (RO.), il
radicale perossilico (ROO.), I’acido ipocloroso (HOCI) ed il perossinitrito (ONOO"). Tali
ROS agiscono anche come secondi messaggeri nelle cellule di mammifero andando cosi
a regolare specifiche pathways di trasduzione del segnale implicate nell’espressione di
geni e nella modificazione post- traduzionale di proteine a loro volta coinvolti nelle
funzioni cellulari, nella crescita, nel differenziamento e nei processi di morte (Halliwell
B e Gutteridge JM, 1989). Ci sono quindi numerose fonti di ROS quali i mitocondri
durante la fosforilazione ossidativa (Seaver LC e Imlay JA, 2004) e le reazioni di
detossificazione operate a livello epatico dal sistema del citrocromo P-450 (Geiszt et al,
1997), dalle ossidasi presenti nei perossisomi (Dvorakova M et al, 2000), dalle NADPH
ossidasi (Cheng G et al, 2001) e dalle xantina ossidasi (Dorsam G et al, 2000); fonti
esogene sono invece rappresentate dall’esposizione ad inquinanti ambientali quali il fumo

di sigaretta, I’alcol etilico, le radiazioni ionizzanti e le infezioni batteriche, fungine e virali



(Bouayed J ¢ Bohn T, 2010). Tuttavia, nelle cellule, vi sono anche molecole che
prevengono 1’azione delle ROS donando ad esse un elettrone senza diventare reattive e
prendono il nome di antiossidanti; infatti, la produzione cellulare di ROS ¢ sotto il
controllo di complessi enzimatici altamente antiossidanti e di sistemi non enzimatici: i
principali enzimi antiossidanti comprendono la superossido dismutasi (SOD), la catalasi
(CAT), la glutatione perossidasi (GPx), la glutatione-S-reduttasi (GSR), la glucosio-6-
fosfato deidrogenasi (G6PD) e I’isocitrato deidrogenasi (ICDH) (Al-Gubory et al, 2010),
mentre 1 principali sistemi antiossidanti non enzimatici sono le vitamine A, C ed E, le
quali vengono assunte con la dieta e sono in grado di neutralizzare direttamente le ROS

(Johnson LJ et al, 2003).

Le ROS svolgono quindi differenti azioni a livello cellulare:

e Attivazione di fattori di trascrizione redox-sensibili quali p53 ed NF-kB, che a
loro volta regolano 1’espressione delle citochine pro-infiammatorie, il
differenziamento cellulare e I’apoptosi: la PCOS ¢ infatti associata ad un basso
grado di infiammazione ed all’aumento delle citochine infiammatorie, il che
contribuisce alla patogenesi della sindrome (Amato G et al, 2003; Kelly CC et al,
2001);

e Attivazione delle protein-chinasi, attraverso le quali le cellule rispondono a
numerosi segnali extracellulari ed allo stress, portando ad un danno cellulare piu
esteso, con conseguente morte cellulare per necrosi od apoptosi (Wang X et al,
1998); tra queste, vi ¢ I’attivazione di quelle che operano la fosforilazione dei
residui di serina e treonina dei recettori per I’insulina (IRS), il che ne impedisce
la normale fosforilazione dei residui di tirosina, provocandone la degradazione
(Diamanti-Kandarakis E e Dunaif A, 2012);

e Apertura dei canali ionici, in quanto I’incremento della quantita di ROS provoca
il rilascio di ioni Ca2+ dal reticolo endoplasmatico e la perdita dell’omeostasi
intracellulare del Ca2+; inoltre, I’eccessiva concentrazione citosolica del Ca2+ va
a determinare I’instabilita della membrana mitocondriale e, conseguentemente,
I’arresto della sintesi di adenosina trifosfato (ATP), portando alla morte delle
cellule per necrosi (Akbarali HI, 2014). Nelle donne con PCOS tale

disregolazione determina 1’arresto dello sviluppo follicolare, con conseguente



disfunzione riproduttiva e mestruale (Agarwal A et al, 2012; Rashidi B et al,
2009);

e Ossidazione delle proteine, in particolar modo a livello delle catene laterali, che
porta alla formazione di prodotti carbonilici (Cabiscol E e Ros J, 2006), con
conseguente perdita di funzione, e quindi disfunzione, delle proteine (Dalle-
Donne et al, 2006): tali prodotti di avanzata ossidazione delle proteine (AOPPs)
sono molto piu abbondanti nel plasma delle pazienti con PCOS che nelle donne
sane (Mohammadi M, 2019);

e Perossidazione lipidica, prevalentemente a livello delle catene laterali degli acidi
grassi polinsaturi della membrana plasmatica e della membrana degli organelli:
tali acidi grassi reagiscono con 1’ossigeno molecolare (O2) portando alla
generazione del radicale perossilico (ROO.), il quale ¢ in grado di estrarre un
ulteriore H+ da un altro acido grasso, dando luogo ad una reazione continua
(Abuja PM e Albertini R, 2001). I marcatori che riflettono il grado di
perossidazione lipidica, come ad esempio la malondialdeide (MDA), aumentano
notevolmente nelle pazienti con PCOS, come anche la concentrazione di lipidi
perossidati (Gonzalez F et al, 20006);

e Ossidazione del DNA, in particolar modo a livello delle basi di guanina in quanto
queste presentano un piu elevato potenziale di ossidazione rispetto alle basi di
citosina, timina ed adenina. Il DNA mitocondriale ¢ comunque quello
maggiormente vulnerabile all’azione delle ROS in quanto sia viene attaccato

dall’0O2 prodotto dalla catena di trasporto degli elettroni, sia ¢ privo della

protezione data dagli istoni, sia non presenta alcun meccanismo di riparazione
(Cooke MS et al, 2003). Le donne con PCOS mostrano un incremento della rottura
del double-strand DNA, il che permette anche la correlazione di tale patologia con

I’insorgenza di carcinoma ovarico (Mohammadi M, 2019).

I principali biomarcatori dello stress ossidativo nella PCOS comprendono:

e Malondialdeide (MDA), la quale deriva dalla perossidazione lipidica degli acidi
grassi polinsaturi (Davey MW et al, 2005), i cui livelli circolanti aumentano del
47% in donne con PCOS rispetto ai controlli (Murri M et al, 2013),
indipendentemente dall’obesita (Kusku NK e Var A, 2009);



Ossido nitrico (NO), il quale ¢ sintetizzato endogenamente ad opera degli enzimi
ossido nitrico sintasi (NOS) a partire da L-arginina, ossigeno e nicotinammide
adenina dinucleotide fosfato (NADPH), od anche attraverso la riduzione dei
nitrati derivanti dal consumo di vegetali, ed ¢ un’importante molecola di
segnalazione cellulare coinvolta in numerosi processi fisiologici e patologici, in
quanto la sua eccessiva produzione va ad indurre una risposta immunitaria
mediata da fagocitosi ed operata da monociti, macrofagi e linfociti (Bredt DS,
1999). Ratti Wistar trattati con L-arginina, precursore dell’NO, mostravano ovaie
policistiche rispetto ai controlli, per cui I’NO presenta un ruolo molto importante
nella fisiopatologia della PCOS (Hassani F et al, 2012); inoltre, i livelli di NO e
di fibrinogeno sono due marcatori del danno vascolare associati con 1’insulino-
resistenza nelle donne con PCOS, in quanto ¢ stata dimostrata una significativa
correlazione negativa tra NO e livelli di insulina a digiuno (Nacul AP et al, 2007);
Advanced Glycation End products (AGEs), anche chiamati “glicotossine”, sono i
prodotti finali di una reazioni chimica, chiamata reazione di Maillard, nella quale
il gruppo carbonilico dei carboidrati reagisce non enzimaticamente con i lipidi o
con il gruppo amminico delle proteine (Bucala R e Cerami A, 1992): essi
inducono quindi stress ossidativo, portando ad uno stato infiammatorio ed alla
propagazione del danno tissutale; pertanto, la produzione degli AGE ed il
risultante stress ossidativo accelerano la reazione di Maillard, determinando
I’inizio di un ciclo autocatalitico di reazioni dannose nei tessuti (Thorpe SR e
Baynes JW, 1996). Nella PCOS sono presenti elevati livelli di AGE, i quali
alterano la biosintesi degli steroidi modificando la funzione degli enzimi coinvolti
ed inducendo uno stato infiammatorio ed insulino-resistenza (Garg D e Merhi Z,
2016): I’anormale processo di steroidogenesi che si ha nella PCOS porta
all’aumento della sintesi degli androgeni con conseguente follicologenesi
anomala (Diamanti- Kandarakis E, 2008). Nelle donne con PCOS sono anche stati
osservati sia elevati livelli sierici di AGE e recettori per gli AGE (RAGE), sia una
correlazione positiva tra livelli sierici di AGE e testosterone (Diamanti-
Kandsrakis E et al, 2005): ¢ quindi possibile confermare la correlazione tra AGE
ed iperandrogenismo nella PCOS;

Xantina ossidasi (XO), la quale ¢ un enzima coinvolto nella produzione del
radicale anione superossido (O2) in quanto catalizza 1’ossidazione

dell’ipoxantina a xantina e 1’ossidazione della xantina ad acido urico, ed
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interviene anche nel catabolismo delle purine (Baskol G et al, 2012). Nelle
pazienti con PCOS ¢ possibile osservare livelli di xantina ossidasi
significativamente piu elevati, in contrasto con i livelli di SOD, la cui attivita ¢
invece notevolmente ridotta, inducendo uno stato infiammatorio e favorendo il
danno cardiovascolare (Isik H et al, 2016);

Capacita Antiossidante Totale (TAC), definita come la capacita del plasma di
eliminare la produzione di radicali liberi, il cui livello ¢ notevolmente piu basso
nelle donne con PCOS (Fenkci V et al, 2003), sebbene altri studi mostrino come
essa possa aumentare in risposta all’incremento dello stress ossidativo (Verit FF
e Erel O, 2008);

Superossido Dismutasi (SOD), la quale ¢ un importante enzima antiossidante in
quanto coinvolta nell’eliminazione dell’anione superossido (O2°), portando alla
formazione di perossido di idrogeno (H203) il quale, a sua volta, viene convertito
in acqua dall’enzima glutatione perossidasi (GPx) (Droge W, 2002), ¢ la sua
azione dipende dalla presenza di cofattori metallici quali rame (Cu), zinco (Zn),
ferro (Fe), manganese (Mn) e nichel (Ni) (Barondeau DP et al, 2004). Numerosi
studi hanno mostrato che i livelli sierici di SOD sono molto piu elevati nelle donne
con PCOS rispetto che nelle donne sane (Sabuncu T et al, 2001; Murri M et al,
2013), per cui l’attivita della SOD puo nessere utilizzata come parametro clinico
per la quantificazione dello stress ossidativo nelle donne con PCOS;

Glutatione Perossidasi (GPx), la quale protegge 1’organismo dal danno ossidativo
riducendo il lipide idroperossido al suo alcol corrispondente e il perossido di
idrogeno (H207) ad acqua; tuttavia, nessuno studio ha dimostrato differenze nei
suoi livelli in pazienti con PCOS e donne sane (Sabuncu T et al, 2001; Baskol G
et al, 2012; Murri M et al, 2013), per cui sono necessari ulteriori studi per
esaminare il meccanismo attraverso il quale la GPx funge da difesa antiossidante
nella PCOS;

Glutatione Ridotto (GSH), il quale ¢ un importante antiossidante sintetizzato nel
citoplasma in due fasi, ciascuna delle quali richiede ATP: nella prima, la y-
glutamilcisteina sintasi genera y-glutamilcisteina a partire da glutammato e
cisteina; nella seconda, la GSH sintasi genera il GSH, il quale va poi a distribuirsi
nel reticolo endoplasmatico, nel nucleo e nei mitocondri, a partire dalla y-
glutamilcisteina e dalla glicina (Mari M et al, 2009). La sua attivita antiossidante

¢ dovuta alla capacita redox del gruppo tiolico, il quale si ossida quando il GSH
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riduce la molecola target. I livelli di GSH sono nettamente inferiori nelle donne
con PCOS rispetto alle donne sane (Murri M et al, 2013; Sabuncu T et al 2001;
Dinger Y et al, 2005), per cui I’esaurimento del GSH in tali pazienti va a
determinare 1’incremento della produzione di ROS (Dinger Y et al, 2005);

e Vitamine C ed E, la cui concentrazione ¢ decisamente inferiore sia nel siero
(Kurdoglu Z et al, 2012) che negli eritrociti (Mohan S e Priya V, 2009) delle

donne con PCOS rispetto che nelle donne sane.

1.6. Alterazioni metaboliche nella PCOS

Gli studi metabolomici sulla PCOS suggeriscono un anormale metabolismo di
carboidrati, lipidi e proteine, con conseguente coinvolgimento delle pathway metaboliche
di produzione energetica (Zhao Y et al, 2012; Sun L et al, 2012; Zhao X et al, 2014).

Il micro-ambiente di sviluppo dell’ovocita ¢ rappresentato dal fluido follicolare (FF) e
dalle cellule del cumulo (CCs): alcune caratteristiche del fluido follicolare al cui interno
I’ovocita ¢ localizzato, giocano un ruolo critico nella determinazione della qualita
dell’ovocita stesso e della conseguente capacita di andare incontro a fecondazione e di
indurre lo sviluppo embrionale (Revelli A et al, 2009), per cui I’analisi dei prodotti
intermedi del metabolismo nel fluido follicolare di donne affette da PCOS non solo
fornisce informazioni sui cambiamenti metabolici nella composizione del liquido
follicolare, ma riflette inoltre lo stato metabolico delle cellule del cumulo e dell’ovocita,
cosi da permettere anche la scoperta di nuove strategie per il trattamento della PCOS. Le
cellule del cumulo, ovvero le cellule specializzate che circondano I’ovocita, svolgono un
ruolo vitale nella preparazione dell’ovocita per 1’ovulazione, la fecondazione ed il
successivo sviluppo, mediante una comunicazione bidirezionale che intercorre tra queste
e ’ovocita stesso attraverso le giunzioni gap e coinvolge molecole segnale, amminoacidi,
metaboliti essenziali e micro-RNA (Wigglesworth K et al, 2013; Matzuk MM et al,
2002); in aggiunta, le cellule del cumulo sono un importante marcatore biologico del
potenziale di sviluppo dell’ovocita (Iager AE et al, 2013), per cui la disfunzione dei
mitocondri al loro interno contribuisce alla mancata acquisizione della competenza da
parte dell’ovocita e, dunque, ad un limitato successo di gravidanza (Wang Q et al, 2010).
I mitocondri giocano quindi un ruolo chiave nel mantenimento dell’omeostasi metabolica
e del potenziale redox intracellulare e sono le principali fonti di specie reattive

dell’ossigeno (ROS) (Dumollard et al, 2009), per cui alterazioni della loro funzione o
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biogenesi sono spesso associate ad insulino- resistenza ed intolleranza al glucosio (Cheng
Z et al, 2010) e sono presenti nei leucociti e nelle cellule endoteliali delle pazienti affette
da PCOS, il che le associa all’incremento del rischio di patologie vascolari e diabete
mellito di tipo II (Victor V et al, 2011); inoltre, 1’insulino-resistenza gioca un ruolo
centrale nella patogenesi della PCOS (Arslanian SA et al, 2001) in quanto va a provocare
iper-insulinemia ed accelera 1’over-produzione di androgeni a livello ovarico (Dunaif A
et al, 1992), con I’iper-insulinemia che, a sua volta, contribuisce alla sviluppo di diabete
e dislipidemie (Dunaif A, 1997). Inoltre, le pazienti affette da PCOS, presentano anche
I’incremento dello stress ossidativo e la riduzione della capacita antiossidante (Fencki V
et al, 2003).

Pazienti con fenotipo classico di PCOS mostrano nel fluido follicolare alterazioni dei
metaboliti intermedi della glicolisi, della B-ossidazione degli acidi grassi, del catabolismo
degli amminoacidi ramificati, del ciclo dell’acido tricarbossilico e del catabolismo del
NAD, mentre nelle cellule del cumulo disfunzione mitocondriale, squilibrio del
potenziale redox ed incremento dello stress ossidativo, il che provoca 1’alterazione dei
processi di crescita follicolare e di sviluppo ovocitario, causando in tali donne la riduzione
del tasso di gravidanza.

Queste pazienti, rispetto alle donne sane, presentano nel fluido follicolare livelli piu bassi
di lattato e piu elevati di piruvato, il che ¢ dovuto alla riduzione dell’espressione dei geni
LDH-A ed LDH-B codificanti per due subunita dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH)
nelle cellule del cumulo: essendo il piruvato il prodotto finale della glicolisi, tali donne
esibiscono, in associazione con la disregolazione dell’espressione dell’enzima LDH,
I’incremento dell’attivita glicolitica, il che ¢ confermato dall’assenza di differenza,
rispetto alle donne sane, nella quantita di ATP presente all’interno delle cellule del
cumulo. Inoltre, la disfunzione mitocondriale, lo squilibrio del potenziale redox e
I’incremento dello stress ossidativo nelle cellule del cumulo, vanno ad ostacolare il
metabolismo mitocondriale, inducendo I’intensificazione della glicolisi per compensare
il rifornimento energetico (Zhao H et al, 2015).

Ad oggi, sono anche state identificate numerose interazioni tra questi metaboliti intermedi
e le proteine della cromatina, in grado di provocare modificazioni epigenetiche (Gut P e
Verdin E, 2013). Il lattato ¢ infatti un inibitore degli enzimi istone deacetilasi (HDACs),
per cui svolge un ruolo molto importante nell’espressione genica e nella regolazione
trascrizionale (Latham et al, 2012), e quindi il suo basso livello nel fluido follicolare di

donne con PCOS va a provocare considerevoli modificazioni epigenetiche. Il (-
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idrossibutirrato, come il lattato, inibisce anch’esso gli enzimi HDACSs, in particolar modo
le HDACs 1, 3 e 4, determinando quindi I’incremento dell’acetilazione degli istoni H3K9
ed H3K14 e, conseguentemente, una conformazione della cromatina in grado di
permettere la trascrizione di numerosi geni coinvolti nella risposta al danno ossidativo,
quali Foxo3A ed Mt2 (Zhao et al, 2015): I’attivazione di Foxo3A ¢ il passaggio chiave
per I’attivazione del follicolo primordiale (Yang JL et al, 2010) per cui, essendo il -
idrossibutirrato abbondante nelle donne affette da PCOS, andra a provocare in tali
pazienti la formazione di un eccesso di follicoli precoci. Inoltre, la deacetilazione degli
istoni ¢ coinvolta nella corretta distribuzione dei cromosomi durante la divisione meiotica
(Ma P e Schultz RM, 2013), per cui gli elevati livelli di corpi chetonici nel fluido
follicolare delle pazienti affette da PCOS riducono la capacita di sviluppo dei follicoli
(Zhao H et al, 2015).

Il C3DC ¢ un derivato del malonil-CoA, la cui formazione ¢ catalizzata dall’enzima

acetil-CoA carbossilasi a partire dall’acetil-CoA citosolica e dalla CO,: i bassi livelli di

C3DC che si riscontrano nelle cellule follicolari di donne con PCOS sono quindi indice
di livelli sierici piu elevati di malonil-CoA il quale, a sua volta, ¢ in grado di inibire
allostericamente 1’enzima carnitina palmitoiltrasferasi 1 (CPT1), con conseguente
riduzione dell’ingresso degli acidi grassi all’interno dei mitocondri e quindi della loro
ossidazione per la produzione di energia (Zhao H et al, 2015).

Le pazienti con PCOS presentano anche elevati livelli di succinato nel fluido follicolare,
il quale contribuisce alla diminuzione della biogenesi dei mitocondri: esso, infatti, € un
inibitore competitivo dell’enzima istone demetilasi per cui va a provocare alterazioni
nello stato di metilazione degli istoni e del DNA nell’intero genoma (Xiao et al, 2012) il
che, conseguentemente, contribuisce all’incremento del tasso di metilazione del gene
codificante il promotore trascrizionale PGC1-a e quindi alla riduzione dei livelli del suo
trascritto di mRNA, con successiva diminuzione della biogenesi mitocondriale. Il
succinato, inoltre, in queste pazienti, influenza negativamente anche la capacita di
sviluppo degli ovociti in quanto va ad indurre un segnale infiammatorio (Tannahill et al,
2013).

I ridotti livelli di N-metilinicotinammide (MNA) e dei prodotti finali della pathway del
NAD, quali la N1-metil-2-piridone-5-carbossiammide (2PY) e la N1-metil-4- piridone-
5-carbossiammide (4PY), nel fluido follicolare delle donne affette da PCOS sta ad

indicare un’insufficiente riserva di NAD nelle cellule follicolari, il che va ad alterare il
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normale sviluppo follicolare ed ovocitario: la mancanza di NAD, infatti, provoca la
disfunzione degli enzimi NAD+-dipendenti quali le sirtuine, importanti regolatori
dell’omeostasi energetica della cellula, in particolar modo per quanto riguarda le funzioni
dei mitocondri e la trasduzione dei segnali intracellulari (Zhao et al, 2015). Le sirtuine
possono infatti regolare la funzione mitocondriale attraverso processi di deacetilazione,
demalonilazione e desuccinazione (He W et al, 2012; Sauve AA e Youn DY, 2012), per
cui i cambiamenti nella quantita di acetil- CoA, succinato e C3DC, che ¢ un prodotto
derivato dal malonil-CoA, causati dell’incremento del catabolismo degli amminoacidi
ramificati, della B-ossidazione degli acidi grassi e della lipogenesi, che si hanno
all’interno delle cellule follicolari delle pazienti con PCOS, vanno ad aggravare la
disfunzione delle sirtuine, alterando conseguentemente la funzione dei mitocondri delle
cellule del cumulo, con la ridotta biogenesi mitocondriale in tali cellule che ¢ dovuta non
solo alla metilazione ma anche alla deacetilazione di PGCl-a operata da SIRT1
(Rodrigue-Way et al, 2014). Inoltre, la disfunzione di SIRT3 favorisce lo sviluppo di un
maggiore stress ossidativo nelle donne con PCOS (Kawamura Y et al, 2010), il che ¢
anche dovuto a ridotti livelli di 2PY nel fluido follicolare a causa della diminuzione
dell’azione protettiva operata attraverso 1’inibizione delle PARPs e dalla deplezione del
NAD (Slominska E et al, 2005).

I mitocondri svolgono un ruolo fondamentale e variegato nella riproduzione, infatti sono
coinvolti nel metabolismo redox cellulare, e quindi producono le ROS che fungono da
mediatori dello stress ossidativo, generano intermedi del ciclo dell’acido tricarbossilico e
riducono gli equivalenti utilizzati nelle difese antiossidanti (Dumollard et al, 2009).
L’iperandrogenismo che si osserva nelle donne con PCOS porta ad elevati livelli di
DHEA (deidroepiandrosterone), un precursore degli androgeni che funge anche da
inibitore dell’enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi, ovvero I’enzima limitante della
pathway dei pentoso fosfati (Kohler E et al, 1970; Raineri R et al, 1970) il che provoca,
conseguentemente, 1’alterazione negativa del metabolismo ovocitario (Jimenez PT et al,
2013) a causa dell’inibizione di tale pathway nelle cellule del cumulo, con successivo
incremento sia del tasso NADP*/NADPH, sia del processo di glicolisi; lo squilibrio del
potenziale redox intracellulare causa I’incremento dello stress ossidativo e questi, nel loro
insieme, vanno a provocare disfunzione mitocondriale la quale, a sua volta, aggrava lo
squilibrio del potenziale redox intracellulare incrementando lo stress ossidativo, dando

cosi vita ad un circolo vizioso.
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1.7. Approccio terapeutico

Le scelte terapeutiche variano in funzione dell’entita dei disturbi e dalla volonta o meno
della paziente di avere una gravidanza: nel caso vi sia il desiderio di una gravidanza,
infatti, la terapia ha come obiettivo principale la ricerca del concepimento e quindi si
potranno risolvere alcuni dei disturbi legati alla sindrome. Gli obiettivi principali
dell’azione terapeutica sono la riduzione degli androgeni circolanti e dei segni di
iperandrogenismo (contraccettivi orali, anti-androgeni ¢ GnRH analoghi), la riduzione
della resistenza all’insulina e la prevenzione delle complicanze metaboliche e dei rischi
cardiovascolari (farmaci insulino- sensibilizzanti, come la metformina), il
raggiungimento di un peso corporeo ideale (dieta adeguata ed esercizio fisico), il
controllo della ciclicita mestruale e/o dei sanguinamenti disfunzionali (contraccettivi
orali), la correzione dell’infertilita mediante induzione dell’ovulazione spontanea e/o
miglioramento della risposta alla terapia di induzione dell’ovulazione (clomifene citrato,
gonadotropine esogene, GnRH pulsatile), la protezione dell’endometrio e la prevenzione

del carcinoma dell’endometrio (Tresoldi G, 2009).
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2. LE CARNITINE

La carnitina (B-idrossi-y-trimetil-ammino-butirrato) ¢ un’ammina quaternaria idrofilica
che gioca un ruolo essenziale nel metabolismo energetico in quanto ¢ una molecola
essenziale per il trasporto degli acidi grassi a lunga catena attraverso la membrana
mitocondriale interna.

E stata isolata per la prima volta nel 1905 nel muscolo di bovino (Gulewitch VS e
Krimberg R, 1905) e solo I’isomero L ¢ bioattivo: quest’ultimo si trova all’interno
dell’organismo principalmente nella forma non esterificata, ma puo anche esistere sotto
forma di esteri quali la acetil-L-carnitina, la propionil-L-carnitina e la palmitoil-L-
carnitina (Figura 4) (Virmani A e Binienda Z, 2003) e nel loro insieme le carnitine
appartengono ad una speciale classe di nutrienti chiamata “quasi- vitamine” o nutrienti
“condizionatamente essenziali” (Vassiliadis S e Athanassakis I, 2011).

La L-carnitina pud essere sintetizzata endogenamente oppure assunta con la dieta, in
particolare attraverso carne e latticini (Longo N et al, 2016), per cui la sua omeostasi
riflette 1’equilibrio tra biosintesi endogena, assorbimento dalla dieta e riassorbimento

renale (Rebouche CJ, 2004).
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Figura 4. Struttura chimica della L-carnitina, acetil-L-carnitina e propionil-L-carnitina
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Insieme a L-carnitina, due esteri di carnitina a catena corta: acetil-L-carnitina (ALC) e
propionil-L-carnitina (PLC), formano il pool endogeno di carnitina. Alcune evidenze
suggeriscono che gli esteri di carnitina a catena corta (ALC e PLC) e, in particolare la
PLC, possiedono maggiori effetti terapeutici rispetto alla L-carnitina stessa.

La propionil-L-carnitina (PLC) svolge un ruolo importante nel metabolismo dei
carboidrati e dei lipidi, portando ad un aumento della generazione di ATP. La PLC,
tuttavia, non & solo un farmaco metabolico; ¢ anche un potente agente antiradicalico. E
stato dimostrato che la PLC previene la progressione dell'aterosclerosi e, piu
recentemente, ¢ stata utilizzata per migliorare alcune delle alterazioni cardiometaboliche
che spesso accompagnano l'insulino-resistenza in diversi modelli di disfunzione sia
cardiaca che endoteliale.

Di conseguenza, la maggior parte degli studi clinici condotti sull'uomo evidenziano come
la PLC possa essere una potenziale opzione di trattamento nelle malattie cardiovascolari,
specialmente in pazienti in cui siano presenti diabete mellito di tipo 2 o insulino-
resistenza.

La molecola PLC si ¢ dimostrata terapeuticamente molto piu vantaggiosa della L-
carnitina o dell'ALC probabilmente a causa della sua farmacocinetica e della sua elevata
affinita per il muscolo scheletrico e cardiaco. Pertanto, ¢ stata focalizzata un'attenzione
particolare su questo estere a catena corta della carnitina. Quando la PLC viene
somministrata in modo esogeno, a causa della sua elevata lipofilia e affinita per la
acetilcarnitina transferasi, viene rapidamente convertita in L-carnitina libera e propionil-
Coenzima A (propionil-CoA). In queste due forme, la PLC svolge un ruolo importante
nel metabolismo sia dei carboidrati che dei lipidi, portando a un aumento dell'efflusso di
ATP. E stato anche suggerito che la PLC pud essere utilizzata direttamente dalle cellule
prima di essere idrolizzata a propionil-CoA e L-carnitina. In effetti, ¢ stato dimostrato che
la PLC protegge i tessuti dai danni ossidativi e stabilizza le membrane biologiche
influenzandone la dinamica molecolare e il turnover dei fosfolipidi.

E interessante notare che la PLC offre alcune proprieta potenzialmente pill vantaggiose
rispetto alla L-carnitina; l'attivita della PLC ¢ stata classicamente correlata alla funzione
anaplerotica di rifornimento di substrati per il metabolismo energetico nei tessuti
ischemici, vale a dire, la capacita di ricostituire gli intermedi del ciclo dell'acido

tricarbossilico tramite la via dal propionil-CoA al succinil-CoA.
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Figura S. Effetti farmacologici attribuiti alla propionil-L-carnitina (PLC). Abbreviazioni: eNOS, ossido
nitrico sintasi endoteliale; LDL, lipoproteine a bassa densita; NO, ossido nitrico; IGP2, prostaciclina;
SOD, superossido dismutasi; TG, trigliceridi; VCAM-1, molecola di adesione delle cellule vascolari 1;
VSMC, cellule muscolari lisce vascolari.

Numerosi studi hanno dimostrato i potenziali benefici della PLC negli stati patofisiologici
aumentando le concentrazioni di L-carnitina libera intramitocondriale, diminuendo il
rapporto acetil-CoA/CoA all'interno dei mitocondri mediante un efficace effetto di azione
di massa sulla reazione liberamente reversibile catalizzata dall'acilcarnitina transferasi
(CRAT) (Figura 6). La conseguente riduzione dell'acetil-CoA intramitocondriale
diminuisce 1’attivita della piruvato deidrogenasi chinasi e aumenta quella della piruvato
deidrogenasi con un aumento dell’ossidazione del glucosio. La riduzione del rapporto
acetil-CoA / CoA puo anche portare all'efflusso di acetil-L-carnitina dalla matrice al
citosol, seguito da una maggiore produzione di malonil-CoA attraverso la acetilcarnitina
transferasi presente nei perossisomi e, infine, dall'inibizione del trasporto degli acidi

grassi a catena lunga nella matrice mitocondriale.
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Il ruolo della PLC nel flusso di energia suggerisce un potenziale effetto terapeutico di
questo derivato della carnitina nel trattamento di questi disturbi metabolici. Lo stato di
insulino-resistenza ¢ definito come una condizione in cui le cellule del corpo diventano
meno sensibili agli effetti dell'insulina. Di conseguenza, i normali livelli ematici di
insulina diventano inadeguati per mantenere la glicemia entro un intervallo normale. La
resistenza all'insulina ¢ anche caratterizzata dallo sviluppo di dislipidemia, steatosi
epatica, disfunzione endoteliale e ipertensione. In effetti, l'effetto di un trattamento di 20
settimane con PLC ¢ stato recentemente testato su un modello animale di obesita e
insulino-resistenza. [ risultati hanno mostrato una riduzione del peso corporeo,
dell'adiposita addominale, dell'insulina plasmatica e del contenuto di trigliceridi nel
fegato. Inoltre, la somministrazione cronica di PLC ha portato a un miglioramento della
disfunzione endoteliale sviluppata da animali obesi.

L'effetto benefico del PLC sull'aterogenesi ¢ stato segnalato per la prima volta da
Spagnoli et al. nei conigli anziani con iperlipidemia indotta dalla dieta. Hanno scoperto

che la somministrazione orale a lungo termine di PLC riduce i trigliceridi plasmatici, le
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lipoproteine a bassa densita e le lipoproteine a bassissima densita ed ¢ associata ad una
diminuzione della proliferazione cellulare e della gravita dell'aterosclerosi aortica.

E stato dimostrato che la PLC riduce la perossidazione lipidica e l'attivita della xantina
ossidasi, stimolando I'espressione genica di alcuni marcatori antiossidanti, come eme
ossigenasi-1 e ossido nitrico sintasi nelle cellule endoteliali umane. I dati hanno anche
rivelato che l'effetto benefico della PLC sulla disfunzione endoteliale correlata
all'ipertensione ¢ fortemente legato alle sue azioni antiossidanti, poiché la
somministrazione a lungo termine di PLC riduce la produzione arteriosa di O%, il che
probabilmente comporta una maggiore espressione aortica sia della superossido dismutasi
che dell’ossido nitrico sintasi endoteliale.

Recenti ricerche hanno dimostrato che la PLC previene le lesioni strutturali e il
deterioramento della funzione renale indotta dalla riperfusione ischemica nei reni di ratto
sottoposti al trapianto. Questa azione del PLC ¢ stata attribuita sia ad una riduzione della
perossidazione lipidica che alla ridotta formazione di radicali liberi.

Altre ricerche evidenziano i potenziali benefici della supplementazione di PLC nei
pazienti oncologici trattati con cisplatino. Gli effetti benefici di PLC sulla tossicita
associata a cisplatino sono in parte correlati alla capacita di questa molecola di aumentare
il contenuto di carnitina intracellulare. Questo porta ad una migliore efficienza della
fosforilazione ossidativa mitocondriale, nonché ad una riduzione dello stress ossidativo.
Orlandi e collaboratori hanno recentemente dimostrato che i meccanismi alla base
dell'inibizione della crescita indotta da PLC e dell’aumento dell'apoptosi comportano
l'inibizione dell'attivazione di NF-kB e la regolazione dell'espressione proteica inibente
IxB-a. Tuttavia, il risultato piu importante ¢ stato il potenziamento della funzione
mitocondriale.

L’effetto metabolico della PLC ¢ dovuto sia all’aumento della L-carnitina libera che della
propionil-CoA derivante dalla PLC. Tale effetto ¢ specifico per la molecola di PLC
perché 1'aggiunta di L-carnitina o acido propionico non ha gli stessi effetti.16 Il tessuto
cardiaco ischemico puo anche utilizzare il PLC esogeno per stimolare il ciclo dell'acido
tricarbossilico attraverso la trasformazione del propionato risultante in succinato. Questo
effetto anaplerotico del PLC ¢ stato ben documentato nei cuori ischemici di ratti diabetici

dopo somministrazione orale ripetuta di PLC.
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2.1. Biosintesi endogena della carnitina

La carnitina viene sintetizzata (1-2 umol/Kg di peso corporeo al giorno)
fondamentalmente dagli amminoacidi essenziali lisina e metionina. Il 25% della quota
giornaliera di carnitina ¢ sintetizzato, principalmente nel fegato, nei reni e in alcune specie
nei testicoli e nel cervello; la sua sintesi € svolta in organelli differenti e richiede numerosi
cofattori quali piridossalfosfato, niacina, vitamina C e ferro (Beiber LL, 1988; Scaglia F
e Longo N, 1999; Carter AL, 1995). La lisina fornisce lo scheletro carbonioso alla
carnitina mentre i tre gruppi di 4-N-metile provengono dalla metionina. La reazione di
N-metilazione ¢ catalizzata da metiltransferasi specifiche, che wusano la S-
adenosilmetionina come donatore di metile. Nei mammiferi, alcune proteine contengono
gia residui di N'-trimetil-lisina (TML) come evento post-traslazionale in proteine del
muscolo come la calmodulina, la miosina, 1’actina, il citocromo c e le proteine istoniche.
(Vaz & Wanders, 2002). L'idrolisi lisosomiale di queste proteine provoca il rilascio di
TML, il primo metabolita della biosintesi della carnitina che entra nei mitocondri dove
viene idrossilato in posizione 3 dalla TML diossigenasi (TMLD) per produrre 3-idrossi-
TML (HTML), tale processo richiede vitamina C e ferro come cofattori; poi ritorna nel
citosol dove viene scisso ad opera della HTML aldolase piridossalfosfato dipendente
(HTMLA) per produrre 4-trimetilamminobutirraldeide (TMABA) e glicina (Scaglia F e
Longo N, 1999). La deidrogenazione di TMABA da parte della TMABA deidrogenasi
NAD*-dipendente (TMABA-DH) provoca la formazione di 4-N-trimetilaminobutirrato
(butirrobetaina). Nell’ultimo passaggio, la y-butirrobetaina idrolasi (BBD), una
diossigenasi citosolica, inserisce in posizione 3 il gruppo idrossilico (ossidrile che la
carnitina utilizza per formare esteri con le porzioni aciliche), con formazione della 3-
idrossi-4-N-trimetil-ammino-butirrato, ovvero della carnitina (Vaz FM ¢ Wander RJ,
2002; Scaglia F e Longo N, 1999).

Le strutture chimiche degli intermedi e degli enzimi della biosintesi della carnitina sono

mostrate rispettivamente nella figura 7 (Scaglia F, 1999; Vaz et al. J 2002).
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La disponibilita della trimetillisina intermedia limita la velocita di biosintesi della

carnitina e, dato che la maggior parte dei depositi del corpo TML

si trovano nelle proteine

muscolari scheletriche, il turnover delle proteine muscolari scheletriche ¢ considerato il

fattore limitante della biosintesi della carnitina (Pande SV e Parvin R, 1980).
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I primi tre enzimi del processo di biosintesi endogena della carnitina, ovvero la g-N-

trimetillisina idrolasi, la B-idrossi-N-g-trimetillisina aldolasi e la 4-N-trimetil- ammino-
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butirraldeide deidrogenasi, sono ubiquitariamente presenti mentre la y- butirrobetaina
idrolasi € presente maggiormente nel rene, dove vi ¢ la maggiore attivita enzimatica, nel
fegato e nel cervello, dove invece vi ¢ la minore attivita enzimatica misurabile; pertanto,
il cuore ed i muscoli scheletrici non possono sintetizzare la carnitina e fanno affidamento
esclusivamente sul trasporto da essa operato per I’ossidazione degli acidi grassi a lunga

catena (Scaglia F e Longo N, 1999; Rebouche CJ e Engel AG, 1980) (Figura 9).

Carnitina

o
Dieta e CHy ¢ -0 Biosintesis

5% 25%

CT, CPT-l, CPT-ll, CACT

.__l_

-~

\
>l A \))/
2 F Y EAN4 s
4 S W -
’ 1 S
N =
’ 1 %
/ 1 N
v Y

Figura 9. Organi in cui la carnitina svolge la propria azione
2.2. Assorbimento dalla dieta e riassorbimento renale della carnitina

La dieta media per gli adulti fornisce circa il 75% del fabbisogno giornaliero di carnitina,
la quale ¢ trasportata dal lume intestinale all’interno degli enterociti; tuttavia, una frazione
di essa non ¢ assorbita e di conseguenza viene completamente degradata dai batteri
intestinali (Longo N et al, 2006; Vaz FM e Wanders RJ, 2002; Scaglia F ¢ Longo N,
1999).

I tessuti animali contengono una quantita relativamente elevata di carnitina (tra 0.2 e
6umol/g), con la concentrazione piu alta che si osserva nel cuore e nel muscolo scheletrico
(Vaz FM e Wanders RJ, 2002).

La sua presenza, inoltre, consente la produzione di altre sostanze che determinano il buon
funzionamento del sistema nervoso a livello di memoria, di focus e di sostegno quando
sottoponiamo il cervello a sforzi piu intensi.

A concentrazioni normali (25-50uM), la carnitina ¢ efficacemente riassorbita mediante

trasporto attivo grazie ad un trasportatore chiamato OCTN2 (Organic Cation Transporter
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Novel 2), localizzato a livello dell’orletto a spazzola della membrana renale (Tamai et al,

1998; Scaglia et al, 1999).

2.3. Funzioni delle carnitine

La piu importante funzione biologica della L-carnitina ¢ il trasporto degli acidi grassi nei
mitocondri per la successiva B-ossidazione, un processo che provoca l'esterificazione
della L-carnitina per formare derivati denominati genericamente acil-carnitine. (Bremer.,
1983; Bahl e Bressler., 1987). Il pool endogeno di carnitina ¢ composto da L-carnitina e
varie altre acil-carnitine che vanno dalla acetil-L-carnitina a catena corta (frazione acilica
2 di carbonio) alla stearoil-L-carnitina a catena lunga (porzione di acile 18 carbonio). La
L-carnitina ¢ il principale rappresentante nel pool di carnitina e il normale rapporto tra
acil-carnitina e L-carnitina ¢ normalmente circa 0,25; un rapporto di 0,4 o superiore ¢
considerato anormale e rappresentativo di un metabolismo mitocondriale disturbato.
Oltre al suo ruolo nel metabolismo degli acidi grassi mitocondriali, ¢ stato accertato che
la L-carnitina ha anche altre funzioni essenziali: nella regolazione del rapporto cellulare-
mitocondriale tra CoA libero e acil-CoA, nel trasporto di gruppi acilici a corta e media
dal perossisoma ai mitocondri e nella rimozione dei gruppi acilici in eccesso dal corpo
attraverso l'escrezione renale preferenziale di acilcarnitine. (Bremer., 1983; Hoppel.,
2003).

La carnitina presenta, inoltre, anche attivita antiossidante, che comprende sia la funzione
di scavenger nei confronti dei radicali liberi, sia la capacita di chelare gli ioni metallici
(Abdelrazik H, 2009).

Oltre a cid, essa permette anche la riduzione del danno al citoscheletro ed al DNA
dell’ovocita (Mansour G et al 2009; Abdelrazik H et al, 2009), e non vi sono dubbi che
lo stress ossidativo influenzi negativamente 1’acquisizione della competenza per lo
sviluppo da parte dell’ovocita durante la maturazione in vitro (Combelles CM et al, 2009)
e lo sviluppo embrionale (Guerin P et al, 2001): infatti, I’aumento della produzione di
ROS porta all’arresto dello sviluppo embrionale o ad uno sviluppo embrionale
incompleto, con conseguente ritardo nella crescita dell’embrione (Agarwal A et al, 2005;
Guerin P et al, 2001), ed induce anche danno alla membrana cellulare ed al DNA ed
apoptosi, con quest’ultima che si traduce in embrioni frammentati ¢ quindi con una
capacita di impianto limitata, provocando conseguentemente la riduzione della fertilita
(Jurisicova A et al, 1996). In questo senso, lo studio di Cetinkaya et al. ha determinato

che la supplementazione con L- carnitina previene la deplezione degli scavenger dei
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radicali liberi, come ad esempio il glutatione ridotto, ed aumenta in modo significativo i
livelli dell’enzima SOD (SuperOssido Dismutasi) (Cetinkaya A et al, 2006). Per di piu,
essa migliora la funzione mitocondriale durante il processo di invecchiamento
(Panneerselvam KS e Kumaran S, 2006) e ne stabilizza la membrana cosi da incrementare
il rifornimento energetico per gli organelli e proteggere la cellula da morte apoptotica
(Jurisicova A et al, 1996).

Invece, per quanto riguarda la funzione nervosa, il principale ruolo modulatorio della L-
carnitina consiste nel trasferimento, da essa mediato, di gruppi acetilici per la sintesi
dell’acetilcolina, cosi da influenzare le pathway di trasduzione del segnale e I’espressione
genica (Binienda ZK e Ali SF, 2001).

La L-carnitina riduce anche la concentrazione trans-cardiaca di endotelina, la cui funzione
¢ quella di costringere i vasi sanguigni provocando conseguentemente 1’aumento della
pressione arteriosa (Lango et al, 2005), per cui favorisce il rilassamento endotelio
dipendente (Cipolla et al, 1999) e quindi migliora in parte la reattivita vascolare (Irat et

al, 2003).
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Figura 10. Funzioni delle carnitine

2.3.1. Ruolo delle carnitine nell ossidazione degli acidi grassi

Glucosio, acidi grassi e aminoacidi sono i tre substrati che un organismo puo utilizzare
per mantenere 1'omeostasi metabolica. Sono necessari per la generazione di energia, ma
anche come elementi costitutivi della biosintesi di (macro) molecole. La via principale
per la degradazione degli acidi grassi ¢ la f-ossidazione degli acidi grassi mitocondriali
(Bartlett ed Eaton 2004). La B-ossidazione ¢ una via metabolica chiave per 1'omeostasi
energetica in organi come il fegato, il cuore e il muscolo scheletrico. Durante il digiuno,

quando l'apporto di glucosio diventa limitato, la B-ossidazione & di particolare

26



importanza. In questa condizione, la maggior parte dei tessuti, tranne il cervello, pud
utilizzare direttamente gli acidi grassi per generare energia. Inoltre, il fegato converte gli
acidi grassi in corpi chetonici, un processo per il quale la f-ossidazione ¢ indispensabile.
I corpi chetonici fungono da fonte di energia aggiuntiva che viene utilizzata da tutti i
tessuti incluso il cervello, che non puo utilizzare gli acidi grassi provenienti dai depositi

adiposi. (Houten SM e Wanders RJ, 2010; Longo N et al, 2006).
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Figura 11. Ossidazione degli acidi grassi in condizioni di digiuno

I1 metabolismo mitocondriale degli acidi grassi citostolici inizia con Il'attivazione
dell’acido grasso a opera della acil-CoA sintasi per formare 1'acil-CoA. Il risultante
tioestere ¢ quindi in grado di attraversare la membrana mitocondriale esterna attraverso
un canale anionico voltaggio-dipendente nello spazio inter-membrana dove subisce la
transesterificazione da parte della carnitina aciltransferasi. la L-carnitina viene legata
all’acile per formare la corrispondente acilcarnitina e il CoA libero (McGarry e Brown
1997). Questa acilcarnitina viene quindi trasportata attraverso la membrana mitocondriale
interna ad opera della L-carnitina/acilcarnitina translocasi legata alla membrana, in
cambio di una L-carnitina libera all'interno dei mitocondri (Pande., 1975;1980). Una volta
all'interno della matrice mitocondriale, I'acilcarnitina e il CoA libero mitocondriale

vengono sottoposti a transesterificazione inversa dalla carnitina aciltransferasi per
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liberare la L-carnitina e formare il corrispondente acil-CoA che entra nella via della b-
ossidazione degli acidi grassi (Bremer 1983; Hoppel 2003).

Sono stati descritti tre diversi gruppi di carnitina aciltransferasi che differiscono nella
specificita del loro substrato: la carnitina acetiltransferasi che mediano la
transesterificazione dei gruppi acilici a catena corta; la carnitina ottanoiltransferasi che
utilizzano come substrati gruppi acilici a catena media; e la carnitina palmitoiltransferasi
che coinvolgono le frazioni aciliche a catena lunga (Bremer 1983; Hoppel 2003
Miyazawa., 1983; Bieber., 1988).

Dato che né gli acidi grassi liberi né 1'acil-CoA sono in grado di muoversi da sole
attraverso la membrana mitocondriale interna, il ruolo della L-carnitina e della carnitina
aciltransferasi nel metabolismo degli acidi grassi ¢ vitale.

Le fonti di acidi grassi sono principalmente tre: fonte esogena, in cui gli acidi grassi
entrano nelle cellule dal sangue o dal lume intestinale; sintesi de novo a partire dall’acetil-
CoA; idrolisi intracellulare di proteine, fosfolipidi e trigliceridi acilati (Cooper DE et al,
2015). Gli acidi grassi endogeni sono mobilizzati a partire dal tessuto adiposo e trasportati
nella circolazione sanguigna mediante legame alle albumine.

Le proteine implicate nel trasferimento di questi acidi attraverso la membrana plasmatica
sono chiamate FATPs (Fatty Acid Transport Proteins), FAT/CD36 (Fatty Acid
Translocate), caveoline ¢ FABPpm (plasma membrane Fatty Acid Binding Proteins)
(Berlanga A et al, 2014; Schrader M et al, 2015; Anderson CM e Stahl A, 2013).
All’interno della cellula, subiscono un’acilazione vettoriale catalizzata dall’acil-CoA
sintasi (ACS), che li intrappola nel citoplasma come acil- CoA tioesteri; questi, a loro
volta, vengono trasportati attraverso diverse pathway metaboliche nei mitocondri, nei
perossisomi e nei microsomi in base allo stato energetico delle cellule (Schrader M et al,
2015).

Nello specifico, a livello mitocondriale, la membrana ¢ impermeabile agli acil-CoA e
quindi gli acidi grassi devono essere legati alla carnitina per entrare, la quale ¢ accumulata
all’interno delle cellule del cuore, del muscolo e del rene grazie al trasportatore ad elevata
affinita OCTN2, mentre nel fegato ¢ presente un altro trasportatore a bassa affinita ma ad
elevata capacita (Scaglia F et al, 1999). La carnitina forma un legame estere ad elevata
energia con gli acidi grassi a catena lunga tramite 1’azione di CPT-1 (Carnitine Palmitoyl
Transferase 1), localizzato a livello della membrana mitocondriale esterna, andando a

formare 1’acilcarnitina (Longo N et al, 2006).
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Le acilcarnitine vengono poi trasportate attraverso la membrana mitocondriale interna
grazie all’enzima CACT (Carnitine Acylcarnitine Translocase); una volta all’interno del
mitocondrio, CPT-2 (Carnitine Palmitoyl Transferase 2), localizzato a livello della
membrana interna, rimuove la carnitina dall’acilcarnitina, rigenerando I’acil-CoA
(Houten SM e Wanders RJ, 2010). A questo punto, la carnitina ritorna nel citoplasma per
un nuovo ciclo mentre 1’acil-CoA puo entrare, in condizioni aerobiche ed in presenza di
bassi livelli di ATP, nella B-ossidazione, con la produzione finale di acetil-CoA per la
fosforilazione ossidativa o per la produzione di corpi chetonici nel fegato (Longo N et al,

2006) (Figura 12).
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Figura 12. Meccanismo molecolare del processo di B-ossidazione

2.3.2. Carnitine come antiossidanti

Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) includono radicali liberi, quali il radicale anione
superossido (02°) ed il radicale idrossilico (OH”, e specie non radicaliche come il
perossido di idrogeno (H20:z) e 1’ossigeno singoletto (102), con tali molecole che sono
continuamente prodotte durante i normali processi fisiologici e vanno ad aggravare il
danno cellulare ed il processo di invecchiamento (Halliwell B e Gutteridge JM, 1989);

tuttavia, fortunatamente, queste vengono rimosse ad opera di meccanismi di difesa
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antiossidanti, i quali permettono il bilanciamento tra la generazione e I’inattivazione delle
ROS e sono rappresentati principalmente da tre enzimi, ovvero glutatione perossidasi,
catalasi e superossido dismutasi.

Tuttavia, in condizioni patologiche, le ROS sono over-prodotte, e tendono ad accumularsi
nel momento in cui le difese antiossidanti endogene sono inadeguate, provocando
conseguentemente stress ossidativo: lo squilibrio tra ROS e meccanismi di difesa
antiossidanti porta quindi a modificazioni ossidative sia della membrana cellulare che
delle molecole intracellulari (Duh PD et al, 1999; Buyukokuroglu ME et al, 2001).

Essa, inoltre, previene lo stress ossidativo regolando la produzione di ossido nitrico, la
respirazione cellulare (Brown GC, 1999) e I’attivita degli enzimi coinvolti nella difesa
dagli agenti ossidanti (Kremser K et al, 1995); svolge un’azione protettiva nei confronti
dell’enzima mitocondriale succinato deidrogenasi e degli enzimi antiossidanti catalasi e
superossido dismutasi contro la tossicita indotta dall’acido 3- nitropropanoico (Binienda
ZK e Ali SF, 2001), e riduce le alterazioni associate all’eta e di cui 1 radicali liberi sono
la principale causa (Kalaiselvi T e Panneerselvam C, 1998); inoltre, previene I’accumulo
dei prodotti finali della perossidazione lipidica e presenta maggior una capacita
antiossidante totale rispetto all’a-tocoferolo ed al trolox (Gulcin I, 2006).
Per di piu, ¢ stato osservato che 1’acetil-L-carnitina potenzia la capacita di apprendimento
negli animali anziani (Ando S et al, 2001), migliora i sintomi delle patologie neuro-
degenerative come la malattia di Alzheimer (Pettegrew JW et al, 2000) ed attenua il danno
neurologico che si instaura in seguito ad ischemia celebrale (Calvani M e Arrigoni-
Martelli E, 1999).

Inoltre, la L-carnitina ed i suoi esteri inibiscono parzialmente la perossidazione lipidica
indotta dal ferro libero formando complessi con esso, fungendo quindi anche da agenti
chelanti gli ioni metallici (Arduini A, 1992) (Figura 13), con tale effetto che ¢
concentrazione dipendente, impedendo cosi 1’elevata produzione di ROS da questi

catalizzata attraverso la reazione di Haber-Weiss (Haber F and Weiss J, 1934)

02" +H202 - O2 + OH + OH"

2 3+,

od anche attraverso la reazione di Fenton (Miller DD, 1996) Fe Ty H202 — Fe

OH + OH"
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Figura 13. Meccanismo attraverso cui la L-carnitina chela gli ioni ferrosi

L’attivita antiossidante della L-carnitina ¢ stata determinata mediante il metodo DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazile) (Gulcin I, 2006), normalmente utilizzato per quantificare la
capacita di scavenger di numerose sostanze antiossidanti (Ozcelik B et al, 2003). Nel
saggio DPPH, le sostanze antiossidanti, attraverso la cessione di un atomo di idrogeno,
vanno a ridurre il radicale stabile DPPH. nella sua forma non radicalica DPPH-H: ¢ quindi
possibile stimare la capacitd antiossidante della sostanza in esame misurando il
decremento dell’assorbanza del DPPH. a 517 nm che si ha nel momento in cui questo
accetta un elettrone od un atomo di idrogeno dal composto antiossidante, passando cosi
da una colorazione viola ad una gialla, diventando una molecola diamagnetica stabile
(Matthaus B, 2002). Per quanto riguarda la L-carnitina, 1’estrazione dell’atomo di
idrogeno si verifica prevalentemente a livello dell’atomo di carbonio in posizione due

rispetto all’atomo di carbonio in posizione o (Figura 14).

31



- @) o o) on (o) (o
X
O\c/ © NO» \C\'/ \C\'/ \cl'/ NO»
| . .
) =
- C— H—C—OH H—C—OH H—C—OH
H—(7OH o NO» | . | . I , ON NO,
. N+ —_— CH *CH CH. N .
¢ L i [ i T
HyC — ler‘— CH, H3C— T—C’Hg H3C— Il\I*—CH3 H;C'—Ir*— CH, N
CH; CH; CH3 CH;
A B C
L-Carnitine DPPH" — — DPPH-H

Figura 14. Schema della reazione tra L-carnitina e DPPH’

32



3. IL RUOLO DELLE CARNITINE NELL’INFERTILITA
FEMMINILE

Sia la LC che la ALC vengono normalmente utilizzate a scopo di ricerca nella biologia
riproduttiva per migliorare la funzione mitocondriale nel trattamento dell’infertilita
(Dunning KR et al, 2012; Cheng HJ et al, 2008;): nello specifico, ALC ¢ prevalentemente
impiegata per il suo effetto antiossidante ed anti-aging, la LC per favorire la capacita
dell’organismo di ossidare le cellule adipose cosi da produrre energia e bruciare i grassi
(Rebouche CJ, 1992) .

Infine, essa presenta anche un effetto anti-inflammatorio in quanto 1’integrazione della
dieta con LC diminuisce I’effetto anti-proliferativo indotto dalla presenza di interleuchine
come TNF-a, la quale, per quanto riguarda 1’embrione precoce, riduce il consumo di
glucosio (Pampfer S et al, 1994) e la crescita della inner cell mass e del trofoectoderma
nella blastocisti, il che porta al ritardo dello sviluppo embrionale ed alla riduzione della
vitalita dell’embrione, fino alla sua morte (Glabowski W et al, 2005; Whiteside EJ et al,
2003).

E stato osservato che durante lo sviluppo ovocitario il complesso cumulo-ovocita (COC)
svolge un ruolo essenziale nel metabolismo lipidico e quindi nella produzione di energia:
pertanto, nell’ovocita, il mantenimento di un corretto metabolismo lipidico senza o con
la minima generazione di radicali liberi € necessario per preservarne la qualita (Dunning

KR et al, 2010).

3.1. Ruolo della p-ossidazione nello sviluppo ovocitario e dell’embrione precoce

In vivo, la maturazione degli ovociti di mammifero ¢ indotta dal picco di LH (Ormone
Luteinizzante), il che da inizio ad una cascata di eventi quali la ripresa della meiosi,
I’espansione delle cellule del cumulo ed infine 1’ovulazione. Sia prima che durante la
maturazione ovocitaria, I’ovocita cresce e gradualmente acquisisce la competenza per lo
sviluppo, definita come la capacita di essere fecondato e di supportare il conseguente
sviluppo embrionale e, eventualmente, fetale.

La qualita ovocitaria e la competenza per lo sviluppo sono strettamente associate con il
metabolismo ed il tasso metabolico dell’ovocita e delle cellule del cumulo che lo
circondano (Biggers JD et al, 1967; Sugiura K e Eppig JJ, 2005), per cui ¢ evidente che

I’ATP ha un ruolo essenziale nella determinazione della qualita ovocitaria e nello
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sviluppo embrionale (Van Blerkom J et al, 1995; Nagano M et al, 2006). La completa
ossidazione di una singola molecola di glucosio produce approssimativamente 30
molecole di ATP (Rich PR, 2003), per cui I’ovocita e ’embrione precoce presentano una
bassa capacita sia di recuperare che di utilizzare il glucosio per la produzione di energia
(Rieger D e Loskutoff NM, 1994; Saito T et al, 1994; Conaghan J et al 1993). Inoltre,
durante la maturazione ovocitaria, 1’espansione della matrice del cumulo richiede
un’elevata quantita di glucosio per la produzione di acido ialuronico attraverso la pathway
di biosintesi delle esosammine, sottraendo il glucosio alla via glicolitica (Sutton ML et
al, 2004).

Fonti energetiche alternative adatte agli ovociti comprendono innanzitutto gli acidi
carbossilici piruvato e lattato ma, tuttavia, la produzione di ATP a partire da essi pud
essere limitata a causa del loro coinvolgimento nel mantenimento dell’omeostasi redox
cellulare.

Al contrario, gli acidi grassi sono di gran lunga piu ricchi di energia rispetto al glucosio,
in quanto 1’ossidazione dell’acido grasso palmitato permette di generare 106 molecole di
ATP: quindi, grazie all’elevata capacita di generare ATP, i lipidi presentano una
potenziale predisposizione a supportare e promuovere la maturazione ovocitaria e lo
sviluppo embrionale.

Dunning et al. hanno infatti osservato che la B-ossidazione ¢ significativamente up-
regolata, sia in vitro che in vivo, durante la maturazione ovocitaria; inoltre, 1’espressione
dell’enzima iniziale e limitante della P-ossidazione CPT-1B (Carnitine Palmitoyl
Transferase 1B) ¢ anch’essa significativamente up-regolata nel complesso cumulo-
ovocita in risposta all’hCG rilasciato durante 1’ovulazione (Dunning KR et al, 2010):
infatti, il trattamento con I’Etomoxir o il malonilCoA, inibitori del CPT- 1B, arresta la
maturazione ovocitaria, la quale pud pero essere recuperata mediante il trattamento con
acido palmitico o L-carnitina (Downs SM et al, 2009). Quindi, la supplementazione del
mezzo di coltura con la L-carnitina va ad up-regolare la B-ossidazione durante la
maturazione ovocitaria cosi da aumentare la capacita di acquisizione da parte dell’ovocita
della competenza per lo sviluppo, il che ¢ dimostrato dal significativo miglioramento
dello sviluppo embrionale (Dunning KR et al, 2010).

Numerosi studi hanno indicato che la somministrazione sia di LC che di ALC migliora
condizioni quali PCOS (Samimi M et al, 2016), endometriosi (Dionyssopoulou E et al,

2005) e amenorrea (Genazzani Ad et al, 2011); inoltre, le carnitine aumentano i livelli
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delle gonadotropine e degli ormoni sessuali, come anche migliorano la salute dell’ovocita
(Genazzani AD et al, 2011). Per quanto riguarda la PCOS, Samimi et al. hanno osservato
che la supplementazione con LC (250 mg al giorno via os per 12 settimane) porta ad una
significativa riduzione del peso corporeo, dell’indice di massa corporea e della
circonferenza di vita e fianchi attraverso la diminuzione dei livelli ematici di glucosio e
favorisce il contrasto dell’insulino-resistenza (Samimi M et al, 2016), il che puo essere
attribuito all’incremento della B-ossidazione degli acidi grassi e del tasso metabolico
basale da questa indotto (Center SA et al, 2012). Siccome le donne con PCOS presentano
anche uno squilibrio tra ormoni maschili e femminili poiché le loro ovaie tendono a
produrre androgeni in eccessiva quantita, lo studio di Fencki et al. ha suggerito che tali
fenomeni di iperandrogenismo e/o insulino- resistenza in donne con PCOS non obese
possano essere associati con ’abbassamento dei livelli sierici di LC: queste, infatti,
presentano una quota totale di LC nettamente inferiore (40.5+5.7 pmol/L) rispetto donne
adulte sane (91.1+15.2 pmol/L), ma livelli di deidroepiandrosterone (DHEA),
testosterone, ormone luteinizzante (LH), lipoproteine a bassa densita (LDL) ed insulina a
digiuno piu elevati (Fencki SM et al, 2008). Recenti studi di metabolomica basati su
analisi UPLC e spettrometria di massa hanno confermato alterati livelli di acidi grassi e
carnitine nel siero di pazienti PCOS (Chen et al, 2019).

Un’altra caratteristica tipica della PCOS ¢ I’anovulazione cronica e 1’approccio standard
per il trattamento di donne con infertilita da anovulazione consiste nella somministrazione
di clomifene citrato per indurre I’ovulazione; tuttavia, alcune donne non riescono ad
ovulare nonostante assumano dosi crescenti di clomifene citrato e, pertanto, vengono
definite clomifene citrato-resistenti. Ismail et al. hanno osservato che la somministrazione
di clomifene citrato insieme a LC aumenta sia il tasso di ovulazione che quello di
gravidanza nelle donne con PCOS clomifene citrato-resistenti; inoltre, I’integrazione con
L-carnitina aumenta il numero di follicoli in grado di ovulare (diametro >17 mm), la -
ossidazione e la maturazione ovocitaria, come anche i livelli sierici di estradiolo e
progesterone (Ismail AM et al, 2014). Un trattamento alternativo per indurre I’ovulazione
in pazienti con PCOS clomifene citrato-resistenti consiste in nel trattamento terapeutico
con gonadotropine; tuttavia, alcune di queste donne non rispondono ad entrambi i
trattamenti: ’aggiunta di LC alla terapia stimola la crescita dei follicoli dominanti,
favorendo il tasso di gravidanza; inoltre aumenta lo spessore medio dell’endometrio e la

dimensione dei follicoli ovarici ancora presenti (Latifian S et al, 2015).
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Per quanto riguarda I’amenorrea ipotalamica funzionale (FHA), ¢ una forma di
ipogonadismo ipogonadotropico dovuto all’alterazione del rilascio pulsatile da parte
dell’ipotalamo dell’ormone di rilascio delle gonadotropine (GnRH), il che provoca la
riduzione del rilascio delle gonadotropine, con la conseguente diminuzione della
produzione di estradiolo nell’ovaio (Meczekalski B et al, 2014): ¢ stato osservato che la
somministrazione di ALC (1 gr/giorno via os per 16 settimane) a pazienti affette da FHA
incrementava i livelli di LH contrastando specifiche pathway neuroendocrine con effetto
inibitorio sull’asse riproduttivo (asse ipotalamo-ipofisi-gonadi), come la pathway
oppioidergica, ed alterando la funzione di proteine ed ormoni attraverso ’acetilazione dei
gruppi -OH degli amminoacidi serina, treonina e tirosina, cosi da potenziarne la funzione

(Genazzani AD et al, 2011).

3.2. Studi in vitro ed in vivo

3.2.1. Studi in vitro e di riproduzione assistita

Grazie ai loro effetti benefici sulla fertilita femminile, le carnitine sono state utilizzate in
numerosi studi in vitro incentrati sul miglioramento della salute e della maturazione degli
ovociti, sullo sviluppo embrionale e sulla riproduzione assistita; esse infatti permettono
di ridurre il ritardo dello sviluppo embrionale dovuto alle ROS, la frammentazione del
DNA e lo sviluppo di una blastocisti anormale a causa di una coltura prolungata
(Abdelrazik H e Agarwal A, 2009; You J et al, 2012; Mishra A et al, 2016)

E stato infatti osservato che ’integrazione del mezzo di coltura con ALC (0.3, 0.6 ¢ 1.2
mM per 5 ore e 24 ore) stabilizzava la membrana mitocondriale, aumentava il
rifornimento energetico agli organelli e proteggeva I’embrione in via di sviluppo
dall’apoptosi indotta dalla pathway mitocondriale, impedendone la frammentazione
(Pillich RT et al, 2005). Per di piu, I’integrazione del mezzo di coltura con LC (0,3 ¢ 0,6
mg/mL), oltre a mostrare effetti antiapoptotici, incrementava il tasso di sviluppo della
blastocisti (Abdelrazik H et al, 2009).

Inoltre, siccome le donne con endometriosi presentano un marcato aumento della
concentrazione di TNF-a nelle cellule della granulosa (Agarwal A et al, 2005; Carlberg

et al, 2000; Bedaiwy MA e Falcone T, 2003; Gupta S et al, 2008), il che porta alla
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riduzione della dimensione della inner cell mass e della proliferazione del trofoectoderma
nella blastocisti, ¢ stato osservato che I’integrazione del mezzo di coltura con la stessa
quantita di LC (0,3 e 0,6 mg/mL) permetteva di neutralizzare 1’effetto antiproliferativo
del TNF-a e di limitare il danno al DNA durante lo sviluppo (Abdelrazik H e AgarwalA,
2009).

La supplementazione del mezzo di coltura con la stessa quantita di LC (0,3 e 0,6 mg/mL)
durante la maturazione in vitro degli ovociti, ne favoriva I’acquisizione della competenza
per lo sviluppo, in quanto ne migliorava la maturazione citoplasmatica e nucleare, e
riduceva 1 livelli di ROS nel mezzo di maturazione, mostrando un effetto antiossidante
(Zare Z et al, 2015).

La stessa dose di LC (0,6 mg/mL) presentava anche un effetto protettivo nei confronti di
ovociti ed embrioni contro gli effetti tossici del liquido peritoneale in donne con
endometriosi, riducendo 1 livelli di apoptosi negli embrioni e potenziando la struttura
microtubulare e cromosomica (Mansour G et al, 2009). Tale dose di LC (0,6 mg/mL),
utilizzata per I’integrazione di un mezzo di maturazione di ovociti allo stadio di vescicola
germinale, accresceva anche la proporzione di ovociti con un normale fuso mitotico in
MII (Moawad AR et al, 2014).

Khanmohammadi et al. hanno valutato gli effetti della supplementazione del mezzo di
coltura con LC (0,5 mg/mL) su numerosi indicatori dello sviluppo embrionale e della
qualita della blastocisti quali lo spessore della zona pellucida, il tasso di hatching ed il
numero di cellule della blastocisti: a tale concentrazione, la L-carnitina svolgeva
un’azione antiossidante ed intensificava il metabolismo lipidico mitocondriale cosi da
incrementare il numero di cellule della blastocisti, 1’espansione della blastocisti stessa e
I’assottigliamento della zona pellucida, cosi da promuovere la qualita della blastocisti,
portando ad un hatching e ad un impianto di successo; tuttavia, la L-carnitina, ad elevate
concentrazioni (4 mg/mL) aveva un effetto tossico sullo sviluppo embrionale in vitro e

sulla qualita della blastocisti (Khanmohammadi N et al, 2016).

3.2.2. Studi su modelli murini

Virmani et al. hanno riportato che il trattamento di topi sia con LC che con ALC mostrava
un incremento nel numero di ovociti maturi ed una minor degradazione ovocitaria,
determinando che tale co-trattamento permetteva di conservare la qualita e la quantita di

ovociti nel topo (Virmani MA et al, 2015). Sempre Virmani et al. hanno mostrato che la
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somministrazione di carnitine (LC 0,4 mg/topo + ALC 0,12 mg/topo) a topi femmina
CDI1 di 8 settimane non solo aumentava il numero di ovociti formatisi, ma anche il
numero di nati vivi da topi in cui era stata indotta superovulazione (Virmani MA et al,
2017). Tuttavia, Christiana et al. hanno osservato che 1’assunzione di LC (2,5
mg/giorno/topo per 7 giorni) da parte di giovani topi femmina BALB/c sottoposti a
superovulazione e successivamente accoppiati con maschi sani, portava all’alterazione
del contenuto lipidico degli embrioni pre-impianto con conseguente assenza di nati vivi
da tali topi: cio perché il contenuto lipidico ¢ un fattore molto importante tra quelli che
contribuiscono alla salute dell’ovocita ed allo sviluppo embrionale, pertanto questa
alterazione puod condurre all’infertilitd (Chirstiana K et al, 2014).

Fakhrildin e Flayyih hanno inoltre determinato che in topi femmina incinta, la
somministrazione di una quantita di LC pari a 0,5 ed 1 mg/kg induceva 1’aumento del
peso degli organi riproduttivi (ovaie, utero, tube e vagina), dello spessore dell’endometrio
e delle dimensioni della prole, come anche dei livelli sierici dell’ormone luteinizzante
(LH), dell’ormone follicolo stimolante (FSH) e di estradiolo (E2), con tali parametri che
non differivano significativamente tra le due dosi di LC utilizzate, per cui anche una bassa
dose di LC era sufficiente per conferire effetti positivi alla gravidanza ed alla prole in topi
incinta (Flayyih NK, 2012).

Solo recentemente sono stati determinati gli effetti della carnitina in un modello di topo
PCOS. Nello studio di Kalhori et al. (2019) ¢ stato dimostrato che la somministrazione di
LC, agendo come sostanza antiossidante e antinfiammatoria, pud migliorare la
funzionalita e la struttura dell'ovaio promuovendo cambiamenti dello sviluppo follicolare,
dei livelli di FSH, LH, testosterone, IL-6, TNF-a e MDA, che sono considerati importanti
fattori che influenzano la follicologenesi nella PCOS (Kalhori Z et al, 2019).

3.3. Possibili meccanismi d’azione dell’L-carnitina

3.3.1. Effetti diretti

La LC ¢ essenziale per il mantenimento dell’omeostasi energetica cellulare (Infante JP et
al, 2002), per ridurre lo stress ossidativo (Vanella A et al, 2000) e per minimizzare la
morte cellulare per apoptosi (Abdelrazik H et al, 2009), il che ¢ necessario per una corretta

crescita dell’ovocita e per la maturazione della blastocisti.
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Innanzitutto, la LC favorisce il metabolismo lipidico del complesso cumulo- ovocita
(COC), che ¢ uno dei principali regolatori della maturazione ovocitaria, trasferendo gli
acidi grassi nei mitocondri e facilitandone la B-ossidazione (Dunning KR et al, 2010):
essa ¢ acquisita dai tessuti mediante i canali Na+ voltaggio- dipendenti e trasportata negli
ovociti ad opera dall’enzima Organic Cation/Carnitine Transporter Novel type 2 (OCTN-
2) (Tamai I et al, 1998), dove viene convertita in ALC dall’enzima Palmitoil Trasferasi-I
(CPT-1) a livello della membrana mitocondriale esterna, mentre [’enzima
PalmitoilTrasferasi-II (CPT-2) ¢ coinvolto nella rigenerazione della carnitina dall’ALC
in seguito alla traslocazione degli acidi grassi a catena lunga nella matrice mitocondriale
(Mingorance C et al, 2009).

All’interno dell’ovocita, la LC svolge un ruolo fondamentale nel reticolo endoplasmatico,
nei mitocondri e nell’ooplasma. Nei mitocondri, ¢ convertita in ALC cosi da bilanciare il
tasso acetil-coenzima A/coenzima A per mantenere un adeguato metabolismo del
glucosio attraverso il ciclo dell’acido tricarbossilico (TCA) e quindi produrre una
maggior quantita di energia (Infante JP et al, 2002); essa inoltre riduce la concentrazione
di piruvato, cosi da prevenire I’ingresso nel ciclo dell’acido tricarbossilico e quindi la
produzione di una minor quantita di energia. (Figura 12), e funge da scavenger di ROS
grazie alle sue proprieta antiossidanti. Nel reticolo endoplasmatico, modera la
concentrazione di palmitato o trasferendolo ai mitocondri o eliminandolo, in quanto
potrebbe causare lipotossicita per gli ovociti inducendo stress ossidativo (Infante JP et al,
2002): infatti, elevati livelli di ROS limitano la maturazione ovocitaria influenzando
negativamente il COC, cosi da alterare lo sviluppo embrionale ed indurre la
frammentazione della blastocisti (Bedaiwy MA et al, 2004).

Infine, la LC promuove anche la proliferazione cellulare e limita I’apoptosi inibendo il

TNF-a e gli altri agenti anti-proliferativi (Abdelrazik H et al, 2009).
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Figura 15. Meccanismo d’azione della L-carnitina nella fertilita femminile

3.3.2. Effetti indiretti

La LC e la ALC influenzano anche 1’asse ipotalamo-ipofisi- gonadi (HPG), inducendo la
secrezione degli ormoni riproduttivi (Krsmanovic LZ et al, 1992; Genazzani AD et al,
2011; Virmani MA et al, 1991). Tra i centri neurali, la concentrazione di LC ¢ maggiore
nell’ipotalamo (Bresolin N et al, 1982), dove riduce il tasso di morte delle cellule nervose
ed il danno associato all’invecchiamento (Amenta F et al, 1986), grazie alla sua attivita
colinomimetica (Bodis-Wollner I, 1990).

Essa aumenta anche la secrezione dell’ormone di rilascio delle gonadotropine (GnRH) da
parte dell’ipotalamo inducendo la depolarizzazione delle cellule nervose ipotalamiche

cosi da incrementarne I’attivita secretoria (Bigdeli H e Snyder PJ, 1978; Krsmanovic LZ

et al, 1994).
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La somministrazione di ALC invece accresce i livelli sierici di altri ormoni riproduttivi
quali estradiolo, progesterone ed ormone luteinizzante (LH), mentre diminuisce quelli
della prolattina (Krsmanovic LZ et al, 1992; Genazzani AD et al, 2011).

Quindi, attraverso il loro effetto endocrino indiretto, le carnitine possono prevenire la
PCOS, I’amenorrea ed altre condizioni patologiche correlate al ciclo riproduttivo

femminile.
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4. GLI AGE ED IL LORO RUOLO NELLA RIPRODUZIONE
FEMMINILE

Tra le piu importanti modifiche post-traduzionali vi ¢ la modificazione non enzimatica di
proteine, lipidi ed acidi nucleici con il glucosio e la loro conseguente conversione in AGE.
Gli AGE (Advanced Glycation End products) rappresentano, quindi, i prodotti finali di
un processo chimico noto come reazione di Maillard, nella quale 1 gruppi elettrofili
carbonilici del glucosio o di altri zuccheri reattivi reagiscono non enzimaticamente con i
gruppi amminici primari delle proteine, specialmente con i residui basici di lisina e
arginina, formando una base di Schiff non stabile, la cui ulteriore riorganizzazione porta
alla formazione del prodotto di Amadori: le proteine contenenti questo prodotto sono note
come proteine glicate, cosi da distinguerle da quelle glicosilate ottenute enzimaticamente,
ed il processo di formazione ¢ noto come glicazione. A seconda della natura di questi
primi prodotti di glicazione, si vengono a formare addotti proteici o cross-linking proteici,

dando origine agli AGE (Bucala R e Cerami A, 1992).

Alternativamente, gli AGE si possono formare o mediante reazioni di ossidazione, o a

partire da intermedi glicolitici (gliossale, metilgliossale, 3-deossiglucosone) (Figura 13).
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Figura 16. Schema della formazione degli AGE

Gli AGE possono essere assunti esogenamente, mediante il consumo di cibo ed il fumo

di sigaretta, o prodotti endogenamente: in condizioni fisiologiche infatti, gli AGE si
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formano molto lentamente mentre, in particolari condizioni di iperglicemia, insulino-
resistenza, obesita, eta, stress ossidativo e ipossia, si ha un’accelerazione del loro processo
di formazione (Yamagishi S et al, 2005).

Tuttavia, il contenuto di AGE nell’organismo non ¢ definito solo dal loro tasso di
formazione, ma anche da quello di rimozione: le cellule infatti hanno sviluppato pathway
di detossificazione contro I’accumulo di AGE come il sistema delle gliossalasi glutatione-
dipendenti, che comprende le gliossalasi (Glo) I e II, le quali giocano un ruolo chiave
nella difesa contro la glicazione ed usano il glutatione ridotto (GSH) per catalizzare la
conversione di gliossale, metilgliossale ed altri nel D-lattato, un prodotto meno tossico
(Thornalley PJ, 2003; Xue M et al, 2011). Altri sistemi enzimatici includono le ossidasi
fruttosil-ammine (FAOX) e le chinasi fruttosammine, le quali riconoscono e rompono i
prodotti di Amadori; tuttavia si ritrovano solo nei batteri, nei lieviti e nei funghi, e non
nei mammiferi (Wu X e Monnier VM, 2003).

L’eventuale accumulo di AGE ¢ associato a diverse patologie, come il diabete mellito di
tipo 2, la sindrome metabolica, le malattie cardiovascolari, I’invecchiamento ovarico, i
disordini neurodegenerativi, I’obesita e la PCOS (Yamagishi S et al, 2005; Diamanti-
Kandarakis E et al, 2007; Tatone C ¢ Amicarelli F, 2013): una volta formatisi, questi
possono danneggiare le strutture cellulari attraverso una serie di meccanismi, tra cui la
formazione di legami crociati tra le molecole chiave della membrana basale della matrice
extracellulare e I’interazione con i recettori sulle superfici cellulari, portando in questo

modo all’alterazione della funzione cellulare (Inagi R, 2011; Piperi C et al, 2012).

4.1. RAGE

Gli AGE circolano e agiscono su recettori della superficie cellulare noti come RAGE
(Recettori per gli AGE), membri della superfamiglia dei recettori immunoglobulinici:
I’interazione tra AGE e RAGE porta all’attivazione di un messaggero secondario che
innesca NF-kB, con il conseguente sviluppo di uno stato pro-infiammatorio, tossicita
cellulare ¢ danno (Kalea AZ et al, 2009).

Il RAGE ¢ un recettore transmembrana ed ¢ espresso in numerosi tessuti inclusi ovaie,
cuore, polmone e muscolo scheletrico, ma anche in monociti, macrofagi e linfociti (Basta
G, 2008). Questo recettore ¢ down-regolato in condizioni fisiologiche mentre con

I’invecchiamento la sua espressione aumenta, probabilmente a causa dell’accumulo di
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ligandi 1 quali, a loro volta, regolano, mediante feedback positivo, 1’espressione del
recettore stesso (Yan SF et al, 2007; Basta G, 2008; Kalea AZ et al, 2009).

Anche nel caso di diabete, inflammazione, aterosclerosi e PCOS, vi € una marcata
induzione di RAGE a causa dell’azione dei ligandi e dei numerosi mediatori attivati dalle
cellule inflammatorie (Diamanti-Kandarakis E et al, 2005). Nello specifico, il legame
degli AGE stimola varie vie di segnalazione, tra cui p21-Ras ed ERK (Extracellular
signal-Regulated Kinases) 1 e 2, e p38 (della famiglia delle MAPK), le quali inducono la
trascrizione del fattore nucleare NF-kB e la conseguente attivazione di geni pro-
inflammatori (Bierhaus A et al, 2005; Miyata T et al, 1994). Inoltre, I’attivazione dei
RAGE puo essere indotta direttamente, come dallo stress ossidativo mediante
I’attivazione di ossidasi NADPH-dipendenti (NOX), dalla diminuzione dell’attivazione
della superossido dismutasi (SOD), dalla catalasi e da altre pathway, od indirettamente,
tramite la riduzione delle difese cellulari antiossidanti come il GSH e 1’acido ascorbico
(Bierhaus A et al, 2005; Loughlin DT e Artlett CM, 2010; Ramasamy R et al, 2005)
(Figura 14).

Collagen crosslinking

1
.
decoy , SRAGE .- € X¥ AGEs
M l "
2 =
RAGE Extracellular space
/ .......... - Cell \
Y § T —
NADPH oxidase p21 RAS >
: i MAPK (p38)
v A\ =
ROS MAPK (ERK 1/2)
S IL-1, IL-6, IL-8
Y 'y TNF-a
CHOP
T {Transcriptionfactors | . xgﬁ;‘
v (3R ARE) Endothelin-1
\ Agoposie Nucleus :SAA(?E 1 /

Figura 17. Diagramma dell’effetto patogenetico degli AGE

Oltre al recettore normale, sono state descritte forme di RAGE prive sia del dominio
citosolico che di quello transmembrana: queste forme, secrete extracellularmente, si
ritrovano nella circolazione sanguigna e sono chiamate RAGE solubili (sSRAGE)
(Diamanti-Kandarakis E et al, 2005; Diamanti-Kandarakis E, 2006). Questi SRAGE sono
considerati recettori “buoni”, poiché possono legare gli AGE in circolo, prevenendo gli

eventi intracellulari avversi derivanti dall’interazione AGE-RAGE, infatti 1 loro livelli
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sono down-regolati nell'iperglicemia e inversamente associati alla gravita di alcune

complicanze vascolari (Basta G et al, 2006).

4.2. Fattori che inducono la produzione di AGE

I livelli di AGE nel sangue e nei tessuti dipendono da fonti endogene (reazioni chimiche)
e fonti esogene (dieta e fumo). In particolare, numerosi studi su animali € uomini hanno
mostrato come la dieta sia particolarmente importante: cibi ricchi di proteine e grassi,
come la carne, il formaggio ed il tuorlo d’uovo, sono infatti ricchi di AGE (Goldberg T
et al, 2004); inoltre, anche i metodi di cottura (ad esempio le alte temperature) aumentano
drasticamente la loro concentrazione.

Uno studio su ratti femmine ha mostrato come una dieta ad alto contenuto di AGE per 6
mesi causi un aumento dei livelli sierici di questi prodotti e della presenza di RAGE nel
tessuto ovarico; in aggiunta, ¢ stato visto che, in questi animali, i livelli di glucosio a
digiuno, di insulina e di testosterone, come anche il peso delle ovaie, risultano aumentati.
(Diamanti-Kandarakis E et al, 2007): la presenza di AGE nel tessuto ovarico, insieme ad
un profilo metabolico alterato ed a elevati livelli di testosterone, fornisce quindi prove di
un doppio effetto degli AGE assunti con la dieta sulla funzione riproduttiva e metabolica
(Merhi Z, 2013).

Il fumo ¢ un’altra fonte esogena di AGE, i1 quali sono presenti negli estratti acquosi del
tabacco e nel fumo di tabacco in una forma che puo rapidamente reagire con le proteine:
¢ stato infatti visto che i livelli sierici di AGE nei fumatori sono significativamente piu

elevati rispetto ai non fumatori (Cerami C et al, 1997).

4.3. Correlazione tra AGE e aspetti della PCOS

4.3.1. AGE e insulino-resistenza

Storicamente la PCOS ¢ stata definita come un disordine dovuto ad un eccesso di
androgeni; tuttavia, recenti studi hanno identificato come anche I’insulino-resistenza
contribuisca in maniera significativa allo sviluppo della patologia: infatti, circa il 50-70%
delle donne con PCOS presenta un certo grado di resistenza all’insulina, la quale ¢
definita come uno stato in cui ¢ richiesta una maggiore quantita di insulina rispetto al
normale per ottenere una risposta appropriata (Diamanti-Kandarakis E, 2006). Oltre a
contribuire all'iperandrogenismo associato alla PCOS, l'insulino-resistenza ¢ anche legata

allo sviluppo di una compromessa tolleranza al glucosio e di diabete mellito di tipo 2
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(Legro RS et al, 1999), sia nelle donne obese che in quelle non obese affette da PCOS
(Dunaif A et al, 1989).

Sebbene diversi studi abbiano dimostrato una correlazione tra i livelli di insulina a
digiuno e la concentrazione di androgeni, non ¢ chiaro se l'iperandrogenismo sia il
risultato dell'iperinsulinemia o viceversa (Burghen GA et al., 1980): sia il fattore di
crescita insulino-simile 1 (IGF-1) che 1'insulina sono potenti stimolatori della produzione
di androgeni ovarici, un'azione probabilmente mediata dal recettore dell'insulina
(Burghen GA et al., 1980; Barbieri RL et al., 1988); inoltre, & possibile che 1'aumento dei
livelli di insulina circolante potenzi 1'effetto dell'ormone luteinizzante (LH) sulle cellule
della teca ovarica. Un altro meccanismo del possibile iperandrogenismo osservato nella
PCOS ¢ l'inibizione insulino-mediata della globulina legante gli ormoni sessuali, che
determina un aumento degli androgeni non legati disponibili per il rilascio a livello dei
tessuti bersaglio (Lindstedt G et al, 1991).

Poiché lo stress ossidativo e l'inflammazione sono strettamente associati alla resistenza
all'insulina, ¢ ipotizzabile che il sistema AGE-RAGE possa svolgere un ruolo nella
patogenesi dell'insulino-resistenza osservata nella PCOS (Unoki H e Yamagishi S, 2008),
indipendentemente dai livelli di glucosio circolanti, dal peso e dalla over-
nutrizione/obesita. Uno studio condotto da Cai et al. ha infatti identificato gli AGE come
un fattore di rischio per la resistenza all’insulina indipendente dall’over-nutrizione nei
topi non obesi (Cai W et al, 2012), con tale insulino- resistenza che si manifestava prima
delle alterazioni dei livelli di glucosio nel sangue. Un altro studio dimostra come i topi
obesi knock-out per RAGE (RAGE -/-) presentino un indice di valutazione del modello
di omeostasi (HOMA, utilizzato per quantificare I’insulino-resistenza e la funzionalita
delle cellule beta delle isole pancreatiche) superiore rispetto ai topi RAGE +/+ obesi
(Leuner B et al, 2012). Inoltre, un recente lavoro su donne in sovrappeso ha riportato che
una dieta a basso contenuto di AGE migliora la sensibilita all'insulina (Mark AB et al,
2013).

4.3.2. AGE e obesita

Circa il 30-75% delle donne con PCOS ¢ obesa (Ehrmann DA, 2005) e tali pazienti
presentano una maggiore probabilita di subire conseguenze piu gravi della PCOS, quali
iperandrogenismo e sindrome metabolica, rispetto alle pazienti con un BMI normale
(Kirchengast S e Huber J, 2001; Norman RJ et al., 2004); inoltre, ¢ stato dimostrato che

una modesta perdita di peso regola le mestruazioni, migliora le prestazioni riproduttive e
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l'irsutismo, riduce i livelli sierici di androgeni e di insulina e migliora I’indice di
sensibilita all'insulina nelle donne con PCOS (Norman RJ et al., 2004). In aggiunta, la
distribuzione e la morfologia del tessuto adiposo sembrano fornire un contributo
significativo alla fisiopatologia alla base della PCOS: la maggior parte delle donne affette
presenta, infatti, una distribuzione addominale del tessuto adiposo (obesita centrale)
indipendente dal BMI, il che ¢ un effetto probabilmente associato all’elevata quantita di
androgeni circolanti (Kirchengast S e Huber J, 2001).

Gli AGE, inoltre, sono direttamente correlati con la fisiologia degli adipociti (Jia X et al,
2012): usando linee cellulari derivanti dal tessuto adiposo (3T30LI) ¢ stato dimostrato
che gli AGE, in particolar modo il metilgliossale, stimolano 1’adipogenesi.

Le donne obese presentano anche concentrazioni significativamente piu basse sia di
sRAGE che di adiponectina (Vazzana N et al, 2012), confermando le precedenti scoperte
per le quali il livello di SRAGE ¢ direttamente correlato con quello adiponectina, ovvero
un ormone proteico che modula alcuni processi metabolici, inclusa la regolazione del
glucosio ed il catabolismo degli acidi grassi, sia in soggetti diabetici che non diabetici
(Choi KM et al, 2009). Oltre a cio, ¢ interessante notare che la perdita di peso indotta
dalla dieta aumenta i livelli sierici di SRAGE del 150% (Vazzana N et al, 2012).

4.3.3. AGE e infiammazione

Gli AGE circolanti, come i derivati del metilgliossale, sono correlati con gli indicatori
dell’inflammazione, quali la proteina C reattiva, CRP, e con lo stress ossidativo (Uribarri
J et al, 2007). Inoltre, I’accumulo di AGE nei tessuti induce stress ossidativo cellulare e
promuove I’inflammazione, aumentando in questo modo la vulnerabilita dei tessuti
bersaglio alle lesioni (Vlassara H et al, 2002). La restrizione dietetica di AGE, infatti, ¢
associata ad una significativa riduzione dei markers infiammatori, come CRP plasmatica,
TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) ¢ VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1)
(Uribarri J et al, 2011).

In uno studio con topi privi di RAGE, ¢ stato osservato che 1’assenza di questo recettore
protegge i topi dalla peritonite multibatterica letale e dalla sepsi causata dalla legatura e
dalla puntura dell’intestino cieco (Liliensiek B et al, 2004), mentre il recettore SRAGE si
¢ mostrato in grado di ridurre con successo la risposta inflammatoria in numerosi modelli

(Park L et al, 1998; Bucciarelli LG et al, 2002).

47



4.3.4. Sistema AGE-RAGE sierico ed ovarico nella PCOS

Le donne insulino-resistenti con PCOS senza iperglicemia presentano elevati livelli
sierici di AGE e dell’espressione di RAGE nei monociti circolanti (Diamanti- Kandarakis
E et al, 2005). Inoltre, i livelli sierici di AGE sono positivamente correlati ai livelli di
testosterone e di androgeni liberi, all’insulina, al’HOMA e al rapporto vita-fianchi
(Burghen GA et al, 1980).

Un altro studio ha mostrato che I’incremento dei livelli sierici di AGE ¢ un tratto
distintivo delle donne magre non insulino-resistenti, suggerendo che gli AGE sierici sono
elevati nella PCOS indipendentemente dalla presenza dell’insulino-resistenza (Diamanti-
Kandarakis E et al, 2008).

Recenti studi hanno inoltre dimostrato che i RAGE e le proteine AGE-modificate sono
espresse nel tessuto ovarico umano (Fuji EY e Nakayama M, 2010; Tatone C e Amicarelli
F, 2013): nello specifico, le donne con PCOS presentano un aumento dell’espressione di
AGE e RAGE negli strati di cellule della teca e della granulosa, rispetto alle donne sane
(Diamanti-Kandarakis E et al, 2007).

4.4. Disfunzione ovarica collegata agli AGE

Diamanti-Kandarakis et al. hanno dimostrato che il sistema AGE-RAGE potrebbe essere
il responsabile del fallimento dell’ovulazione caratteristico della PCOS: in un modello di
linee cellulari umane di granulosa, hanno osservato che gli AGE

interferiscono in vitro con 1’azione dell’LH portando ad una continua e anormale
attivazione della pathway ERKI1/2, la quale ¢ importante per il normale sviluppo
follicolare e per I’inizio del processo di ovulazione; questa inappropriata attivazione ¢
parzialmente responsabile dello sviluppo follicolare alterato e quindi della disfunzione
ovulatoria associata alla PCOS (Diamanti-Kandarakis E et al, 2013). Piperi et al. hanno
ipotizzato che gli AGE all’interno dell’ovaio alterino il metabolismo del glucosio e la
follicologenesi: mediante studi in vitro hanno infatti osservato che I’albumina umana
glicata (HGA, ricca di AGE) inibisce la fosforilazione di Akt mediata dall’insulina e
riduce significativamente la traslocazione di GLUT4 (trasportatore del glucosio) dal
citoplasma alla membrana delle cellula della granulosa, concludendo che gli AGE
potrebbero essere i responsabili della riduzione dell’uptake di glucosio da parte delle
cellule della granulosa, con conseguente alterazione della crescita follicolare (Piperi C et

al, 2013) (Figura 15).
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Figura 18. Meccanismo di riduzione dell’up-take di glucosio mediato dagli AGE

E stata inoltre documentata la relazione tra il sistema AGE-RAGE e I’infertilita:
complessivamente, la letteratura fino ad oggi indica che gli AGE hanno un impatto
negativo sull'esito riproduttivo nelle donne sottoposte ad ART (Assisted Reproduction
Technology); inoltre, elevati livelli di AGE nelle donne senza PCOS sembrano essere
correlati alla diminuzione della riserva ovarica ed alla follicologenesi funzionalmente
anormale.

Al contrario, la quantita di SRAGE ¢ positivamente correlata con il numero di ovociti
recuperati, con il tasso di gravidanza e con i livelli di AMH (ormone anti- Mulleriano)
nel fluido follicolare (Merhi Z, 2013) (Figura 16).

11 significato patologico di queste molecole infiammatorie di AGE, dannose per la salute
dei follicoli, richiede chiaramente ulteriori indagini, ma l'individuazione di AGE specifici
potrebbe offrire potenziali opzioni terapeutiche per il trattamento della diminuita risposta

ovarica.
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Figura 19. Correlazione tra il sistema AGE-RAGE e PCOS ed infertilita
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PARTE 1
5. SCOPO DELLA TESI

Come riportato nella parte introduttiva, sebbene i meccanismi patogenetici non siano stati
ancora pienamente compresi, € noto che lo stress ossidativo rivesta un ruolo cruciale nella
sindrome dell’ovaio policistico (PCOS). Nell’ultima decade ¢ stato dimostrato che i
prodotti finali della glicazione avanzata (AGE) sono coinvolti nella PCOS. La glicazione
¢ una reazione spontanea non enzimatica tra alcuni zuccheri e i gruppi amminici liberi
delle proteine, del DNA e dei lipidi che forma come prodotto finale gli AGE. Il piu
potente precursore degli AGE ¢ il metilgliossale (MG), un composto dicarbonilico a basso
peso molecolare che deriva dai processi metabolici. Il MG reagisce con i residui di
arginina per formare gli idroimidazoloni e I’argpirimidina, qui definiti come MG-AGE.
La detossificazione intracellulare degli MG-AGE dipende dall’attivita del sistema delle
gliossalasi che comprende gliossalasi 1 (GLOI1) e gliossalasi 2 (GLO2). L’accumulo
dell’MG potrebbe, quindi, derivare da un aumento del metabolismo glicolitico (come nel
diabete), da una riduzione dell’attivita e/o dell’espressione delle gliossalasi (come per es.
nell’aging). L’accumulo di MG influenza le proteine mitocondriali e aumenta gli AGE,
che possono attivare una pathway di segnalazione pro-ossidante mediata da recettore.
Quindi, lo stress ossidativo ¢ considerato un importante aspetto del cosiddetto stress
glicativo (Rabbani and Thornalley, 2015). Numerose evidenze supportano il ruolo
dell’MG nella PCOS (Diamanti-Kandarakis et al, 2007). Un recente lavoro di Di Emidio
etal. (2019) ha dimostrato che nel topo la dieta supplementata con MG incrementa i livelli
sierici di androstenedione, suggerendo un ruolo di MG e degli AGE nello stato
iperandrogenico associato alla PCOS. Nello stesso modello ¢ stato, inoltre, osservato che
lo stress glicativo indotto da MG nella gonade femminile coinvolge il network di SIRTI.
Questo enzima NAD"-dipendente con attivita deacetilasica svolge un ruolo chiave nella
follicologenesi attraverso la regolazione della biogenesi mitocondriale, delle difese
antiossidanti e dell’omeostasi energetica (Tatone et al, 2018).

In questa parte del lavoro di tesi abbiamo ipotizzato che lo stress glicativo indotto da MG
costituisca un aspetto importante del fenotipo ovarico della PCOS e abbiamo investigato
se questa condizione ¢ associata con la deregolazione del network di SIRT1 attraverso la
regolazione della fisiologia mitocondriale e della sopravvivenza cellulare. A questo
scopo, abbiamo sviluppato un modello di PCOS indotto da DHEA

(deidroepiandrosterone) in topi CD-1. Il fenotipo tipico della PCOS ¢ stato confermato
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analizzando differenti parametri come la popolazione follicolare, la fibrosi ovarica, la
dislipidemia, il ciclo estrale, I’ovulazione, la qualita ovocitaria e lo stress ossidativo.

Lo stress glicativo ¢ stato dimostrato attraverso la valutazione dell’accumulo di MG-AGE
nelle ovaie. In particolare, ci siamo focalizzati sull’argpirimidina, un MG-AGE, che ¢
noto essere correlato con disfunzioni ovariche nel topo e nell’uomo. Tra le proteine che
mediano 1’azione SIRT1-dipendente sul mitocondrio, un ruolo importante ¢ rivestito da
PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1 alpha), dalla
SOD2 (superossido dismutasi 2) e da SIRT3, cosi come dalle proteine mitocondriali
TFAM (mtTFA), che ¢ un effettore a valle dell’asse SIRT1/PGCla e un marker indiretto
del numero di mitocondri (Tang, 2012; Fulco e Sartorelli, 2008). In condizioni di stress,
SIRT1 coopera con la protein chinasi attivata da AMP (AMPK) per ristabilire il bilancio
energetico o per promuovere la morte cellulare. A tal fine, abbiamo indagato se nelle
ovaie PCOS murine ’attivazione dell’asse di SIRT1/AMPK potesse essere associato con
una aumentata autofagia, un tipo di morte cellulare recentemente riscontrata nelle ovaie

PCOS (Li et al 2018, 2019).
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6. MATERIALI E METODI

6.1. Animali

Il disegno sperimentale prevedeva I'utilizzo di 2 gruppi di topi femmina CD1 di 3-4
settimane (Charles River Italia), peso corporeo 20-21 g, denominati rispettivamente
CTRL e DHEA. Il modello murino di PCOS ¢ stato ottenuto attraverso la
somministrazione di DHEA (deidroepiandrosterone) (Walters KA et al, 2012). Il primo
gruppo (CTRL) ¢ stato sottoposto a somministrazione sottocutanea di 100 ul di EtOH-
olio di sesamo ed a somministrazione orale, tramite gavage gastrico, di 100 pl di acqua;
il secondo gruppo (DHEA) ¢ stato sottoposto a somministrazione sottocutanea di 100 pl
di DHEA (6 mg/100 g di peso corporeo in EtOH-olio di sesamo) ed a somministrazione
orale, tramite gavage gastrico, di 100 pl di acqua. I topi di ciascun gruppo ricevevano
quindi il trattamento per 20 giorni consecutivi; il giorno successivo all’ultima
somministrazione, i topi erano sottoposti al controllo del peso e sacrificati mediante
overdose inalatoria di CO; (10-30%), seguita da dislocazione cervicale. Le ovaie erano
prelevate e conservate con diverse modalita, come indicato nelle successive fasi

sperimentali.

6.2. Determinazione del ciclo estrale

Per monitorare 1’efficacia del DHEA nell’indurre il fenotipo caratteristico della PCOS,
analisi dello striscio vaginale erano effettuate quotidianamente a partire dal settimo
giorno dopo la prima iniezione di DHEA. Le cellule vaginali recuperate erano osservate
a fresco al microscopio ottico (Marcondes et al, 2002) e la fase del ciclo era attribuita
secondo 1 seguenti criteri: proestro, caratterizzato dalla predominanza di cellule epiteliali
nucleate; estro, caratterizzato dalla presenza di cellule cornificate anucleate; metaestro,
caratterizzato da una stessa proporzione di leucociti, cellule cornificate anucleate e cellule

epiteliali nucleate; diestro, caratterizzato dalla predominanza di leucociti.

6.3. Induzione della superovulazione e raccolta ovociti

Per ottenere ovociti maturi allo stadio di MII, 48 ore dopo I’ultima somministrazione di
DHEA, i topi ricevevano un’iniezione intraperitoneale di 10 [U di PMSG (Gonadotropina
Sierica di Cavalla Gravida) (Folligon; Intervet International), seguita da un’iniezione
intraperitoneale di 10 IU di hCG (Gonadotropina Corionica Umana) (Profasi HP 2000;

Serono) per I’induzione della superovulazione (Di Emidio et al, 2019); 15 ore dopo la
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somministrazione di hCG, 1 topi venivano sacrificati e i complessi ovocita-cellule del
cumulo prelevati dalle ampolle ed esposti a 0.3 mg/ml di ialuronidasi per 1’isolamento

degli ovociti in MIL.

6.4. Colorazione con Ematossilina-Eosina, conta e classificazione dei follicoli

Una parte delle ovaie era fissata in paraformaldeide (PFA) al 3.7% in PBS (Bio-Optica)
per 12-16 ore per la colorazione con Ematossilina-Eosina (H&E), disidratata in
concentrazioni crescenti di alcol, diafanizzata in xilene ed inclusa in paraffina. I campioni
erano poi tagliati al microtomo in sezioni da 6 um. Le sezioni deparaffinate e trattate con
Bio-clear (Bio Optica) e concentrazioni decrescenti di alcol venivano colorate con H&E
(Bio Optica) ed osservate al microscopio ottico. La classificazione e il conteggio dei
follicoli erano effettuate contando almeno tre sezioni seriali (circa 20 sezioni per ovaio)
distanziate ~50 um. I follicoli erano classificati come normali o degenerati (atresici). |
follicoli normali presentavano la membrana basale intatta, assenza di corpi picnotici nel
nucleo, ed assenza di degenerazione ovocitaria. | follicoli normali erano classificati, in
accordo con Gougeon, in:(i) follicoli primordiali, ovociti circondati da un singolo strato
di cellule piatte della granulosa; (ii) follicoli primari, ovociti circondati da un singolo
strato di cellule della granulosa cuboidali; (iii) follicoli secondari, con almeno due strati

di cellule della granulosa; (iv) follicoli antrali, con sviluppo della cavita antrale.

6.5. Colorazione tricromica di Heidenhain

Le sezioni ovariche erano processate per la colorazione tricromica in accordo con le

istruzioni del kit utilizzato (Electron Microscopy Sciences).

6.6. Immunofluorescenza

Per le analisi in immunofluorescenza, una parte delle ovaie era fissata in PFA 3.7% (Bio
Optica) o immersa in azoto liquido e conservata a -80 °. Dopo lavaggio con PBS, le
sezioni ovariche erano incubate con i seguenti anticorpi primari: anticorpi policlonali di
coniglio anti-173-HSD4, anti-TOMM?20 (rispettivamente 1:100 e 1:400) (ThermoFisher
Scientific) e anti-Von Willebrand Factor (vWF) (1:500) (Dako), tutti diluiti in 3% BSA
in PBS, per 1 ora a TA; anticorpo monoclonale anti a-SMA (Alpha Smooth Muscle
Actin,1:500, Abcam), diluito utilizzando un kit specifico (M.O.M mouse IgG blocking
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reagent; Vector Laboratories) in accordo con le istruzioni del produttore. Dopo il lavaggio
con PBS, venivano effettuate le incubazioni con gli anticorpi secondari (1:2000, anti
rabbit [gG Alexa Fluor 633, Molecular Probes; 1:3000, anticorpo biotinilato anti-topo
IgG ,VECTOR), rilevato con Fluorescein Avidin DCS. Per la colorazione con il BODIPY
le sezioni ovariche erano incubate con 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil4-boro-3a,4a-
diazasindacene (1 pg/ml, BODIPY 493/503 Molecular Probes, Invitrogen), per 10 minuti,
a TA. Infine, le sezioni venivano montate con Vectashield Mountaing Medium con DAPI
(Vector Laboratories) ed esaminate al microscopio confocale Leica TCS SP5
(Mannheim). I controlli negativi erano preparati senza I’aggiunta dell’anticorpo primario,
utilizzando 3% BSA o con il diluente M.O.M. La quantizzazione dell’intensita del
segnale fluorescente ¢ stata effettuata mediante ImageJ 1.44p in accordo con Jansen

(2013).

6.7. Immunoistochimica

Le sezioni ovariche deparaffinate e idratate erano bollite in buffer citrato (10mM pH, 6.1
Bio-Optica) in microonde a 720W (3 cicli di 3 minuti ciascuno) per aumentare
I’immunoreattivita e successivamente trattate per il blocco delle perossidasi endogene
(Dako). Successivamente erano incubate con M.O.M mouse IgG blocking reagent
overnight a 4°C. In seguito, erano incubate con anticorpo di topo anti-MG-AGE (Arg-
Pyrimidine, AGE06B, BioLogo, 1:100) o anticorpo di coniglio anti 4-HNE (4
Hydroxynonenal, ab46545, Abcam, 1:100) diluito in M.O.M per 30 minuti. MG-AGE ¢
4-HNE erano rivelati tramite gli anticorpi secondari come descritto nella sezione
precedente. La quantizzazione dell’intensita del segnale ¢ stata effettuata mediante

ImagelJ 1.44p in accordo con Varghese et al. (2014).

6.8. Western Blot analisi

Una parte delle ovaie conservate a -80°C era processata per ’estrazione proteica. Il
tessuto ovarico era omogenizzato mediante potter in RIPA buffer (Tris-HCI pH 7,5
25mM; NaCl 150mM; 1% Nonidet P-40; EDTA pH 8 1mM; H20; PMSF 1mM; Sodio
Ortovanadato 1mM; inibitori delle proteasi) e sottoposto a cicli di

congelamento/scongelamento in azoto liquido; tutti i campioni erano quindi centrifugati

55



(14.000 rpm per 90 minuti a 4°C) ed il surnatante recuperato per l’analisi proteica.
La concentrazione delle proteine era determinata attraverso il metodo BCA (Pierce)
utilizzando BSA come standard. I campioni proteici erano separati mediante SDS-PAGE
e trasferiti su una membrana di polivinilidene difluoride (Sigma-Aldrich). I siti di legame
non specifici venivano bloccati per 1 ora a TA con latte in polvere privo di grassi al 5%
(Bio-Rad Laboratories) in tampone tris-salino contenente lo 0.05% di Tween 20 (TBS-
T). Le membrane erano quindi incubate con anticorpi primari policlonali di coniglio anti-
SIRT1 (Ab12193, Abcam, 1:700), anti-SIRT3 (Ab86671, Abcam,1:500), anti-SOD2
(Ab86087, Abcam, 1:1000), anti-GLO1 (MA1-13029, Thermo Fisher, 1:400), anti-GLO?2
(Ab154108, Abcam, 1:500), anti PGCla (SC-13067, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
1:500), anti-17B-HSD (SC-373902, Santa Cruz Biotechnology Inc., 1:1000), anti- PGCla
(SC-13067, Santa Cruz Biotechnology Inc., 1:500), anti-RAGE (PAI-075, ThermoFisher
Scientific, 1:750), anticorpo monoclonale anti-argpirimidina (AGE06B, BioL.ogo;1:250),
anti-mtTFA (SC-166995, Santa Cruz, 1:250), anti 17p-HSD4 (PA5-21522,
ThermoFisher Scientific, 1:250), anti AMPKal (AB-84049, Immunological Sciences,
1:500), anti phospho-AMPKa1 (S487, ABP-0619. Immunological Sciences, 1:500), anti-
LC3A/B (AB-83557, Immunological Sciences, 1:500), anti p-62 (AB-83779,
Immunological Sciences, 1:500) o anti-GAPDH (TA802519,0riGene Technologies Inc.,
1:750) overnight a 4°C; successivamente ¢ stata effettuata 1’incubazione con perossidasi
(HRP) coniugata ad anticorpi secondari anti-coniglio (BA1054, Boster Biological
Technology Co., 1:3000) o anti-topo (Ab6728, Abcam, 1:2000) per 1 h a TA.

In seguito a lavaggio, gli specifici complessi immunoreattivi erano rilevati mediante ECL
kit (Thermo Scientific, Waltham) ed Uvitec Cambridge system (Alliance series). Le
bande venivano normalizzate rispetto alla GAPDH e valutate mediante 1’analisi del valore
medio dell’intensita dei pixel attraverso il software ImageJ 1.44p (JAVA); i valori erano

riportati come unita relative (RU). Ciascun esperimento era effettuato in triplicato.

6.9. Analisi della distribuzione del DNA e della configurazione del fuso di ovociti
MII maturati in vivo

Gli ovociti in MII erano fissati per I’immunofluorescenza e marcati con anticorpo
primario di topo anti-a-tubulina (T9026, Sigma Aldrich, 1:200) overnight a 4°C e con
anticorpo secondario coniugato con Alexa 594 (A90-137D4, Bethyl Laboratories Inc.,

1:500) per 1 h a TA. La colorazione della cromatina veniva effettuata usando 5 pg/ml di
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Hoecst 33342 (Sigma-Aldrich) per 5 minuti a TA. Nel controllo negativo non era
aggiunto anticorpo primario. Gli ovociti erano poi montati su vetrino e analizzati con

microscopio ad epifluorescenza a 100x.

6.10. Analisi statistica

Le analisi erano eseguite utilizzando il software Sigma Stat (Jandel Scientific
Corporation). Tutti i dati venivano presentati come media £ SEM. L’analisi statistica era
effettuata mediante One-Way ANOVA e comparazione multipla Holm-Sidak. Valori di

P < 0.05 indicavano differenze statisticamente significative.

57



7. RISULTATI

7.1. Analisi del fenotipo PCOS nel topo DHEA

Il ciclo estrale dei due gruppi sperimentali ¢ mostrato in figura 20 (a). La maggior parte
dei topi di controllo (80%) mostrava un ciclo normale, mentre tutti i topi del gruppo
DHEA erano completamente aciclici e rimanevano allo stadio di estro. Non erano
riscontrate differenze significative nel peso dei gruppi come mostrato in figura 20 (b).
L’esame istologico delle ovaie DHEA mostrava una perdita di stroma corticale e di
midollare rispetto al gruppo di controllo (figura 20 c,d). Quest’ultimo presentava una
normale organizzazione istologica tipica di un ovaio murino con corticale esterna ricca di
follicoli ovarici in sviluppo, corpi lutei e follicoli atresici interposti tra gli elementi
stromali e le cellule interstiziali ghiandolari. Il gruppo trattato presentava, invece,
cambiamenti nella struttura istologica dell’ovaio. La popolazione di follicoli primordiali,
primari, secondari ed antrali appariva normale per densita e morfologia. Erano osservati
evidenti corpi lutei, occasionalmente con infiltrazione di cellule del sangue. Erano
evidenziate, inoltre, strutture simili a cisti con cellule tecali luteinizzate. L analisi della
popolazione follicolare nei topi DHEA rivelava un aumento significativo nei follicoli
atresici (figura 20 e) rispetto al controllo.

Come mostrato in figura 21 (a,b), la valutazione microscopica delle ovaie DHEA,
sottoposte a colorazione tricromica, evidenziava un aspetto fibrotico della corticale
ovarica. In particolare, la parete dei follicoli secondari ed antrali evidenziava una
distribuzione di collagene concentrica, piu intensa rispetto al controllo. Un’intensa
colorazione per il collagene era inoltre ritrovata in corpi lutei di media grandezza.

Come evidenziato dalla colorazione con H&E, ’infiltrazione di cellule del sangue era
diffusamente presente nei corpi lutei delle ovaie DHEA.

La colorazione simultanea per vVWF (colorazione verde, marker delle cellulle endoteliali)
e a-SMA (colorazione rossa, maker dei periciti) era utilizzata per la valutazione dei vasi
sanguigni ovarici. Sia nel gruppo di controllo che nel DHEA, vWF non era co-localizzato
con a-SMA. (figura 21 c-f). La rete endoteliale era localizzata nello strato tecale di
follicoli ovarici, e in particolare nei follicoli antrali di entrambi i gruppi. Nelle ovaie
DHEA, le cellule endoteliali erano diffusamente localizzate nei corpi lutei, strettamente

associate alle cellule luteali come nei follicoli atresici. Gruppi di periciti erano trovati
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nella parete follicolare e luteale. Una colorazione diffusa era osservata nello stroma
ovarico, specialmente nelle ovaie DHEA. Complessivamente sia vVWF che a-SMA erano
piu espressi delle ovaie DHEA.

La marcatura del BODIPY dopo somministrazione di DHEA era piu evidente che nel
controllo (figura 21 1,1). Mentre nel controllo le particelle lipidiche erano visibili come
spot puntiformi nello stroma, follicoli e corpi lutei, le ovaie DHEA mostravano una
maggiore presenza di goccioline lipidiche. La colorazione con anticorpo anti-178-HSD
risultava pitu marcata nelle ovaie DHEA rispetto al controllo (figura 21 g,h). Quest’ultimo
presentava una diffusa e leggera colorazione nello stroma ovarico, piu evidente nel
compartimento della teca dei follicoli antrali e nei corpi lutei. Le ovaie DHEA mostravano

un’intensa colorazione sulla superficie dell’epitelio ovarico.
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Figura 20. Ciclo estrale, peso corporeo, morfologia ovarica nel topo. (a) Ciclo estrale rappresentativo di
topi dal gruppo di controllo e DHEA. (b) Peso corporeo. (¢c-d) Colorazione con H&E rappresentativa di
sezione ovarica di CTRL (c¢) e DHEA (d) Colorazione in H&E di sezione ovarica e) Follicoli atresici.
**P<0.001, t-test.
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Figura 21. Immagine rappresentativa di colorazione tricromica nel CTRL (a) ¢ DHEA (b). (c-f)
Immunolocalizzazione di vWF(verde) e alpha smooth muscle actin (rosso) nelle sezioni ovariche CTRL
(c,¢’ and e,e’) e DHEA (d,d’ and f, f*). (g-h) Immunolocalizzazione di 17betaHSD4 (rosso) nelle sezioni
ovariche di CTRL (g) ¢ DHEA (h). Immunocolorazione di particelle lipidiche con BODIPY 493/503
(verde) nelle sezioni ovariche di CTRL (i) e DHEA (). (¢-1) Il DNA ¢ colorato con DAPI (blu).
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7.2. Il DHEA induce disfunzioni ovulatorie durante la superovulazione e
influenza negativamente la qualita ovocitaria

Come riportato nella tabella 3, la somministrazione di DHEA influenzava negativamente
il numero di ovociti ovulati per topo dopo la stimolazione ovarica con gonadotropine.
Inoltre, nei topi DHEA si osservava un aumento del numero di ovociti degenerati.
L’analisi dell’assetto metafasico evidenziava effetti negativi del DHEA sul fuso e
sull’organizzazione cromosomica. Questo era classificato come ‘normale’, quando i
microtubuli erano organizzati in un fuso bipolare in associazione con una regolare
organizzazione dei cromosomi sulla piastra metafasica, o ‘aberranti’, se la lunghezza
delle fibre del fuso appariva ridotta o si evidenziavano cromosomi sparsi, decondensati o
disorganizzati (figura 22) (Liu et al, 2002). In accordo con questa classificazione, i nostri
dati mostravano che la percentuale di ovociti MII ‘normali’ diminuiva di circa il 40% nel

gruppo DHEA rispetto al gruppo di controllo (tabella 3).

Tabella 3. Effetto del DHEA su funzione ovulatoria e qualita ovocitaria. **P<0.01, t-test.

CTRL (media + SEM) DHEA (media =+ SEM)

No. di ovociti per topo 174+ 1.0 10.8 £ 1.0 **
Ovociti in MII (%) 92.1+1.2% 86.4+3.9%

Ovociti MII con piastra metafasica normale (%) 77.2+4.0% 44.0 +7.5% **
Ovociti degenerati (%) 8.0+1.2% 13.6 £3.9%
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Figura 22. Immagine rappresentativa di piastra MII osservata in ovociti dal gruppo di controllo (a—a") e
DHEA (b-b") in seguito a induzione di superovulazione. Il fuso ¢ colorato con a-tubulina (rosso) e i
cromosomi sono colorati con hoechst 33342 (blu).

7.3. Le ovaie di topi DHEA presentano stress glicativo

Le analisi di immunoistochimica rivelavano un aumento della marcatura degli MG-AGE
nelle ovaie DHEA. I risultati ottenuti nelle ovaie di controllo mostravano una scarsa
immunoreattivita nelle cellule della granulosa da follicoli primari, preantrali e antrali,
cosi come nelle cellule del cumulo, negli ovociti e nei vasi. Tuttavia, bassi livelli di MG-
AGE potevano essere osservati nelle cellule stromali. Al contrario, le sezioni ovariche
del gruppo DHEA mostravano una colorazione di MG-AGE intermedia negli ovociti e
una intensa immunoreattivita nelle cellule luteali, nei vasi e nelle cellule stromali (figura
23 a-d). Queste osservazioni erano confermate dalla comparazione delle bande
immunoreattive nei gruppi DHEA e controllo (figura 23 e). L’accumulo di MG-AGE era
supportato dall’osservazione di aumentata espressione di RAGE nelle ovaie di topi
DHEA (figura 23 g).

Per studiare 1’efficacia del sistema di detossificazione di MG, veniva valutata
I’espressione delle proteine GLO 1 e GLO2; GLOI risultava significativamente ridotta
nelle ovaie DHEA in confronto al controllo, dove, al contario, risultavano aumentati i

livelli di GLO2 (figura 24).
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Figura 23. Immagini rappresentative dell’immunolocalizzazione MG-AGE nelle ovaie dei gruppi controllo
(a, b) e DHEA (c,d) . Analisi in Western blot di MG-AGE (e) e RAGE (g) e immagini rappresentative (f).
I dati sono presentati come media + SEM di analisi densitometriche di bande immunoreattive normalizzate
con GAPDH). *P<0.05; ***P<0.001, t-test.

64



e
- - 1 - *%% N -
33 35
U ) 0,5 | Q_\ O ) I
0 , 0 J ,
CTRL DHEA CTRL DHEA

GLO2 E 29 kDa
GLO1 [ 55| 24 kDa

GAPDH ﬁ 37 kDa

CTRL DHEA

Figure 24. Analisi in Western blot di GLO1 (a) e GLO2 (b) e immagini rappresentative di bande
immunoreattive (c¢). I dati sono presentati come mediat SEM di analisi densitometriche di bande
immunoreattive normalizzate con la proteina (GAPDH). ***P < (.001, t-test.

7.4. Il network di SIRTI che regola la fisiologia mitocondriale e alterato nelle
ovaie DHEA

Per capire in che modo la PCOS, indotta dalla somministrazione di DHEA, era associata
con la deregolazione di SIRT1 nella regolazione della fisiologia mitocondriale, erano
valutati i livelli di SIRT1 e delle sue proteine mitocondriali nei gruppi controllo e DHEA.
I dati riportati in figura 25 mostravano un aumento di SIRT1 nel gruppo trattato con
DHEA. Inoltre, si evidenziava una up-regolazione delle proteine mitocondriali SIRT3 e
SOD2 e una diminuzione di PGC1-a, maggiore regolatore della biogenesi e funzionalita
mitocondriale, e di mtTFA, che riflette il contenuto di mtDNA e quindi, il numero di
mitocondri. Quest’ultima osservazione ¢ supportata anche dalle analisi al microscopio
confocale che, utilizzando la colorazione con TOMM20, mostrava una riduzione per i

trasportatori mitocondriali nelle ovaie DHEA. (figura 25)
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Figura 25. Analisi in Western blot di SIRT1 (a), SIRT3 (b), PGCla (¢), mtTFA (d) e SOD2 (e) e
immagini rappresentative di bande immunoreattive (f). I dati sono presentati come media + SEM di
analisi densitometrica di bande immunoreattive normalizzate con la proteina (GAPDH). ***P<0.001,
**p<0.01, *P<0.05, t-test.
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Figura 26. Colorazione con TOMM20 (rosso), un trasportatore mitocondriale, nei topi CTRL (a, a’) e
DHEA (b,b”). Il DNA ¢ colorato con DAPI (blu).

7.5. L’AMPK e [’autofagia aumentano nelle ovaie dei topi DHEA

Essendo nota la cooperazione di SIRT1 con la protein chinasi attivata da AMP (AMPK)
nella regolazione della sopravvivenza cellulare, veniva esaminata I’ipotesi che nelle ovaie
DHEA I’attivazione di questa chinasi sia associata all’aumento dell’autofagia. Come
mostrato in figura 27, nei topi DHEA veniva rilevata una maggiore espressione sia della
forma attiva (fosfo-AMPK) che della AMPK totale (figura 27 a,b). Inoltre, un aumento
del rapporto fosfo-AMPK/AMPK totale (figura 27c) confermava [’incremento
nell’attivazione di questo enzima nelle ovaie DHEA. Era osservato inoltre, che le ovaie

DHEA mostravano i piu alti livelli proteici di LC3II e piu bassi livelli di P62 quando
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comparate con il controllo. Questa condizione era considerata come evidenza

sperimentale di aumento di autofagia (Jiang, Mizushima.,2015; Yoshii et al.,2017).
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Figura 27. Analisi in Western blot di p-AMPK (a), AMPK (b), rapporto p-AMPK/AMPK (c), LC3II (e) e
p62 (e) e immagini rappresentative di bande immunoreattive(d). I dati sono rappresentati come media +
SEM di analisi densitometrica di bande immunoreattive normalizzate con la (GAPDH). ***P<0.001,
**P<0.01, *P<0.05, t-test.
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8. DISCUSSIONE

Come € emerso recentemente, un aumento di AGE ha un ruolo chiave nelle disfunzioni
ovariche e nella riduzione della fertilita associata alla PCOS. Tuttavia, il ruolo specifico
del MG, noto come il piu efficace precursore degli AGE, coinvolto nella patogenesi del
diabete di tipo 2 e altre gravi patologie infiammatorie croniche, ¢ stato poco studiato
(Tatone et al., 2013; 2014). Nei nostri studi precedenti abbiamo dimostrato che i topi che
ricevevano MG per via orale per circa un mese presentavano segni precoci di
iperandrogenismo (Di Emidio et al, 2019). Inoltre, Lin et al. (2019) hanno riportato che
la supplementazione nella dieta di MG-BSA generava fenotipi simili a quelli osservati
nei ratti in cui la PCOS era indotta dal DHEA. I risultati presentati in questa tesi
dimostrano, per la prima volta, che una condizione di stress glicativo MG-dipendente si
instaura nell’ambiente ovarico di topi PCOS. Questa condizione risulta associata a
cambiamenti della funzione di SIRT1 nella regolazione della fisiologia mitocondriale e
della sopravvivenza cellulare.

Numerosi modelli di roditori sono stati utilizzati per studiare i meccanismi e le possibili
terapie per la PCOS (Walters et al, 2012). Nel nostro studio, ci siamo basati su un modello
ben studiato di topo PCOS indotto da DHEA (Li et al, 2016; Walters et al, 2012; Luchetti
et al, 2004) e abbiamo approfondito la caratterizzazione del micro-ambiente ovarico nei
topi DHEA. Come atteso, abbiamo riscontrato anovulazione in associazione con un
aumento del numero di follicoli antrali atresici (Caldwell et al, 2014). In accordo con
Huang et al. (2015), i topi DHEA utilizzati in questo studio presentavano una riduzione
della quantita e qualitd degli ovociti, in termini di alterazione del fuso mitotico e
configurazione cromosomica, in seguito a superovulazione. Questo risultato ¢ coerente
con I’ipotesi che I’alterazione della competenza ovocitaria ¢ alla base della subfertilita in
molte donne con PCOS e conferma che I’iperandrogenismo ¢ uno dei fattori principali
del fenotipo PCOS (Palomba et al, 2017).

Abbiamo osservato, inoltre, che le ovaie DHEA erano caratterizzate da un alterata
deposizione di collagene, evidenza di un aumento del tessuto fibroso tipicamente
osservato nell’area interstiziale delle ovaie di pazienti PCOS (Takahashi et al, 2017).
Abbiamo anche fornito 1’evidenza di aumento della vascolarizzazione nelle ovaie DHEA,
che potrebbe essere un effetto della deregolazione dell’angiogenesi ovarica associata alle

alterazioni dello sviluppo follicolare nella PCOS (Di Pietro et al, 2018). Nelle ovaie
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DHEA poteva essere osservato, inoltre, un accumulo intraovarico di particelle lipidiche,
osservazione coerente con l’alterata composizione di acidi grassi recentemente osservata
nel fluido follicolare di pazienti PCOS (Bousmpoula et al, 2019). La dislipidemia
intraovarica rappresenta probabilmente una conseguenza dei cambiamenti associati al
metabolismo nei follicoli (Bousmpoula et al, 2019). Inoltre, I’esposizione del cumulo a
alte concentrazioni lipidiche € noto avere influenze negative sulla maturazione ovocitaria
(Yang et al, 2012). Infine, un’alterata steroidogenesi a livello ovarico era evidenziata
dall’aumento dell’espressione dell’isoforma IV dell’enzima 17-BHSD nelle cellule della
granulosa di ovaie DHEA, un risultato che evidenzia la necessita di ulteriori studi nelle
donne PCOS (Tatone et al 2016; Belani et al 2018).

Differenti approcci hanno portato a dimostrare che lo stress glicativo, dipendente da MG,
partecipa al fenotipo ovarico della PCOS. Sebbene i livelli di MG non siano stati
monitorati, il fatto che ci sia un aumento della deposizione di MG-AGE, rappresenta
I’evidenza della distruzione dell’equilibrio nel processo detossificazione/ formazione di
MG nelle ovaie dei topi DHEA. Il potenziale ruolo di MG nelle disfunzioni ovariche ¢
stato ben evidenziato da precedenti studi del nostro gruppo. Basandosi su studi in vitro,
I’esposizione a dosi soprafisiologiche di MG danneggia la meiosi negli ovociti e
diminuisce il potenziale redox e la distribuzione della membrana mitocondriale interna
(Tatone et al, 2011). Studi in vitro sulla regolazione delle gliossalasi ci hanno aiutato a
dimostrare che 1’aumento dell’espressione di GLO1 e GLO2 in risposta a MG ¢
dipendente dall’attivita di SIRT1 negli ovociti di topo (Di Emidio et al, 2019).
Similmente, la somministrazione orale di MG determinava una maggiore espressione
ovarica di SIRT1 e GLOI1, come componente di una risposta adattativa in grado di
contrastare I’accumulo di MG-AGE (Di Emidio et al, 2019). Al contrario, in questo studio
abbiamo osservato che la somministrazione di DHEA era responsabile dell’aumentata
espressione di AGE e RAGE e della deregolazione del sistema delle gliossalasi, ben note
caratteristiche dello stress glicativo. Questa condizione potrebbe derivare da un alterato
metabolismo del glucosio e/o da un aumento dello stress ossidativo, che induce la
formazione di AGE e influenza negativamente 1’attivita delle gliossalasi (Rabbani et al.,
2015). Inoltre, lo stress glicativo pud contribuire all’aumento della fibrosi e
all’alterazione della vascolarizzazione da noi osservato nelle ovaie DHEA.
Recentemente ¢ aumentato 1’interesse nel coinvolgimento di SIRT1 nello sviluppo e nella
progressione della PCOS (Tatone et al 2018). Qui abbiamo riportato che i topi DHEA

mostrano un’aumentata espressione ovarica di SIRT1. E’ ben noto che 1’aumento
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dell’espressione delle sirtuine rappresenta una risposta adattativa ad uno stress ossidativo
moderato, mentre condizioni ossidative severe ne determinano la degradazione (Buler et
al, 2016). Il reclutamento di SIRT1 nelle ovaie DHEA in risposta a condizioni pro-
ossidative ¢ supportato anche dall’aumento dell’espressione proteica di SIRT3 e SOD2,
elementi del network di SIRT1 coinvolto nella risposta anti-ossidante. Questo network,
tuttavia, sembra non essere in grado di prevenire il danno mitocondriale, evidenziato nelle
ovaie DHEA dal decremento di PGCla, mtTFA e TOMM20. Per quanto ¢ noto, questa
¢ la prima evidenza di disfunzioni mitocondriali nelle ovaie PCOS e supporta precedenti
ipotesi sul coinvolgimento di questo organulo cellulare nella patologia (Zhang et al,
2019).

Basandosi sulle recenti osservazioni di un aumento dell’autofagia nelle ovaie PCOS (Li
et al., 2018, 2019), ¢ stata investigata la presenza di questo fenomeno nei topi DHEA,
considerando anche che SIRTI ¢ un sensore energetico che regola la sopravvivenza
cellulare. SIRT1 regola il meccanismo di autofagia tramite meccanismi multipli inclusa,
in modo diretto, la deacetilazione delle proteine legate all’autofagia, come LC3 (Kitada
et al 2016), o tramite 1’attivazione dell’AMPK, altro importante sensore di energia (Fulco
et al 2008). In questo studio, abbiamo trovato che 1’up regolazione di SIRT1 nelle ovaie
DHEA ¢ associato ad un aumento dell’attivazione di AMPK e alla presenza di marker di
autofagia, indicando cosi che I’asse SIRT1/AMPK regola 1’autofagia nelle ovaie PCOS.
In conclusione, le ricerche di questa parte della tesi rappresentano un importante
contributo alla caratterizzazione di marker biochimici del modello murino DHEA e
mettono in evidenza nuovi meccanismi molecolari alla base dello sviluppo e della
progressione della PCOS. In particolare, i nostri risultati dimostrano il ruolo di MG nello
stress glicativo caratteristico della PCOS ed evidenziano 1’importanza di ulteriori studi
sull’implicazione di SIRT1, mitocondri e autofagia nella patogenesi della PCOS.
Approcci che riducano i livelli di MG a livello ovarico potrebbero costituire le basi per
nuove strategie di trattamento atte a migliorare il potenziale di fertilita nelle pazienti

PCOS.
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PARTE 2

9 SCOPO DELLA TESI

Numerosi studi clinici hanno riportato che la somministrazione di L-carnitina (LC) e /o
acetil-L-carnitina (ALC) allevia alcuni effetti della PCOS determinando un aumento
dell’outcome riproduttivo (Samimi et al., 2016; Center et al., 2012 Fenkcii et al., 2008;
Ismail et al., 2014; Latifian S et al., 2015). Tuttavia, non ¢ noto se 1’effetto benefico sia
dovuto all’azione diretta di queste molecole sull’ambiente follicolare e, in particolare,
sugli ovociti. Rimangono, inoltre, da investigare gli effetti degli esteri della LC che sono
parte del pool di carnitine intracellulari. Tra queste, la propionil-L-carnitina (PLC)
sembra essere la piu efficace. Infatti, grazie alla sua elevata lipofilia e affinita per 1’acetil
carnitina trasferasi, ¢ rapidamente convertita in LC e propionil coenzima A, svolgendo
cosi un ruolo importante nel metabolismo energetico. Inoltre, prima di essere idrolizzata,
la PLC puo essere utilizzata dalle cellule contro lo stress ossidativo (Mingorance et al
2019).

Numerosi studi hanno evidenziato I’effetto benefico della LC sullo sviluppo embrionale
in diverse specie di mammifero. Negli ovini, la LC migliora lo sviluppo embrionale in
vitro (Reader et al., 2015) ¢ allevia lo stress ossidativo associato alla maturazione in vitro
diminuendo 1 livelli di ROS intracellulari e aumentando quelli di glutatione (Mishra et
al., 2016). Recentemente ¢ stato evidenziato 1’effetto benefico della LC sull’IVM e sullo
sviluppo embrionale pre-impianto di ovociti di bovini giovani e in avanzata eta
riproduttiva (Phongnimitr et al., 2013; Jiang et al., 2019). Non ci sono, tuttavia, evidenze
riguardanti D’efficacia delle carnitine nel contrastare 1’effetto dello stress ossidativo
associato alla PCOS a livello intrafollicolare. Quindi, per verificare ’ipotesi di un’azione
diretta delle carnitine nell’alleviare gli effetti della PCOS a livello del gamete femminile,
abbiamo utilizzato un modello di maturazione in vitro di ovociti di topo esposti a stress
ossidativo moderato (Di Emidio et al., 2014).

Sulla base di queste osservazioni, in questa parte della tesi abbiamo verificato gli effetti
di diverse concentrazioni di L-carnitina associata ad acetil-L-carnitina e di propionil-L-
carnitina sulla qualita degli ovociti sottoposti a [IVM dopo esposizione a stress ossidativo

indotto da acqua ossigenata.
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10 MATERIALI E METODI

10.1. Raccolta degli ovociti e maturazione in vitro (IVM)

Al fine di valutare 1’effetto delle carnitine sulla IVM, ovociti allo stadio di vescicola
germinale (GV) erano recuperati da follicoli antrali di topi CD1 (Charles River Italia s.r.1.,
Calco, Italy) di 4 settimane, mantenuti in stabulario e manipolati secondo la normativa
vigente (v. Parte 1).

Gli ovociti allo stato di GV erano recuperati dopo puntura dei follicoli antrali e divisi nei
vari gruppi di trattamento, come descritto nel disegno sperimentale, e mantenuti in blocco
meiotico mediante ’aggiunta di cilostamide 1 uM (Sigma-Aldrich) prima di essere
sottoposti a IVM nel terreno di coltura MEM-a (Sigma-Aldrich). Dopo I’induzione di
un moderato stress ossidativo mediante esposizione a 25 uM HzO; per 30 minuti, gli
ovociti erano sottoposti a maturazione in vitro (IVM) in MEM-a supplementato con tre
differenti concentrazioni di LC e ALC rispettivamente 0.2-0.4 mg/ml; 0.4-0.8 mg/ml e
0.8-1.6 mg/ml) e di PLC 0.2 mg/ml, 1 mg/ml e 2 mg/ml. Dopo 16 ore di incubazione, gli
ovociti in MII venivano conteggiati sulla base della presenza del primo globulo polare

(MII, metafase seconda) e sottoposti all’analisi in immunofluorescenza del fuso meiotico.

10.2. Immunofluorescenza

Gli ovociti MII maturati in vitro erano trattati come descritto nella sezione 6 dei materiali

e metodi della parte 1.

Figura 28. Immagine rappresentative dei differenti stadi della IVM di ovociti di topo: (A) Vescicola
germinale (GV). (B) Germinal vesicle breakdown (GVBD). (C) Estrusione del primo globulo polare
(PBI).
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Sulla base delle caratteristiche del fuso meiotico gli ovociti sono stati classificati in: 1)
normali, caratterizzati da un fuso mitotico correttamente assemblato e bipolare; ii)
leggermente aberranti, caratterizzati da un fuso meiotico con lieve disorganizzazione dei
microtubuli o con struttura di poco anormale; iii) aberranti, caratterizzato da un fuso
mitotico completamente disorganizzato o anormale o assente. Sulla base delle
caratteristiche dei cromosomi gli ovociti sono stati classificati in: i) normali; ii)
leggermente aberranti, caratterizzati da una lieve dispersione dei cromosomi, con
massimo 4 di essi non localizzati nella piastra metafasica; iii) aberranti, caratterizzati da

una totale disorganizzazione della piastra metafasica o da cromosomi non condensati

10.3. Analisi statistica

Le analisi erano eseguite utilizzando il software Sigma Stat (Jandel Scientific
Corporation). Tutti i dati venivano presentati come media £ SEM. L’analisi statistica era
effettuata mediante One-Way ANOVA e comparazione multipla Holm-Sidak. Valori di

P < 0.05 indicavano differenze statisticamente significative.
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11 RISULTATI

11.1. Effetti della combinazione di L-Carnitina e acetil-L-carnitina sulla
maturazione in vitro degli ovociti dopo esposizione a stress ossidativo moderato
Per riprodurre gli effetti intraovarici della PCOS abbiamo esposto gli ovociti
ovarici bloccati allo stadio di GV ad uno stress ossidativo moderato prima della
IVM (D1 Emidio et al, 2014). L’ esposizione al trattamento ossidativo riduceva la
percentuale di ovociti che dopo 16 ore erano in grado di completare la meiosi ed
emettere il primo globulo polare rispetto al controllo (Figura 29). L aggiunta di 0.8
mg/ml ALC e 1.6 mg/ml LC al terreno di coltura dopo I’esposizione a stress
ossidativo moderato aumentava significativamente la capacita degli ovociti di
completare la meiosi rispetto al gruppo esposto al perossido di idrogeno,
raggiungendo livelli simili al controllo. Concentrazioni piu basse di ALC e LC non

erano in grado di contrastare gli effetti indotti dal perossido di idrogeno.
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Figura 29. Percentuale ovociti che emettono il globulo polare dopo IVM.
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11.2. Effetti della combinazione di L-carnitina e acetil-L-carnitina sulla qualita
degli ovociti maturati in vitro dopo esposizione a stress ossidativo moderato
Come riportato in figura 30, 1’esposizione al trattamento ossidativo riduceva la
percentuale di ovociti che presentavano una piastra metafasica normale e
aumentava il numero di ovociti con conformazione aberrante rispetto al controllo
L’aggiunta di ALC e LC (0.2 mg/ml ALC + 0.4 mg/ml LC) al terreno di coltura
dopo D’esposizione allo stress ossidativo moderato era in grado di aumentare
significativamente il numero di ovociti con conformazione normale rispetto al
perossido di idrogeno pur non raggiungendo 1 livelli osservati nel controllo.
Inoltre, si riduceva la percentuale di ovociti con conformazione leggermente
aberrante e, aumentava il numero degli aberranti rispetto sia all’acqua ossigenata
che al controllo. L’aggiunta di concentrazioni piu elevate di ALC e LC (0.4 mg/ml
ALC+ 0.8 mg/ml LC e 0.8 mg/ml ALC + 1.6 mg/ml LC) al terreno di coltura dopo
I’esposizione allo stress ossidativo moderato non era in grado di migliorare il
numero di ovociti con conformazione normale rispetto al controllo ed al perossido
di idrogeno. Si riduceva, inoltre, la percentuale di ovociti con conformazione
leggermente aberrante e, aumentava il numero degli aberranti rispetto sia all’acqua

ossigenata che al controllo.
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Figura 30. Percentuali ovociti con conformazione normale, leggermente aberrante ed aberrante.
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11.3. Effetti della Propionil-L-carnitina sulla maturazione in vitro degli ovociti
dopo esposizione a stress ossidativo moderato

Considerando che 1 dosaggi di ALC e LC in grado di migliorare il numero di
ovociti che completavano la meiosi non erano efficaci nel ridurre 1 danni indotti
dallo stress ossidativo sull’assetto metafasico, € stato valutato se I’esposizione alla
PLC potesse produrre entrambi gli effetti.

Come mostrato in figura 31 tutte le concentrazioni di PLC utilizzate (0.2 mg/ml,
1.0 mg/ml e 2.0 mg/ml) erano in grado di aumentare significativamente il numero
di ovociti che emettevano il primo globulo polare dopo 16 ore di IVM dopo
esposizione allo stress ossidativo moderato. Inoltre, la concentrazione di 1.0 mg/ml
PLC induceva un aumento del numero di ovociti che completavano la meiosi

rispetto al controllo non trattato.
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Figura 31. Percentuale ovociti che emettono il globulo polare dopo IVM.
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11.4. Effetto della propionil-L-Carnitina sulla qualita degli ovociti maturati in
vitro dopo esposizione a stress ossidativo moderato

Come mostrato nella figura 32, 1’aggiunta della PLC al terreno di coltura alle
concentrazioni testate dopo 1’esposizione allo stress ossidativo moderato era in
grado di aumentare significativamente il numero di ovociti con conformazione
normale rispetto al perossido di idrogeno raggiungendo 1 livelli osservati nel
controllo. Inoltre, si riduceva la percentuale di ovociti con conformazione

aberrante rispetto all’acqua ossigenata con valori simili al controllo.
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Figura 32. Percentuali ovociti con conformazione normale, leggermente aberrante ed aberrante.
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12 DISCUSSIONE

Obiettivo di questa parte della tesi ¢ stato quello di verificare I’efficacia di diverse
carnitine nell’alleviare il danno ossidativo, noto essere una delle possibili cause
della ridotta qualita ovocitaria associata alla PCOS (Lai et al., 2018). I nostri
risultati hanno dimostrato che LC e ALC alle concentrazioni piu elevate testate in
questo studio erano efficaci nel prevenire gli effetti dello stress ossidativo sulla
maturazione nucleare, ma non contrastavano 1’azione negativa di questo
sull’organizzazione di un fuso meiotico normale negli ovociti in MII. Al contrario,
I’esposizione alla PLC da sola migliorava la maturazione in vitro in presenza di
stress sia in termini di completamento della meiosi che di qualita degli ovociti
maturi. Questo studio rappresenta la prima evidenza che la LC e 1 suoi esteri ALC
e PLC possono agire direttamente sull’ovocita influenzando la sua capacita di
mettere in atto una risposta adattativa a possibili alterazioni dello stato redox nel
microambiente follicolare. Inoltre, questa ricerca ha consentito di evidenziare per
la prima volta I’effetto della PLC su cellule riproduttive.

In accordo con la letteratura, la maggiore efficacia della PLC rispetto alle
combinazioni di LC e ALC potrebbe essere legata alla sinergia della sua azione
antiossidante e della capacita di migliorare i1l metabolismo energetico
mitocondriale (Mingorance et al., 2011). Questa conclusione ¢ in accordo con
osservazioni sul tessuto endoteliale e sul tessuto cardiaco che hanno evidenziato
che la PLC ¢ in grado di migliorare il metabolismo dei carboidrati e dei lipidi
aumentando la produzione di ATP, e di proteggere dal danno ossidativo attraverso
la stabilizzazione delle membrane (Huelsmann, 1991; Arduini et al., 1995) ¢ la
riduzione sia della perossidazione lipidica. E’ stata ,inoltre, osservata una
diminuzione dell’espressione della NO sintetasi inducibile (Mister et al., 2002;
Azzollini et al., 2008).

In conclusione, 1 risultati ottenuti in questa parte dello studio aprono nuove ipotesi
sul ruolo delle carnitine e della beta-ossidazione degli acidi grassi nell’omeostasi
energetica delle cellule germinali gia proposto in precedenti studi (Paczkowski et
al., 2015; Dunning et al., 2010). Evidenziano, inoltre, la necessita di chiarire il

meccanismo d’azione della PLC in questo sistema verificando 1’effetto di questo
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estere della carnitina su parametri quali la produzione di ATP, ROS e

sull’espressione dei trasportatori mitocondriali delle carnitine.
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PARTE 3
13 SCOPO DELLA TESI

Come riportato nella parte introduttiva, basandosi sull’evidenza di ridotti livelli di LC nel
siero di pazienti PCOS, alcuni studi hanno verificato 1’efficacia di questa molecola nel
mitigare alcuni sintomi di questa sindrome sia a livello sistemico che riproduttivo
(Samimi M et al, 2016). Sulla base delle evidenze ottenute nella PARTE 2, riguardanti
I’efficacia della PLC come protettore degli ovociti murini dallo stress ossidativo, in
questa parte della tesi ¢ stata verificata 1’ipotesi che la somministrazione della PLC possa
contrastare gli effetti della PCOS a livello ovarico. In particolare, abbiamo formulato
I’ipotesi che I’aggiunta di PLC a formulazioni di LC e ALC, gia presenti in prodotti
nutraceutici in commercio destinati a migliorare il potenziale riproduttivo, possa conferire
a queste una maggiore efficacia e un’eventuale specificita nell’impiego in pazienti affette
da PCOS. A questo scopo, ¢ stata valutata 1’efficacia della somministrazione di LC ed
ALC (C1) in presenza o assenza di PLC (C2) in topi PCOS utilizzando il modello murino

descritto e caratterizzato nella prima parte della tesi.
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14 MATERIALI E METODI

14.1. Modello murino di PCOS e trattamento con acil-L-carnitine

Il disegno sperimentale prevedeva I’utilizzo di 4 gruppi di topi femmina CDI1 di 3-4
settimane denominati rispettivamente CTRL, DHEA, DHEA+C1 e DHEA+C2.

Il modello murino di PCOS ¢ stato ottenuto come descritto nella sezione 6.1. Il gruppo
DHEA+CI1 era sottoposto a somministrazione sottocutanea di 100 pl di DHEA (6 mg/100
g di peso corporeo in EtOH-olio di sesamo) ed a somministrazione orale, tramite gavage
gastrico, di 100 pl di una formulazione di LC (0.4 mg/topo) ed ALC (0.2 mg/topo), il
gruppo DHEA+C?2 era sottoposto a somministrazione sottocutanea di 100 ul di DHEA (6
mg/100 g di peso corporeo in EtOH-olio di sesamo) ed a somministrazione orale, tramite
gavage gastrico, di 100 pl di una formulazione di LC (0.4 mg/topo), ALC (0.2 mg/topo)
e PLC (0.08 mg/topo).

I topi di ciascun gruppo ricevevano il trattamento per 20 giorni consecutivi; il giorno
successivo all’ultima somministrazione, 3 topi per gruppo erano sacrificati, le ovaie

prelevate e conservate fino al successivo utilizzo.

14.2. Valutazione della funzionalita ovarica

Per monitorare 1’efficacia del DHEA nell’indurre il fenotipo caratteristico della PCOS,
dopo 7 somministrazioni era monitorato giornalmente il ciclo estrale mediante striscio

vaginale e lo stadio del ciclo estrale era valutato come discusso nella sez. 6.2.

14.3. Induzione della superovulazione

I restanti topi hanno ricevevano un’iniezione intraperitoneale di 10 IU di PMSG seguita
da un’iniezione intraperitoneale di 10 IU di hCG per I’'induzione della superovulazione

come descritto nella sez. 6.3.

14.4. Classificazione degli ovociti ovulati sulla base delle caratteristiche del fuso
meiotico e dell’assetto cromosomi

Gli ovociti precedentemente raccolti erano sottoposti ad immunofluorescenza e

classificati come indicato nella sezione 10.2
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14.5. Analisi mediante Western blot

Le ovaie erano processate per le analisi in Western blot come indicato nella sezione 6.8.
Le membrane erano, quindi, incubate con anticorpi primari policlonali di coniglio anti-
17B8-HSD (SC-373902, Santa Cruz Biotechnology Inc., 1:1000), anti- PGC1la (SC-13067,
Santa Cruz Biotechnology Inc., 1:500), anti-mtTFA (SC- 166995, Santa Cruz
Biotechnology Inc., 1:300) anti-RAGE (PAI-075, ThermoFisher Scientific, 1:750)
overnight a 4°C; successivamente era effettuata I’incubazione con perossidasi di rafano
(HRP) coniugata ad anticorpi secondari anti-coniglio (BA1054, Boster Biological
Technology Co., Ltd., 1:3000) od anti-topo (Ab6728, Abcam, 1:2000) per 1 ora a

temperatura ambiente. Ciascun esperimento era ripetuto tre volte.

14.6. Immunoistochimica

Le analisi in immunoistochimica erano svolte come in sezione 6.7. Le sezioni erano in
seguito incubate con anticorpo di topo anti-(MG)-AGE Arg-Pyrimidine, AGE06B,

BioLogo, 1:100) e poi rivelate tramite anticorpi IgG anti-topo.

14.7. Analisi statistica

Le analisi erano eseguite utilizzando il software Sigma Stat (Jandel Scientific
Corporation). Tutti i dati venivano presentati come media £ SEM. L’analisi statistica era
effettuata mediante One-Way ANOVA e comparazione multipla Holm-Sidak. Valori di

P < 0.05 indicavano differenze statisticamente significative
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15 RISULTATI

15.1. Analisi del ciclo estrale

I topi di ciascuno gruppo sperimentale erano anche sottoposti a valutazione del ciclo
estrale dopo la seconda e terza settimana di trattamento.

Dopo due settimane di trattamento, solo 4 topi su 6 del gruppo CTRL presentavano ciclo
estrale regolare (67%); nei gruppi DHEA+C1 ¢ DHEA+C2 la percentuale di topi con
ciclo estrale regolare era nettamente inferiore, rispettivamente 1 topo su 6 (17%) e 2 topi
su 6 (33%), mentre nel gruppo DHEA nessun topo presentava ciclo estrale regolare (0%).
Dopo tre settimane di trattamento, era possibile osservare I’aumento del numero di topi
con ciclo estrale regolare nei gruppi CTRL e DHEA+C2, rispettivamente 5 topi su 6
(84%) e 3 topi su 6 (50%); nel gruppo DHEA+CI, invece, si aveva la riduzione del
numero di topi con ciclo estrale regolare, ovvero 0 su 6 (0%), mentre nel gruppo DHEA

tale numero rimaneva stabile, 0 su 6 (0%).

Tabella 4. Valutazione della presenza di ciclo estrale regolare dopo 2 e 3 settimane di

trattamento
Gruppi sperimentali II settimana III settimana
Controllo 67% 83%
DHEA 0% 0%
DHEA + C1 17% 0%
DHEA + C2 33% 50%

15.2. Analisi della funzione ovulatoria

Il maggior numero di ovociti ovulati si riscontrava nel gruppo CTRL (n.52); nei gruppi
DHEA (n.38), DHEA+C1 (n.39) e DHEA+C2 (n.44) si osservava invece un numero
totale di ovociti ovulati molto simile. Nello specifico, la percentuale di ovociti in MII
normali era molto elevata per i gruppi CTRL (92%) e DHEA+C1 (97%); al contrario,
era leggermente piu bassa nel gruppo DHEA (86%) e notevolmente inferiore nel gruppo

DHEA+C2 (73%) (Tabella 5).
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Tabella 5. Effetto del trattamento con DHEA e con le differenti formulazioni di carnitine sulla funzione
ovulatoria in topi sottoposti a superovulazione

CTRL DHEA DHEA+C1 DHEA+C2
No. ovociti ovulati | 52 38 39 44
Ovociti in MII (%)  92% 86% 97% 73%

15.3. Analisi dell’effetto sulla qualita ovocitaria

Sulla base della classificazione precedentemente effettuata (sezione 10.2.) (Figura 33) la
percentuale di ovociti normali per quanto riguarda la struttura del fuso mitotico e della
piastra metafasica era notevolmente ridotta nel gruppo DHEA (41%) rispetto al CTRL.
Tale percentuale nel gruppo DHEA+C1 (76%) e nel gruppo DHEA+C2 (62%) era simile
al gruppo CTRL (71 %) (Figura 33).
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Figura 33. Valutazione della percentuale di ovociti normali in ciascuna classe sperimentale. Paired T-
Test: *P<0.05 #P<0.05 rispetto al DHEA

15.4. Effetto della somministrazione di carnitine su un marker di steroidogenesi

Per valutare 1’effetto della somministrazione delle due differenti formulazioni di acil-L-
carnitine nei topi con fenotipo PCOS, era misurata I’espressione del 17-f HSD (17-
idrossisteroide deidrogenasi), un enzima che catalizza 1’interconversione del DHEA in
androstenediolo, dell’androstenedione in testosterone e dell’estrone in estradiolo (Labrie
F et al, 1997). Dalla comparazione dell’intensita media dei pixel delle bande

immunoreattive in entrambi i gruppi trattati con le carnitine (DHEA+C1 e DHEA+C2) si
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osservava la riduzione dell’espressione dell’enzima 17-f HSD rispetto al gruppo DHEA

(Figura 34).
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Figura 34. Quantificazione dell’espressione proteica di 17-f HSD, normalizzata rispetto al GAPDH.
Paired T-Test: *P<0.05 rispetto al controllo; *P<0.05 rispetto al DHEA

15.5. Effetto della somministrazione di carnitine sulla funzionalita mitocondriale

Per valutare tale effetto ¢ stata effettuata I’analisi dell’espressione della proteina PGC-
la. Dalla comparazione dell’intensita media dei pixel delle bande immunoreattive si
osservava che I’espressione di tale enzima, ridotta nel gruppo DHEA, era nettamente
piu elevata nel gruppo DHEA+C2 rispetto al gruppo CTRL. Al contrario, nel gruppo

DHEA+CI1 risultava simile al DHEA (Figura 35).
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Figura 35. Quantificazione dell’espressione proteica di PGC-1a, normalizzata rispetto al GAPDH. Paired
T-Test: *P<0.05 rispetto al controllo; *P<0.05 rispetto al DHEA
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Successivamente, ¢ stata saggiata [’espressione di mtTFA. Dalla comparazione
dell’intensita media dei pixel delle bande immunoreattive si osservava che I’espressione
di tale fattore trascrizionale era superiore nei gruppi DHEA+C1 e DHEA+C2, rispetto al
DHEA, e raggiungeva valori piu elevati se comparata con il gruppo CTRL (Figura 36).
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Figura 36. Quantificazione dell’espressione proteica di mtTFA, normalizzata rispetto al GAPDH. Paired
T-Test: *P<0.05*P<0.05 rispetto al controllo; *P<0.05 rispetto al DHEA

15.6. Effetto della supplementazione di carnitine sullo stress glicativo

Per verificare I’effetto delle carnitine sullo stress glicativo associato alla PCOS ¢
stata effettuata ’analisi della produzione di AGE (Advanced Glycation End
products) derivanti dal metilgliossale (MG-AGE) ed il livello di espressione dei
RAGE a livello ovarico. L’espressione di questi, infatti, aumenta a causa
dell’accumulo di AGE attraverso un feedback positivo (Yan et al., 2007). Sulla
base dell’analisi istochimica, nei gruppi DHEA+C1 e DHEA+C2 era osservata una
diminuzione dei livelli di MG-AGE rispetto al gruppo DHEA (Figura 37).
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Figura 37. Immunolocalizzazione e quantificazione della marcatura di MG-AGE. Immagini
rappresentative di MG-AGE nei diversi gruppi di trattamento. Quantificazione del segnale: i dati sono
presentati come media + SEM dell'intensita media dei pixel. Test t, *** P <0,001, #rispetto al DHEA.

Dalla comparazione dell’intensita media dei pixel delle bande immunoreattive ottenute
mediante Western blotting si osservava una minore espressione di RAGE nel gruppo
DHEA+C2 rispetto al DHEA, con valori simili a quelli del CTRL; al contrario, il gruppo
DHEA+C1non mostrava differenze significative rispetto al DHEA (Figura 38).
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Figura 38. Quantificazione dell’espressione dei RAGE, normalizzata rispetto al GAPDH. Paired T-Test:
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16 DISCUSSIONE

In questa parte dello studio ¢ stata valutata I’efficacia di alcune formulazioni di acil-L-
carnitine, costituite da LC ed ALC in presenza o assenza di PLC, somministrate ai topi
DHEA. Entrambe le formulazioni di carnitine risultavano avere un effetto benefico,
determinando un incremento del numero di topi con ciclo estrale regolare rispetto al
gruppo DHEA. Nonostante cio, I’effetto della formulazione LC ed ALC (C1) risultava
transitorio poiché, al termine della terza settimana di trattamento, tutti i topi presentavano
il blocco del ciclo estrale. La formulazione contente PLC (C2), invece, determinava un
ulteriore aumento del numero di topi con ciclo estrale regolare rispetto alla settimana
precedente. Tale dato indica una maggiore efficacia della PLC rispetto alla combinazione
di LC ed ALC.

Per quanto riguarda ’effetto sull’ovulazione indotta da gonadotropine, il confronto del
numero di ovociti ovulati nelle diverse condizioni evidenzia che entrambe le formulazioni
di carnitine sono in grado di contrastare 1’effetto del DHEA.

Per quanto riguarda la qualita ovocitaria, in termini di normalita sia della struttura del
fuso che dell’assetto metafasico, la somministrazione di entrambe le formulazioni di
carnitine ne consentiva il miglioramento rispetto al gruppo DHEA.

Questi effetti positivi delle carnitine a livello del ciclo, della funzione ovulatoria e della
qualita ovocitaria potrebbero essere attribuiti ad un miglioramento della steroidogenesi
investigata attraverso la valutazione dell’espressione proteica del 17B-HSD, 1’enzima
coinvolto nell’interconversione del DHEA in androstenedione, che si riduceva rispetto al
gruppo DHEA. Rivolgendo I’attenzione all’attivita mitocondriale, i risultati di questo
studio consentono di ipotizzare che questi organuli rappresentino uno dei target
dell’attivita svolta dalle carnitine nei modelli sperimentali utilizzati. Infatti, I’espressione
di PGCl-a e di mtTFA risultava significativamente aumentata in seguito alla
somministrazione delle carnitine, anche se limitatamente al gruppo ricevente la PLC.
Questo risultato conferma 1’ipotesi che questo estere della carnitina presenta una
maggiore efficacia nella regolazione del metabolismo energetico rispetto alla LC e ALC.
Nonostante i numerosi effetti riportati, entrambe le formulazioni di carnitine testate
riducevano la produzione e I’accumulo di MG-AGE nelle ovaie dei topi DHEA. Inoltre,
i livelli di RAGE si mostravano notevolmente ridotti, ma soltanto nel gruppo C2.
Concludendo, la formulazione contenente LC ed ALC, pur esercitando un effetto positivo

sulla qualita ovocitaria, non era in grado di revertire il blocco del ciclo estrale. La
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formulazione contenente PLC risultava quindi piu efficace in quanto, oltre a migliorare
la qualita ovocitaria, era in grado di regolarizzazione il ciclo estrale. Inoltre, sulla base
dei dati ottenuti dalla valutazione dell’espressione di PGC1-a e mtTFA, la presenza di
PLC nella formulazione consente di ripristinare o migliorare la funzionalita
mitocondriale. Questa maggiore attivita protettiva attribuibile alla presenza della PLC
nella formulazione ¢ supportata anche dall’osservazione di un’attivita anti-glicante
evidenziata dalla riduzione sia di AGE che di RAGE. Allo scopo di investigare il
meccanismo alla base di questo effetto, saranno necessari esperimenti volti ad indagare
I’attivita delle gliossalasi e il coinvolgimento di cambiamenti dello stato redox.

Anche se la rilevanza dei risultati ottenuti ¢ limitata dall’utilizzo di un modello animale,
questo studio ha rivelato I’importanza del metabolismo mitocondriale a livello ovarico
nel mitigare gli effetti della PCOS sulla fertilita. Rappresenta, quindi, un importante punto
di partenza per I’identificazione di nuove formulazioni nutraceutiche da impiegare in

campo clinico.
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CONCLUSIONI

I risultati di questo studio basati su modelli in vitro di stress ossidativo e su un modello
in vivo di PCOS indotta da iperandrogenismo (DHEA) hanno evidenziato 1’effetto
benefico delle carnitine sulle cellule riproduttive e la funzionalita ovarica, nonché
’azione differenziale dei diversi esteri presenti nel pool cellulare di carnitine. Le
carnitine sono essenziali nel metabolismo degli acidi grassi e possono agire proteggendo
dal danno mitocondriale e da condizioni di bilancio energetico alterato come quelle
presenti nella sindrome dell'ovaio policistico (PCOS), evidenziate anche dai ridotti
livelli di L-carnitina nel siero delle pazienti affette da questa patologia.

Ripristinare I'equilibrio energetico e fornire adeguate riserve di energia all’ovocita
durante la follicologenesi e la maturazione puo rappresentare un’importante strategia
per migliorare I’ambiente intraovarico e aumentare la probabilita di gravidanza.

In questo contesto, composti metabolici, come le carnitine, con effetti positivi
sull’attivita mitocondriale e sullo scavenging dei radicali liberi, possono contribuire a

mitigare gli effetti della PCOS.
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