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Metformina y fertilidad femenina: efectos en condiciones fisioldgicas y

patologicas provocadas por una dieta alta en grasas

RESUMEN

Este estudio aborda dos aspectos del hipoglucemiante metformina:

I) Sus efectos en condiciones fisiolégicas en la géonada femenina y en la reproduccién, como

consecuencia del tratamiento con la droga o de la exposicidn intrauterina y durante la lactancia.

II) Sus acciones mitigantes de los dafios causados por una dieta alta en grasas en el ovario y la
fertilidad femenina, tanto en hembras tratadas de forma directa, como expuestas durante la

gestacién y la lactancia.

I) Metformina en condiciones fisioldgicas:

El hipoglucemiante metformina posee acciones en el sistema reproductor femenino. Sin
embargo, su mecanismo de accion y si sus efectos podrian ser independientes de la regulacién
metabdlica, aun no estd esclarecido. En este capitulo se evaluaron las acciones de metformina
en el ovario y la reproduccion en condiciones fisioldgicas, sin patologias asociadas, utilizando
un modelo de ratdn. Los resultados revelaron que el tratamiento con metformina tuvo efectos
a nivel metabdlico, disminuyendo el tejido adiposo mesentérico, y a nivel reproductivo,
modificando el ciclo estral, la sintesis de progesterona y estradiol, la foliculogénesis y la

angiogénesis ovarica, sin alterar la fertilidad de los animales.




Las crias expuestas a la droga durante la gestacion y lactancia presentaron menor peso al nacer
y mayor tejido adiposo gonadal en la adultez. Ademas, la foliculogénesis y la angiogénesis
ovdrica se vieron alteradas, sin observarse cambios en la fertilidad. La segunda generacion de
los animales tratados presentd mayor peso al nacer.

Este estudio aporta evidencia de las acciones de metformina en el ovario y la reproduccién
femenina en ratones, brindando informacién que ayude a reposicionar a esta droga, mas alld

de sus efectos en el metabolismo de la glucosa.

Il) Metformina en condiciones patoldgicas provocadas por una dieta alta en grasas:

La reproduccion femenina es altamente dependiente de un correcto aporte de energia,
observando consecuencias en casos de desbalances entre la ingesta y el gasto energético. En
este capitulo se estudiaron los efectos ovdricos y reproductivos de la ingesta de una dieta alta
en grasas en ratones hembra y del tratamiento con metformina. Los resultados revelaron que
la dieta alta en grasas provocd importantes alteraciones metabdlicas y que, ademas, a nivel
reproductivo, modificé el ciclo estral, la ovulacidn, la sintesis de progesterona, la angiogénesis
y fibrosis ovarica, el dafio gendmico v la fertilidad de las hembras. Por su parte, el tratamiento
con metformina logré mitigar o en muchos casos revertir los efectos negativos provocados por
la dieta.

Las crias expuestas a la dieta alta en grasas durante la gestacién y lactancia presentaron
alteraciones en el peso corporal al momento del destete, y mayor tejido adiposo en la adultez.
Ademas, el ciclo estral, la ovulacidn y la angiogénesis ovarica se vieron alteradas. La segunda
generacion de los animales tratados presentd mayor peso al nacer. La exposicidon a metformina
junto con la dieta, logré revertir las alteraciones metabdlicas y en la fertilidad observadas en las

crias.




Este estudio evidencia las consecuencias negativas de la dieta alta en grasas en la gbénada
femenina y en la reproduccién; tanto por la ingesta de forma directa, como por la exposicién
intrauterina y durante la lactancia. También aporta evidencia sobre los efectos benéficos del
tratamiento con metformina en el sistema reproductor femenino ante condiciones

metabodlicamente patoldgicas.
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Metformin and female fertility: effects on physiological and pathological
conditions caused by a high fat diet

ABSTRACT

This study addresses two aspects of the hypoglycemic agent metformin:

1) Its effects under physiological conditions on the female gonad and reproduction, as a

consequence of drug treatment or intrauterine and lactational exposure.

II) Its mitigating actions against damage caused by a high-fat diet in the ovary and female

fertility.

I) Metformin under physiological conditions:

The hypoglycemic agent metformin has effects on the female reproductive system. However,
its mechanism of action and whether these effects could be independent of metabolic
regulation remain unclear. In this chapter, the effects of metformin on the ovary and
reproduction under physiological conditions, without associated pathologies, were evaluated
using a mouse model. The results revealed that metformin treatment had metabolic effects,
reducing mesenteric adipose tissue, and reproductive effects, altering the estrous cycle,
progesterone and estradiol synthesis, foliculogenesis, and ovarian angiogenesis, without

affecting fertility.

Animals exposed to the drug during gestation and lactation exhibited lower birth weight and
increased gonadal adipose tissue in adulthood. Additionally, ovarian folliculogenesis and
ovarian angiogenesis were altered, although no changes in fertility were observed. The second

generation of treated animals showed higher birth weight.




This study provides evidence of the effects of metformin on the ovary and female reproduction
in mice, offering information that may help reposition this drug beyond its effects on glucose

metabolism.

I1) Metformin under pathological conditions induced by a high-fat diet:

Female reproduction is highly dependent on proper energy supply, with consequences arising
from imbalances between energy intake and expenditure. In this chapter, the ovarian and
reproductive effects of a high-fat diet in female mice and the effects of metformin treatment
were studied. The results revealed that the high-fat diet caused significant metabolic alterations
and, additionally, modified the estrous cycle, ovulation, progesterone synthesis, angiogenesis,
ovarian fibrosis, genomic damage, and fertility. Meanwhile, metformin treatment managed to

mitigate or, in many cases, reverse the negative effects caused by the diet.

The offspring exposed to the high-fat diet during gestation and lactation showed alterationsin
body weight at the time of weaning and increased adipose tissue in adulthood. Furthermore,
the estrous cycle, ovulation, and ovarian angiogenesis were affected. The second generation
of treated animals exhibited higher birth weight. Metformin exposure alongside the diet was

able to reverse the metabolic and fertility alterations observed in the offspring.

This study highlights the negative consequences of consuming a high-fat diet on the female
gonad and reproduction, as well as the beneficial effects of metformin treatment on the female

reproductive system under metabolically pathological conditions.

KEYWORDS:

Ovary; Metformin; Reproduction; Angiogenesis; High-Fat Diet; Offspring.
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ABREVIATURAS

ABC: area bajo la curva de glucosa
ACTH: hormona adrenocorticotropa
AMPK: proteina cinasa activada por AMP
ANGPT-1: angiopoyetina 1
ANGPT-2: angiopoyetina 2

BSA: albumina de suero bovino
CLRF: Cuerpo lUteo recientemente formado
D: diestro

DAG: dieta alta en grasas

DMAG: dieta muy alta en grasas
DMG: diabetes mellitus gestacional
DT2: diabetes mellitus tipo 2

E: estro

E2: estradiol

eCG: gonadotrofina coridnica equina
FA: Foliculo atrésico

FAM: Foliculo antral maduro

FAT: Foliculo antral temprano

FIV: fecundacion in vitro

FP: Foliculo primario

FPA: Foliculo preantral

FSH: hormona foliculo estimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas
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H&E: hematoxilina-eosina

hCG: gonadotrofina coriénica humana

Homa IR: indice de evaluacion de la homeostasis-resistencia a la insulina
IMC: indice de masa corporal

LH: hormona luteinizante

Met: metformina

OCT: transportadores de cationes organicos

OHSS: sindrome de hiperestimulacion ovarica

P: proestro

P4: progesterona

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
PSR: picrosirius red

SEM: error estandar

SOP: sindrome de ovario poliquistico

TSH: tirotropina

TTG: test de tolerancia a la glucosa

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
VSMC: células de musculo liso vasculares

WB: western blot

a-SMA: alfa actina de musculo liso
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INTRODUCCION GENERAL

EL OVARIO

El ovario de mamiferos es un érgano que tiene como principal funcién generar, almacenar,
desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida fetal, como gametas completamente
competentes para ser fertilizadas y para permitir el desarrollo embrionario (funcién
gametogénica). Es ademds el principal portador de las células secretoras de hormonas
femeninas que desarrollan y mantienen los caracteres sexuales secundarios de la hembra y
preparan a los érganos reproductivos accesorios para la preiiez y el nacimiento de la cria,
generando un ambiente propicio para la implantacion y desarrollo del cigoto (funcién
enddcrina) [1]. La funcidn final del ovario es, por lo tanto, permitir la propagacién de la especie
[2].

Observando la estructura histolégica del ovario es posible diferenciar dos regiones, una corteza
externa y una médula interna. Lamédulaes la porcidon central del tejido ovarico. Esta
compuesta por tejido conectivo laxo, dentro del cual se encuentran incorporados los vasos

sanguineos, los vasos linfaticos y los nervios.

La corteza es la capa mas externa del ovario. Se ubica por debajo de la tunica albuginea y
contiene los foliculos ovaricos, dentro de las cuales los ovocitos se desarrollan hasta alcanzar un
estado de madurez suficiente para ser ovulados. Los foliculos varian en tamafio, dependiendo

de la etapa de desarrollo en la que se encuentren, proceso conocido como foliculogénesis.
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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulacién y formacion del cuerpo liteo. Diagrama

de una seccidn transversal de ovario mostrando su estructura histoldgica y los diferentes estadios de

maduracion folicular.

Foliculogénesis

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del foliculo ovarico y su pasaje a través
de los distintos estadios de desarrollo. Antes del nacimiento, las células germinales primordiales
u ovogonias cesan su division mitdtica y comienzan el proceso de meiosis, quedando arrestadas
en la profase de la primera division meidtica. En ese momento, pasan a denominarse ovocitos
primarios. Los ovocitos se rodean de una capa Unica de células foliculares aplanadas llamada

pregranulosa. Las superficies del ovocito y de las células foliculares envolventes son lisas y estan
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en estrecho contacto. Estos foliculos se denominan foliculos primordiales y constituyen la
reserva de foliculos en reposo, la cual disminuira progresivamente durante la vida reproductiva,
conforme el crecimiento de los foliculos se vea activado, lograndose la ovulacion o la atresia
folicular. Al momento del nacimiento, el ovario humano contiene alrededor de 1.000.000 de
foliculos. Para que estos foliculos primordiales inicien su crecimiento y desarrollo, es necesaria
una compleja interaccion entre factores estimulatorios e inhibitorios.

Cuando los foliculos primordiales abandonan su estado de quiescencia se convierten en
foliculos primarios, en los cuales la capa Unica de células de granulosa deja de ser plana para
pasar a ser cubica. Esta transicidn implica ciertas modificaciones citolégicas en el ovocito, en las
células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el ovocito aumenta de
tamafio, las células de granulosa se dividen mediante el proceso de mitosis, y forman
posteriormente un epitelio estratificado. Cuando el foliculo desarrolla dos o mas capas de
células de granulosa cubicas rodeando al ovocito pasa a denominarse secundario o preantral.
Estos foliculos poseen una o dos arteriolas conectadas a la red vascular fuera de la [dmina basal,
por lo tanto, el foliculo entra en contacto con factores que se encuentran en circulacién. En este
estadio las células de la granulosa adquieren receptores de alta afinidad para la hormona
foliculo estimulante (FSH) y hormonas esteroideas. Simultdneamente se desarrolla alrededor
del foliculo otra capa de células originadas del estroma: las células de la teca. El compartimento
tecal se diferencia en una capa interna y otra externa, la cual estd compuesta por una mayor
proporciéon de tejido conectivo. Numerosos vasos pequefios penetran en la teca externa para
proporcionar un rico plexo capilar a la teca interna. Con el aumento de la vascularizacién de la
teca, aumenta la exposicidn del foliculo a factores que circulan por la sangre.. El compartimento
de la granulosa, por su parte, permanece avascular durante todo el crecimiento del foliculo. A

medida que las células teca-intersticiales avanzan en su diferenciacién, adquieren receptores
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para la hormona luteinizante (LH) y la capacidad de sintetizar esteroides. Al aumentar de
tamafio el foliculo, se termina de formar la zona pelucida, definida como una fina capa acelular
formada por glicoproteinas, que recubre al ovocito de los mamiferos. Las células de la granulosa
mantienen contacto con el ovocito a través de proyecciones citoplasmaticas que penetran la
zona. Al final de esta fase, denominada preantral, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve
competente para reasumir la meiosis.

Cuando el foliculo alcanza un didmetro aproximado de 0,2 mm y posee de seis a doce capas de
células (en humanos), aparecen espacios irregulares, llenos de un liquido claro, entre las células
de la granulosa. Este liquido, denominado fluido folicular, aumenta en cantidad a medida que
crece el foliculo, provocando que eventualmente los espacios confluyan para constituir una sola
cavidad denominada antro, lo que marca el comienzo de la fase antral. El compartimento de la
granulosa del foliculo antral presenta un engrosamiento localizado en uno de sus lados, llamado
cumulus oophorus; sus células se encuentran unidas entre si y al ovocito mediante uniones
estrechas. Al desprenderse el ovocito, una o mas capas de células del cumulus permanecen
unidas a él, formando la corona radiata, una envoltura celular laxa que persiste ain después de
la ovulacién.

La aparicion de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre durante la transicion
del foliculo antral hacia el foliculo preovulatorio, debido a la estimulacién de FSH [3]. Los
foliculos preovulatorios son aquellos que han alcanzado los estadios finales de madurez y han
adquirido la habilidad para ovular ante los adecuados niveles de LH o la administracion de
gonadotrofina coriénica humana (hCG). Desde el momento en que el foliculo ha sido
seleccionado para la ovulacién, el mismo comienza a crecer notablemente y las células de la
granulosa sufren transformaciones morfoldgicas, tales como el aumento de su volumen [4]. Al

foliculo cuyo destino es la ovulacion, se lo denomina foliculo dominante [5].
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Figura 2: Clasificacion de los estadios del desarrollo folicular en ovario. A. Foliculo primordial. B.
Foliculo primario. C. Foliculo preantral. D. Foliculo antral temprano. E. Foliculo antral maduro. F. Foliculo

preovulatorio o de Graaf. GC: Células de la granulosa. ZP: Zona peldcida.

Seleccion del foliculo dominante

El reclutamiento ciclico y la seleccién de los foliculos representa un proceso continuo, que
eventualmente finaliza con la formaciéon de uno o mas foliculos preovulatorios, cuyo nimero
varia en cada especie. En los primeros dias del ciclo menstrual en la mujer, aumentan los niveles

circulantes de FSH. Como consecuencia, una cohorte de foliculos antrales escapa de la apoptosis
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que los llevaria a la atresia folicular. Dentro de este grupo, alrededor de 10 foliculos antrales
crecen mas rapido y producen altos niveles de estrégenos e inhibina, selecciondndose entre
éstos el foliculo dominante.

A pesar de que no se conoce exactamente por qué un foliculo emerge como dominante, se
postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una mayor expresion de
receptores para esta gonadotrofina. Asociado a este proceso, las grandes concentraciones de
estradiol (E2) y de factores de crecimiento locales producidos por los foliculos en crecimiento,
ejercen un efecto permisivo, amplificando la accién de la FSH. Sin embargo, el aumento de
estradiol e inhibina, también ejerce una retroalimentacién negativa sobre la liberacién de FSH
a nivel hipotdlamo-hipdfisis, lo cual evita que otros foliculos, menos sensibles a esta hormona,
sigan desarrollandose [2,6].

La disminucién de FSH como consecuencia del efecto inhibitorio a nivel hipotaldmico-
hipofisario, provoca ademas un descenso de la actividad de la aromatasa dependiente de FSH
(enzima que transforma andrégenos a estrégenos). En consecuencia, se encuentra limitada la
disponibilidad de estrégenos en los foliculos menos maduros. Esto lleva a la disminucion de la
proliferacidn de las células de granulosa y al aumento de las concentraciones de andrégenos,
gue causan una atresia irreversible.

El foliculo dominante posee una sensibilidad uUnica a la FSH, que le permite aumentar la
proliferacién de sus células de granulosa y obtener de esta forma una mayor cantidad de
receptores para esta gonadotrofina. Ademas, los foliculos seleccionados tienen una mayor
vasculatura en el compartimento tecal, lo que lleva a una entrada preferencial de FSH. Por lo
tanto, estos foliculos no sélo tienen la ventaja de tener mayor nimero de receptores para FSH,
sino que ademas poseen una gran vasculatura que permite un facil acceso para esta hormona.

En la rata, bajo el estimulo de FSH y en presencia de estrégenos, las células expresan receptores
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para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a valores maximos antes de la
ovulacién [7,8]. El aumento de estrégenos provoca, ademds, por un mecanismo de
retroalimentacion positiva, la estimulacion del pico preovulatorio de LH. Estos procesos,
actuando en forma sincronizada, permiten la seleccidn de los foliculos dominantes hasta llegar
a la ovulacién [2]. Por otro lado, se ha postulado, que el foliculo dominante produce también

factores que inhiben el desarrollo de los foliculos vecinos o subordinados [2,9].

Atresia Folicular

La atresia folicular es uno de los mecanismos caracteristicos en vertebrados mamiferos y no
mamiferos. En humanos, se calcula que mds del 99% de los foliculos sufren cambios
degenerativos durante el normal funcionamiento ovarico. El proceso por el cual los foliculos
son eliminados se denomina atresia. Este fendmeno ocurre por la apoptosis de las células de
granulosa y del ovocito. La atresia folicular podria significar una ventaja evolutiva, siendo
seleccionados aquellos foliculos que contengan ovocitos saludables para que puedan llegar
exitosamente a ser ovulados. El tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis mds
claramente es el de las células de granulosa. Sin embargo, en algunas especies como cerdos,
pollo y rata, se ha observado la ocurrencia de este proceso en las células de la teca, aunque de

forma mas tardia [10,11].
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Figura 3: Microfotografias de foliculos atrésicos equinos tefiidos con hematoxilina-eosina. A: foliculo
atrésico. B: células de granulosa de un foliculo atrésico. Nétese la condensacién de la cromatina (flecha
blanca). C: foliculo en estado de atresia avanzada, con restos de proteinas de la zona pelicida en la zona
central. D: células de la granulosa desprendidas de un foliculo atrésico, se pueden observar cuerpos
apoptédticos y nucleos picndticos (flecha negra). E: células tecales de un foliculo atrésico avanzado,
algunas han adquirido caracteristica de tejido conectivo. F: foliculo atrésico, con ovocito en
degeneracion. Obsérvese la retraccion del citoplasma del oocito (flecha roja). Modificado de Pederseny

col. (2003) [12].
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Ovulacion

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de estrégenos por sobre el
umbral, el cual estimula, por un mecanismo de retroalimentacién positiva, un pico de
gonadotrofinas (LH y en menor medida de FSH). El pico de LH es el gatillo para que el foliculo
dominante ovule y origine un cuerpo liteo en cada ciclo menstrual en humanos (éste no es
unico en el ciclo estral de roedores y otros mamiferos). En este momento la sintesis de E2
declina considerablemente, mientras que se produce un aumento notable en la produccién de
progesterona (P4) [13].

En este proceso también existe un componente mecanico dado por el rdpido aumento del
tamafio folicular. Otro prerrequisito para la ruptura folicular es la digestidn proteolitica de la
pared folicular, para la cual se activan colagenasas que degradan la membrana basal y el tejido
tecal [14].

Luego de la ovulacidn, el foliculo ovarico se transforma en cuerpo lateo. Ademas, el ovocito

gue estaba detenido en profase |, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de metafase Il.

Luteinizacion

El cuerpo luteo es un drgano enddcrino transitorio formado por las células foliculares
remanentes del foliculo que ha sido ovulado (Figura 1). Su principal accidon consiste en secretar
progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la preparacién del Gtero para el
periodo de prefiez o embarazo y la regulaciéon de las contracciones del oviducto para el
transporte del évulo al Utero. Por lo tanto, la formacion del cuerpo luteo en mamiferos se

considera un evento esencial para la supervivencia e implantacién del embrién. El
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establecimiento de un cuerpo ldteo funcional, en los dias siguientes a la ovulacidn, implica
cambios morfolégicos y ademas una rapida vascularizacién de las capas celulares que se
originan de la granulosa y de la teca, fendmeno inducido probablemente por la ruptura de la
membrana basal que separa a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) cumple un rol importante en el desarrollo
y mantenimiento de un cuerpo luteo funcional [15]. En ausencia de embarazo o prefiez al final
de cada ciclo ovarico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento de la placenta, el
cuerpo luteo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso denominado lutedlisis.
Se ha demostrado que la muerte celular programada o apoptosis esta asociada a este proceso

[16-18].

Ciclo ovdrico en roedores

Tanto el ratén como la rata de laboratorio son mamiferos no estacionales, de ovulacion
espontanea y poliéstricos. Es decir, el ciclo ovarico ocurre durante todo el aio y la ovulacién no
depende del estimulo de la cépula. Por dichas caracteristicas, sumadas a su facil reproduccién
y mantenimiento en el bioterio, representan un modelo excelente para el estudio de la fisiologia
ovdrica.

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el afio 1900 para describir el periodo
durante el cual la hembra estd dispuesta a recibir al macho en coito fecundante. Heape
denomind proestro al periodo anterior al estro, y se caracteriza por el momento en el cual el
animal entra en celo. Se puede distinguir mediante un frotis vaginal por la presencia de células
epiteliales pequefias, redondas nucleadas, de aspecto y tamano uniforme, sin observarse
presencia de neutréfilos [19]. Es el periodo durante el cual finaliza el desarrollo de los foliculos

y concluye con la ovulacidn, dando inicio a la fase de estro [19]. El estro se caracteriza por la
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presencia predominante de células epiteliales queratinizadas anucleadas [20]. En ausencia de
concepcidn, el ciclo progresa hacia el metaestro, también conocido como diestro I, que se
corresponde con el desarrollo inicial de los cuerpos lUteos, los cuales secretan progesterona por
un breve periodo de tiempo [19]. El diestro | se caracteriza por la presencia de una combinacién
de células epiteliales anucleadas, células epiteliales queratinizadas y neutroéfilos [20]. El periodo
siguiente, diestro Il, constituye el tiempo durante el cual la secrecién ovarica prepara a los
tejidos reproductivos para la recepcion del évulo fertilizado. En esta fase se observa una
marcada disminucion de células epiteliales anucleadas queratinizadas, con abundante
presencia de neutrofilos y alguna presencia de células epiteliales redondas al finalizar el estadio
[20]. En el estadio de diestro Il los cuerpos lUteos alcanzan su maxima actividad y el epitelio de
la vagina se encuentra en su minimo nivel de desarrollo [19]. Tanto el diestro | como el diestro
Il son fases anovulatorias dentro del ciclo estral.

Un rasgo particular de los roedores es la capacidad de entrar en estro dentro de las 24 horas

posteriores al parto. Este fendmeno se conoce como estro post-parto y permite a la hembra

guedar prenada inmediatamente, aumentando su prolificidad.
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Figura 4. Citologia vaginal representativa de cada fase del ciclo estral. A) Proestro. B) Estro. C) Diestro

I. D) Diestro Il. Figura adaptada de McLean y col. [21].
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EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL

El eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG) es un sistema neural y enddcrino
intercomunicante que funciona en la regulacién de la fertilidad, permitiendo no solo el correcto
desarrollo de las gametas, sino también el dimorfismo sexual y funcional y el comportamiento
sexual. El control de la secrecidon hormonal sucede a través del mecanismo de
retroalimentacidn, en donde se presenta una interrelacion entre el hipotalamo y la hipdfisis con
las gdénadas, cuya produccion hormonal periférica interactia con el sistema hipotalamo-
hipofisario, regulando a su vez la sintesis y liberacion de las hormonas troficas que afectan a las

glandulas [22] (Figura 5).
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Figura 5. Esquematizacion del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal. Se muestran los tres niveles de
regulacién y se esquematiza el mecanismo de retroalimentacidn, en donde las lineas sélidas indican

acciones estimulatorias y las punteadas sefialan acciones inhibitorias.

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es producida por neuronas secretoras
ubicadas en los nucleos arcuato y ventromedial en primates. En las células gonadotropas de la
hipofisis cuenta con un Unico receptor, el cual induce la secrecion de LH y FSH. Para lograr un
efecto 6ptimo de GnRH sobre su receptor, el estimulo de la misma debe ser en forma de pulsos,
logrando que los receptores (de membrana) se sinteticen, aumenten su nimero y/o se
desenmascaren volviéndose visibles y mejorando la respuesta (fendmeno conocido como up-
regulation). Las neuronas GnRH estan a su vez bajo el control de esteroides gonadales,
hormonas hipotalamicas, neurotransmisores y estimulos ambientales y estresores.

En la hipdfisis, entre el 10 y el 15% de las células son gonadotropas, capaces de cosecretar LH y
FSH, de forma independiente. En la mujer, durante la mayor parte del ciclo los niveles
circulantes de estas gonadotrofinas son bajos, lo cual regula el desarrollo folicular y la secrecion
de estradiol (durante la fase folicular del ciclo) y de progesterona (durante la fase lutea). La
secrecion basal de LH y FSH estd regulada por la retroalimentacién negativa ejercida por los
esteroides ovaricos, principalmente estradiol. En cambio, el pico preovulatorio de LH y FSH es
gatillado por una retroalimentacién positiva provocada por este esteroide, que desencadena la

ovulacidn y la subsiguiente formacion del cuerpo luteo.
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REPRODUCCION FEMENINA

La literatura esta repleta de numerosos ejemplos del valor de los modelos animales. Los ratones
se consideran un modelo animal excelente porque son pequefios, manejables, faciles de criar
en cautividad y con un ciclo vital rapido. Aunque tanto los humanos como los ratones son
mamiferos con ovarios, trompas de Falopio, Utero y placentacidon similares, existen varias
diferencias estructurales y funcionales entre el sistema reproductor femenino de ambas
especies (Figura 6). En particular, la anatomia macroscépica varia considerablemente, mientras

gue la apariencia histolégica y las funciones bdasicas tienden a ser mas similares.

Ovario Oviducto

. HUMANO A\
Ligamento Trompa de Falopio QA

/ Cervix

Ovario

Vagina

Figura 6: Diagrama comparativo entre el aparato reproductor femenino de humanos y de ratones. La

diferencia mas notable se observa en el Utero bicorne de los ratones. Imagen adaptada de Gerald R

Cunhay col. Reproductive tract biology: of mice and men [23].
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Los ovarios de ratones y humanos son estructuras pares de forma esférica u ovoide
respectivamente. La principal diferencia anatdmica entre ambos radica en que los ovarios de
los ratones se encuentran dentro de una bolsa elastica transparente, conocida como bursa,
inmersos en depdsitos de grasa que los rodea. La pubertad en los ratones se desencadena
aproximadamente a las cuatro semanas de vida, mientras que en los humanos sucede
generalmente entre los diez y trece afios. Durante la foliculogénesis varios foliculos maduran
simultdaneamente en ambas especies; sin embargo, tipicamente solo se libera un évulo en
humanos, mientras que en ratones se liberan varios, obteniéndose en promedio camadas de
entre seis y doce crias. Dado que no se observan grandes diferencias en el proceso de
maduracién y ovulacién, los ratones son muy buenos modelos para el estudio de la fertilidad.
Conforme sucede la ovulacidn, los ovocitos son captados y transportados por el oviducto (en
roedores) o las trompas de Falopio (en humanos) hacia el Utero. Tanto los oviductos de raton
como las trompas de Falopio de humanos estan compuestos por una porcién intramuscular, un
istmo, una ampolla, un infundibulo y un extremo fimbriado.

En caso de haberse logrado la fecundacion, los embriones se desarrollan en el Utero, el cual
tiene una anatomia bicorne en los ratones o con forma de “pera” en los humanos. La duracién
de la gestacién es muy distinta entre especies, siendo entre 19y 21 dias en ratonesy de 37 a 42

semanas en humanos.

ANGIOGENESIS

Los procesos mediante los cuales se forman los vasos sanguineos pueden dividirse en dos:
vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis ocurre, principalmente, durante el desarrollo

embrionario y consiste en la diferenciacion de células precursoras en células endoteliales [24].
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La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos nuevos a partir de
vasculatura preexistente [25]. Esta vasculatura es modificada mediante el brote y el crecimiento
de nuevos vasos para formar finalmente patrones de vasos interconectados caracteristicos de
los vasos sanguineos maduros. La vasculatura previamente formada, debe primero
desestabilizarse para permitir la formacién de nuevos vasos sanguineos que irriguen tejidos
previamente avasculares. Luego, las células endoteliales proliferan y forman estructuras
tubulares inmaduras que terminan siendo redes vasculares interconectadas. Esta vasculatura
nueva debe madurar para ser completamente funcional. Durante la maduracién, las nuevas
células endoteliales se integran y se unen fuertemente a células de soporte (células peri-
endoteliales), como pericitos y células musculares lisas, y a la matriz que rodea el vaso [26]. El
desenlace de este proceso en una elaborada red vascular permite cubrir las demandas
nutricionales y funcionales del érgano [27].

La angiogénesis ha sido ampliamente estudiada en condiciones patoldgicas, observando en
algunos casos una excesiva tasa mitogénica de las células endoteliales (crecimiento tumoral,
retinopatias, hemangiomas, artritis reumatoidea, fibrosis, etc.) [28-30], y en otros una
disminucién en la angiogénesis normal (retraso en cicatrizacién de heridas, ulceras varicosas
cronicas, falta de cicatrizacion de fracturas) [29].

En el adulto, es un proceso infrecuente en condiciones fisioldgicas y el endotelio de la mayoria
de los tejidos es una poblacidn estable y de baja tasa mitdtica [28], ocurriendo angiogénesis
principalmente en procesos de reparacién de tejidos, como cicatrizacion de heridas y fracturas
y de forma fisioldgica Unicamente en el tracto reproductor femenino, tanto en la placenta
durante la implantacion, como durante los cambios ciclicos que ocurren en los ovarios y el
endometrio [31].

Los tejidos del sistema reproductor femenino adulto presentan una alta tasa mitogénica sélo
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comparable al crecimiento tumoral [32]. Sin embargo, a diferencia de los procesos tumorales,
el crecimiento de estos tejidos ocurre en forma limitada y muy ordenada, siendo sostenido por
el rapido desarrollo de una red vascular. Es asi como se observa entonces, que los tejidos con

mayor tasa de crecimiento estan altamente irrigados [32].

Las células peri-endoteliales, que incluyen células de musculo liso vasculares (VSMC) y pericitos,
residen en la interfase entre el endotelio y el tejido circundante. Las VSMCs proveen soporte a
vasos de gran calibre, como las arteriolas, y regulan el flujo sanguineo a través de su actividad
contractil, a pesar de no estar en contacto directo con el endotelio. Por su parte, los pericitos
son células perivasculares que se asocian a las células endoteliales de la vasculatura.
Estructuralmente, son células individuales distribuidas a lo largo de los vasos capilares que se
caracterizan por tener un cuerpo celular que se inserta en la membrana basal y que protruye
por sobre la pared del capilar [33]. Estas células se contactan con el endotelio a través de zonas
en las que la membrana basal esta interrumpida y que son ricas en uniones comunicantes,
uniones estrechas y zénulas adherentes [27]. También puede haber interdigitaciones entre
células endoteliales y pericitos, tal que una célula puede formar una extension citoplasmatica
dentro de la otra. Este tipo de uniones se denominan complejos “peg and socket” (Figura 7).
Se han propuesto diversas funciones para las células peri-endoteliales. Por ejemplo, pueden
censar los requerimientos fisioldgicos del tejido, la presencia de estimulos angiogénicos y las
fuerzas hemodindamicas dentro del vaso; pueden controlar de manera paracrina o por contacto
célula-célula la proliferacién y diferenciacién del endotelio; y, por ultimo, al contactar
numerosas células endoteliales en simultaneo, pueden integrar sefiales a lo largo del vaso
sanguineo [34]. La correcta formacidn del peri-endotelio es fundamental para el desarrollo de
un vaso sanguineo estable y funcional.

Hasta el momento, se conocen varios marcadores de células endoteliales, como PECAM, Factor
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de Von Willenbrand (VW) y CD34. También se han hallado marcadores de células peri-
endoteliales, como a-actina de musculo liso (a-SMA), desmina y antigeno de melanoma de alto
peso molecular (RGS-5). Cabe resaltar que ninguno de estos marcadores es “universal”, ya que

su expresion varia dependiendo de la especie, del tipo de tejido y del estado de desarrollo [35].
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Figura 7: Interaccion entre endotelio y células peri-endoteliales. A. Fotografias obtenidas por
microscopia electrénica de barrido y posteriormente coloreadas digitalmente. i. Pericito rodeando un
capilar. Pueden observarse los procesos primarios en direccion longitudinal y los procesos secundarios
orientados de forma circunferencial. ii. Capilar arterial con numerosos pericitos asociados. iii. Arteriola
terminal rodeada por pericitos y algunas células de musculo liso vasculares. B. Micrografia electrénica
de un capilar fenestrado y su pericito en corte transversal. Obsérvese que las células endoteliales del

capilar y el pericito comparten la misma lamina basal. Tomado de Sato y col. [36].

FACTORES ANGIOGENICOS

Para que el proceso de angiogénesis ocurra de forma adecuada y los nuevos vasos sanguineos
generados sean funcionales y estables, debe haber un delicado equilibrio entre factores proy
anti-angiogénicos. Cualquier desregulacién en éstos, ya sea por exceso o por defecto, puede
generar un desarrollo vascular defectuoso y, por ende, una deficiente irrigacién sanguinea en
el érgano. Los factores involucrados en este delicado proceso son diversos. Se detallan a

continuacion los principales:

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

El VEGF-A o VEGF es un potente factor mitogénico y estimulante de la migracién de las células
endoteliales. También participa en el mantenimiento estructural y aumenta la permeabilidad
de capilares y vénulas [33]. La molécula es una glicoproteina homodimérica basica, que se une
a receptores especificos en las células endoteliales. Este factor pertenece a una familia de
proteinas compuesta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, y el factor de crecimiento
placentario (PIGF) [26]. Se sabe que varios tipos celulares, como las células endoteliales, las
células del musculo liso, fibroblastos, adipocitos y células inmunes sintetizan VEGF y que este

factor puede actuar tanto de manera autécrina como paracrina [37].
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La sintesis de este factor estd estrictamente regulada en todos los tejidos, debido a que un
déficit o una sobreexpresion de esta molécula causarian diversas patologias. Esta regulacion se
da a través de diferentes mecanismos y factores, siendo uno de los principales, la tension de
oxigeno. Se ha demostrado que la expresion del ARNm para VEGF es inducida bajo condiciones
de hipoxia ocasionadas en diversas situaciones fisiolégicas o patolégicas [38].

Las hormonas también son importantes reguladoras de la expresién del gen de VEGF. Se ha
demostrado que la tirotropina (TSH) y la hormona adenocorticotropa (ACTH) inducen la
expresion de VEGF en lineas celulares de carcinoma tiroideo y en células de la corteza adrenal
en cultivo [39,40]. Las gonadotrofinas son potentes inductoras de la transcripcion de VEGF en
ovario, tanto in vivo como in vitro [41]. Existen ademas diversos estudios que ubican a los
esteroides sexuales como potentes inductores de la expresion de VEGF en tejidos hormono-
sensibles [42—-44].

Existen tres receptores de VEGF descriptos y son de tipo tirosina quinasa. Se denominan VEGFR-
1 (también llamado FLT-1), VEGFR-2 (también llamado KDR o FLK-1) y VEGFR-3 (también
llamado FLT-4). El KDR es el principal receptor para VEGF responsable de la angiogénesis,
mitogénesis y aumento de la permeabilidad vascular observados como respuestas a VEGF.
Luego de la autofosforilacion de este receptor en diversas tirosinas, se observa la fosforilacién
de diversas proteinas transductoras de sefiales. El receptor KDR ademas, media los efectos

antiapoptoticos de VEGF descriptos en células endoteliales [45].

Angiopoyetinas

Mientras que el VEGF es el principal iniciador de la angiogénesis, la formacién y diferenciaciéon
de una red vascular madura y funcional requiere de la accién coordinada de varios factores.

Entre estos se encuentran las angiopoyetinas 1 y 2 (ANGPT1 y ANGPT2) las cuales actuan a
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través de sus receptores tirosina quinasa Tie-1y Tie-2.

El sistema de ANGPTs es critico para el normal desarrollo, maduracién y estabilizacién de la
vasculatura en desarrollo [46], asi como también para promover la quiescencia e integridad
estructural de la vasculatura adulta [47]. Las acciones de las ANGPTs son diferentes a las de
VEGF-A. ANGPT1 actta en forma coordinada y complementaria al VEGF-A, jugando un papel
mas tardio en el desarrollo vascular. Mientras que la ANGPT1 se expresa ampliamente y en
forma constitutiva en tejidos adultos normales para cumplir su funcidn estabilizadora de los
vasos ya formados, ANGPT2 estd altamente expresada sélo en sitios con alto grado de
angiogénesis y en sitios de regresion de la vasculatura. Se postula que ANGPT2 es un factor
desestabilizante de vasos sanguineos, permitiendo que otros factores angiogénicos puedan
ejercer sus efectos [48]. Por lo tanto, la alta expresién de ANGPT2 resulta en la desestabilizacidn
de los vasos, lo que, en presencia de VEGF-A, conduce a la proliferacion de las células
endoteliales y formacién de vasos sanguineos nuevos. Por el contrario, la alta expresion de

ANGPT2 en ausencia de VEGF-A, resulta en la regresion de la vasculatura [49].

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

La familia de factores PDGF juega un papel critico en la proliferacién y desarrollo celular [50—
52]. El PDGF fue el primer factor sérico identificado como factor que estimula la proliferaciéon
de las células del musculo liso arterial [53] y se sabe que es sintetizado por un amplio rango de
tipos celulares dentro de los cuales se incluyen plaquetas, fibroblastos, ovocitos y blastocitos
[54]. La forma biolégicamente activa de PDGF es un dimero formado por dos cadenas
polipeptidicas, unidas por puentes disulfuro [55]. Puede estar presente como homodimero o
como heterodimero y dependiendo del tipo de dimero formado muestra actividad diferencial.

Las cinco isoformas de PDGF son: AA, AB, BB, CC y DD, siendo las cadenas C y D las mas
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recientemente identificadas.

El PDGF-BB cumple un papel vital en la angiogénesis: la sefializacion via su receptor (PDGFR-$)
es critica para el reclutamiento de células musculares lisas. Durante la remodelacién
angiogénica, PDGF-BB es expresado por las células endoteliales ubicadas en los apices de los
vasos sanguineos nacientes, lo cual conduce a la proliferacién de pericitos y células de musculo
liso vasculares que expresan PDGFR-B. EIl PDGF-BB determina también la migracion y/o la
supervivencia de estas células peri-endoteliales a lo largo del endotelio incipiente. Una vez que
llegaron a destino, los pericitos y células de musculo liso vasculares rodean al endotelio y se
asocian estrechamente con él. Los factores de supervivencia y anti-proliferativos producidos
por las células peri-endoteliales estabilizan los vasos nacientes [50-52,56]. El rol de PDGF-BB es
de gran relevancia porque la gran mayoria de los vasos sanguineos, sino todos, comienzan como
tubos endoteliales que luego adquieren un recubrimiento de pericitos o células de musculo liso
vasculares. Esta demostrado que el reclutamiento de células peri-endoteliales es vital para una
completa funcionalidad del vaso sanguineo, y que tanto PDGF-BB como PDGFRB son
indispensables [49,57,58]. Ademas de su rol angiogénico, la via de sefalizacion de PDGF-BB esta
involucrada en el desarrollo de las células de la teca y en la produccién de esteroides por parte
del ovario [59]. En nuestro laboratorio se demostré que la via de sefializacion de PDGF-BB es
ademas necesaria para un correcto desarrollo folicular en rata [60]. A su vez, la sefializacion de
PDGF-BB/ PDGFRP ha sido reconocida como una de las vias involucradas en foliculogénesis
temprana, promoviendo la activacidon del foliculo primordial [61-63]. En este sentido, los

efectos de PDGF-BB son opuestos a los efectos de la hormona anti Miilleriana (AMH).

METFORMINA

La metformina es una biguanida utilizada como hipoglucemiante oral para el tratamiento de la
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diabetes tipo 2 (DT2). Se introdujo en el Reino Unido en 1958 para el tratamiento de esta
patologia y, aflos mas tarde, para el tratamiento de pacientes con sindrome de ovario
poliquistico (SOP) que presentaban hiperglucemia y resistencia a insulina. Sin embargo, los
efectos de esta droga son variados y exceden ampliamente aquellos relacionados con el
metabolismo de la glucosa. La metformina es una droga estable que no se metaboliza y se
excreta por orina (aproximadamente el 90% en 12 horas). Su vida media plasmatica es de
aproximadamente 2 a 6 hs, aunque en otros compartimentos, como en los eritrocitos y en el
tracto gastrointestinal, es aun mayor, contribuyendo a una vida media mas prolongada
(eliminacién de hasta 14 horas) [64]. Se transporta activamente al interior de las células, a través
de transportadores de cationes organicos (OCTs) presentes en distintos tipos celulares. La
difusidn pasiva a través de las membranas celulares esta limitada debido a su baja solubilidad
en los lipidos. Los principales miembros responsables del transporte activo de metformina al
interior de la célula son el OCT 1, 2 y 3. Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas
en los distintos tejidos [65,66]. Se ha observado la presencia de los tres transportadores (OCT1,
OCT2 y OCT3) en placenta humana y en placenta y fetos de rata. En nuestro laboratorio,
ademas, se demostrd la presencia de los tres transportadores en células de granulosa de rata
y en células del cimulus humano [67].

Metformina ejerce sus acciones hipoglucemiantes a través de distintos mecanismos. En el
higado inhibe la sintesis de glucosa y de lipidos, en el musculo aumenta la sensibilidad a la
insulina y en el intestino disminuye la captacion de glucosa por parte de los enterocitos [68].
Todos estos efectos podrian deberse a la fosforilacidon y consecuente activacién de la proteina
quinasa activada por AMP- adenosin monofosfato (AMPK) en los distintos tipos celulares. La
AMPK es una serina-treonina quinasa que actia como un sensor de energia en las células de los

mamiferos, capaz de sensar la relacion AMP:ATP, siendo activada por un incremento de AMP o
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una disminucion de ATP. Dicha activacién bloquea los procesos endergdnicos (via anabdlica) y
activa los procesos exergoénicos (via catabdlica), regulando asi la homeostasis energética [68].
Metformina puede activar de manera directa a la AMPK fosforilando su quinasa o bien de
manera indirecta inhibiendo al complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y alterando asi

la relacion AMP/ATP [69].

,

7 AMP/ATP .y
*
S
a
p
AMPK v
Procesos exergonicos: Procesos endergonicos:
v’ Captacion de glucosa v' Sintesis de acidos grasos
v' Oxidacion lipidica v’ Sintesis de colesterol
v' Oxidacion de 4cidos grasos v' Sintesis de proteinas
. ¥ Autofagia
\_\_ ¥ Metabolismo oxidativo o4

Figura 8: Enzima blanco de la metformina: El ejercicio, el estrés, o bien, farmacos como la metformina,
estimulan un aumento en la relacién AMP/ATP y eso conduce a la activacion de la enzima AMPK. Esta

enzima favorece los procesos exergdnicos e inhibe los procesos endergdnicos.
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Ademas de sus efectos en el metabolismo de la glucosa, se ha visto que metformina regula la
angiogénesis en diferentes sistemas, tanto in vivo como in vitro. Su efecto en la mayoria de los
casos es la disminucion de la misma, principalmente debido a la inhibicidn de la sintesis de VEGF.
Este efecto ha sido demostrado en diversos canceres [70-73], asi como también en diabetes,
obesidad [74,75] y angiogénesis de retina, en donde previene el aumento de microvasos y el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos [76]. Por el contrario, en ciertas patologias metformina
actua promoviendo la angiogénesis, demostrando efectos benéficos en el tratamiento de
afecciones como accidente cerebrovascular isquémico [77,78] e isquemia de extremidades
después de una cirugia [79], en un modelo de ratén. En patologias reproductivas que cursan
con desregulaciones angiogénicas, como PCOS [80], preeclampsia [81] o el sindrome de
hiperestimulacidon ovarica (OHSS) [82], metformina ha sido propuesta como un posible
tratamiento [81,83,84], al actuar como un fadrmaco regulador de la angiogénesis, capaz de
aumentarla en condiciones en las que es insuficiente, o disminuirla en casos en donde se

encuentra exacerbada.
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INTRODUCCION

Metformina ha demostrado beneficios en términos de reduccién de peso corporal, efectos
cardiovasculares y tasas de mortalidad en pacientes con diabetes tipo 2 (DT2) [85], sin embargo,
el impacto de esta droga va mas alld del metabolismo de la glucosa. El uso de metformina en el
SOP, para tratar el estado de insulinorresistencia y de hiperglucemia caracteristicos de esta
enfermedad, revelo efectos en el sistema reproductor femenino, entre los cuales se encuentran
una mejora en la tasa de ovulacién, en la tasa de embarazos y en la de nacidos vivos [86,87]. A
pesar de estas observaciones, debido a la falta de estudios especificos, el efecto de metformina
en la fertilidad sigue siendo controvertido. Los metaandlisis disponibles que han evaluado su
accion en el ovario han mostrado resultados diferentes entre si. Por esta razén, en el afio 2007,
el grupo de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana y Embriologia/Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva recomendd el uso de metformina en el SOP solo en mujeres con
alteraciones en el metabolismo de la glucosa y no para la induccién de la ovulacién [88]. En los
ultimos afios, sin embargo, se han encontrado nuevas evidencias sobre los posibles beneficios
de metformina en el tratamiento de la fertilidad de pacientes con SOP. Varios trabajos reportan
que el uso de esta droga conduce a un aumento en las tasas de ovulacién y embarazo [89-92].
Otros, ademas, han informado un aumento en las tasas de nacidos vivos en comparacion con
pacientes no tratadas [25-27].

Los mecanismos a través de los cuales metformina actua en el sistema reproductor femeninoy
particularmente en el ovario para mejorar la fertilidad, aun siguen siendo una incdgnita. Por
esta razén, en la clinica esta indicado su uso solo para mejorar desbalances metabdlicos en las
pacientes, y no para tratar patologias reproductivas, asociadas o no a un estado de
hiperglucemia. Ademas, como la mayoria de los estudios realizados para determinar los efectos

de la droga hasta el momento han sido bajo condiciones metabdlicamente patoldgicas, los
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efectos reportados a nivel reproductivo podrian ser indirectos, relacionados con la
estabilizacién de moléculas que sefializan en el ovario y en el Utero, como por ejemplo insulina.
Poco se sabe sobre las acciones directas de metformina en el sistema reproductor femenino, y
menos aun en aquellas patologias independientes del metabolismo de la glucosa.

Por otra parte, metformina también ha sido propuesta para el tratamiento de la diabetes
mellitus gestacional (DMG) o la DT2 en el embarazo. La DMG es una condicién metabdlica que
se presenta como un estado de hiperglucemia durante el embarazo, en mujeres que no tenian
diabetes antes de quedar embarazadas. La etiologia de la enfermedad radica en la incapacidad
del pancreas materno de ajustarse al aumento de la demanda de insulina durante el embarazo.
Normalmente se resuelve después del parto, sin embargo, es esencial detectar y tratar esta
patologia durante el embarazo debido al impacto perjudicial que tiene tanto en la madre como
en el feto, a corto y a largo plazo. Dentro de las complicaciones que puede provocar durante la
gestacidn, se encuentran la presidn arterial elevada, la necesidad de una cesdrea, preeclampsia
y dificultades durante el parto [93]. A largo plazo, puede reaparecer en embarazos posteriores
y aumentar el riesgo de la madre de desarrollar DT2 mas adelante en la vida [94,95]. Dentro de
las estratégicas terapéuticas, se encuentra como primera opcion la realizaciéon de un cambio en
el estilo de vida de la paciente, sugiriendo modificaciones en la alimentacién, un aumento del
ejercicio fisico y el mantenimiento de un peso corporal adecuado. Si a pesar de estos cambios,
la condicion se sostiene, se procede al uso de medicacidén, como insulina, glibenclamida o
metformina. La administracién de insulina es el tratamiento de primera linea, por ser una
molécula natural, ya producida por la madre. Sin embargo, su utilizacién conlleva el riesgo de
generar un estado de hipoglucemia, ademas de ser un tratamiento invasivo y tedioso para la
paciente al implicar mediciones constantes de los niveles de glucemia que permitan ajustar la

dosis administrada. Metformina, en cambio, es un hipoglucemiante oral, de facil
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administracion, con muy pocos efectos adversos, capaz de reducir la produccion hepatica de
glucosa por el higado y de aumentar la sensibilidad a insulina por tejidos periféricos,
provocando una disminucién de la glucemia. Ademas, es un farmaco econdmico que no
requiere cadena de frio, lo que hace que su utilizacion en pacientes que viven en zonas alejadas
de centros urbanos o que cuentan con bajos recursos sea mas sencilla y accesible. Sin embargo,
metformina atraviesa placenta, por lo que su administracion y mantenimiento durante el
embarazo para tratar la DMG o DT2 es controversial, ya que poco se sabe sobre los potenciales
efectos adversos tanto en la madre como en el feto. Por otro lado, en mujeres con DT2 que
venian tomando metformina, la interrupcidon del tratamiento debido al embarazo puede
implicar riesgos para el manejo de la glucemia.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, podemos observar que la decisidn sobre en qué casos
recomendar la utilizacién de metformina en la clinica, queda a criterio del médico tratante,
siendo en algunos casos administrada durante los primeros tres meses de gestacion para
disminuir la ocurrencia de abortos, y luego suspendida por el resto del embarazo.

Como se menciond previamente, la droga es capaz de atravesar la placenta alcanzando en el
feto concentraciones similares a la de la madre [96], principalmente a medida que el embarazo
avanza. Trabajos previos demostraron su presencia en el cordén umbilical de madres a las que
se les administré el farmaco durante el embarazo [97,98], lo que indica que es capaz de
transferirse entre los compartimentos materno-infantil. Esto genera preocupacién en relacién
a los posibles efectos adversos en varios drganos y sistemas durante el desarrollo embrionario
de la descendencia expuesta a la droga. Sin embargo, los trabajos en donde se estudian los
efectos en la descendencia a largo plazo son escasos, lo cual limita el uso de metformina
durante el embarazo, debido a la falta de informaciéon en cuanto a su seguridad.

Como con toda droga a ser administrada durante la gestacidn, los primeros estudios que se
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realizaron analizaron posibles efectos teratogénicos de metformina, evaluando el riesgo de
anomalias congénitas en los bebes expuestos. En ninguno de estos trabajos se encontrd
evidencia sobre la asociacidon entre la exposicién a la droga y el aumento del riesgo de presentar
defectos al momento del nacimiento [99,100].

A continuacién, debido a que la principal accién de metformina es sobre el metabolismo, los
pocos trabajos que estudiaron efectos a largo plazo, se centraron en el analisis de posibles
alteraciones en parametros metabodlicos de la descendencia, no habiendo hasta el momento
suficientes antecedentes de estudios reproductivos en la progenie. Entre estos trabajos, se
encuentran reportes de mujeres que reciben metformina debido a la presencia de obesidad o
SOP, en donde no se encontraron cambios en el tamafio de los bebés. Sin embargo, se han
observado menores pesos de los mismos al nacer [101,102]. Un seguimiento de los hijos de
madres con SOP tratadas con la droga, reveld que a los 5-10 afios, los nifios tenian un indice de
masa corporal mas alto, una relacién cintura-altura mas elevada y que eran mas propensos a
ser obesos [103]. En otro de los estudios, se realizé un seguimiento por dos afios de los nifos
de madres con DMG, tratadas con metformina. Los nifios, que habian presentado menor peso
corporal al nacimiento, a los dos afios de edad tenian circunferencias mayores de la parte
superior del brazo, y mayor espesor del biceps y del pliegue cutaneo subescapular, en
comparacion de los hijos de madres tratadas con insulina. Sin embargo, la masa grasa corporal
era igual que en los nifios expuestos a insulina en el desarrollo. Esto sugiere que, aunque la
concentracion total de grasa es similar en los hijos de madres tratadas con metformina e
insulina, metformina podria alterar la distribucién de la misma [104].

Si bien el estudio de parametros metabdlicos en la progenie es de vital importancia,
alteraciones a nivel reproductivo pueden traer consecuencias en la capacidad de la

descendencia para lograr una gestacién exitosa y el nacimiento de un bebe sano. También
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pueden observarse alteraciones en el perfil hormonal, resultando en la falta de un eje endécrino
saludable, que conlleve ademas de efectos en la fertilidad, el desarrollo de patologias mas

severas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a lo expuesto, se postularon las siguientes hipétesis:

« El hipoglucemiante metformina tiene acciones directas en el sistema reproductor femenino de

ratones hembra, independientemente de sus efectos en el metabolismo de la glucosa.

« Metformina regula procesos fundamentales para la funcionalidad ovdrica y la reproduccion

de las hembras.

« La exposicion a metformina in utero y durante la lactancia afecta el ovario y la fertilidad de la

descendencia.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos generales:

A. Estudiar el efecto in vivo que produce el tratamiento con el hipoglucemiante metformina

sobre la funcionalidad ovdérica y la reproduccién en un modelo fisiolégico sin patologia

metabdlica asociada.

B. Analizar los efectos de la administracion de metformina a madres durante la prefiez y la

lactancia sobre el metabolismo y la reproduccidn de sus crias hembra.
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De acuerdo con los objetivos generales, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

A. Estudiar en un modelo fisiolégico de hembras en edad fértil que reciben metformina:
e El peso corporal de los animales
¢ El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico
® La concentracidn sérica de glucosa y su metabolizacién
e La concentracién sérica de insulina
e Las concentraciones séricas de progesterona, estradiol y las enzimas ovdricas
involucradas en su sintesis
¢ La concentracion sérica de FSHy LH
e El ciclo estral
¢ El desarrollo folicular
e La deposicion ovarica de colageno
e El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario
* Los niveles ovaricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB

e La fertilidad natural y la fertilizacion in vitro

B. Estudiar en las crias de hembras que recibieron metformina durante la prefiez y la lactancia:

¢ El peso corporal

¢ El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico

¢ La concentracidn sérica de glucosa y su metabolizacidon
¢ La concentracion sérica de progesterona y estradiol

¢ La concentracién sérica de FSH y LH
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e El ciclo estral

e El desarrollo folicular

e El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario

¢ Los niveles ovaricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB

¢ La fertilidad natural
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Capitulo1 A

Metformina en condiciones fisiologicas:

Animales tratados
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METODOLOGIA

MODELO ANIMAL

El cuidado y alojamiento de los animales se realizd en el Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IByME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitio acceso ad libitum al alimento y

al agua, y se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

Ratones hembra C57BL/6 (de 14 semanas de edad) fueron divididos aleatoriamente en dos
grupos. Uno de ellos recibiéo metformina (300 mg/kg, sc- 202000C, Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) por via oral, disuelta en el agua de bebida durante 4 semanas (grupo Met). La dosis de
metformina fue equivalente a la dosis recibida por pacientes, segln la conversion propuesta
por Reagan-Shaw y col, que utiliza el método de normalizacidén de la dosis segln la superficie
corporal [105]. La dosis se ajustdé semanalmente para mantenerla constante, de acuerdo al peso
corporal y al agua ingerida. El otro grupo recibié solo agua (grupo Control). Se monitoreé el
peso corporal semanalmente. Durante las ultimas dos semanas de tratamiento, se
determinaron los ciclos estrales en un subconjunto de animales de cada grupo y se realizé una
prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) al final del experimento. Después de 4 semanas de

administracion de metformina, los animales fueron divididos en 3 subgrupos.

En el primero, ratones de cada uno de los grupos experimentales que se encontraban en el
estadio proestro/estro fueron anestesiados y se recolectd sangre por puncion directa del
corazon, previo al sacrificio. Una vez coagulada la sangre y después de la centrifugacién, el suero
obtenido se almacend a -802C. Se aislaron los tejidos adiposos mesentérico y gonadal, y se
extrajeron los ovarios limpidandolos del tejido adherente. Uno de los ovarios fue congelado,

mientras que el otro se fijé en solucion de Bouin (Biopur Diagnostics) para ensayos posteriores.
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Otro subgrupo de animales fue apareado con ratones machos C57BL/6 de fertilidad

comprobada. El dia 1 de preiiez se determind mediante la deteccidn del tapdon vaginal,

resultado de la cépula. El tratamiento se mantuvo durante toda la prefiez. Se registré el nimero

de crias por camada y el peso corporal de las mismas.

Por ultimo, el tercer subgrupo de animales fue sometido a una fertilizacion in vitro (FIV).

La Figura 10 muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.

GRUPOS
EXPERIMENTALES
Control I
Semana
0
Met
Semana
0

Met

Semana

4

Semana

4

/TN

SUBGRUPO 1
GTT+ Ciclado+ Puncién
cardiaca

Sacrificio

SUBGRUPO 2

Apareo

SUBGRUPO 3

Superovulacion + FIV

Figura 10: Diagrama esquematico del disefio experimental. Met: grupo metformina; GTT: Curva de

tolerancia a la glucosa; FIV: Fertilizacién in vitro.
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TECNICAS

Andlisis del ciclo estral

Durante 14 dias consecutivos, se recolectaron secreciones vaginales de cada ratén entre las
8:00 y las 9:00 a.m. Se llend un tip de plastico limpio con 40 uL de solucidn fisioldgica, se
introdujo en la vagina del animal y se tomd una muestra. A continuacién, una gota del fluido
vaginal resultante se extendid en un portaobjetos de vidrio limpio. El material sin tefiir se
observd bajo un microscopio éptico, pudiendo reconocer tres tipos de células: células epiteliales
(redondas y nucleadas), células cornificadas (irregulares, sin nucleo) y leucocitos (redondos y
pequefios) (Figura 4). La proporcién entre ellos se utilizé para la determinacién de las fases del

ciclo estral.

Aislamiento del tejido adiposo

Luego del sacrificio, los animales fueron colocados en posicién de decubito dorsal y se procedid
a la realizacion de una incision en la linea media de la zona abdominal. Una vez retirada la piel
y la pared muscular que recubre los 6rganos, se dejé al descubierto la cavidad abdominal. Con
el objetivo de estudiar las diferencias de peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico, se
aislaron los mismos, definiendo al tejido adiposo gonadal como aquel que rodea a los ovarios,
Uteroy vejiga (Figura 11 A); y al tejido adiposo mesentérico como aquel asociado a los intestinos

(Figura 11 B) [106]. A continuacidn, se procedio al pesaje del mismo en balanza.

A B
B
Tejido adiposo gonadal Tejido adiposo mesentérico
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Figura 11: Imagenes representativas de los distintos tipos de tejido adiposo analizados. (A) Tejido
adiposo gonadal rodeando a los ovarios, Utero y vejiga. (B) Tejido adiposo mesentérico rodeando a los

intestinos.

Estudio de la morfologia ovarica

Los ovarios fueron removidos, fijados en solucidon Bouin (Biopur) durante 12 horas, y luego
embebidos en parafina. A continuacién, se montaron en portaobjetos de microscopio ldminas
de cinco micrémetros cortadas a intervalos de 50 micrometros para evitar contar la misma
estructura dos veces, segln el método descripto por Woodruff y col. [107]. Algunos de estos
portaobjetos fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina (H&E) para poder contar el nimero de
estructuras foliculares y de cuerpos lUteos por seccion de ovario, mientras que los otros se
utilizaron para realizar técnicas de inmunohistoquimica.

Los foliculos se clasificaron como primarios (presencia de una sola capa de células de granulosa
cubicas), preantrales (dos capas de células de granulosa cubicas, sin antro), foliculos antrales
tempranos o maduros (con mas de dos capas de células de granulosa cubicas y presencia de
antro, de acuerdo al tamafo), cuerpos lUteos recién formados y foliculos atrésicos. Las
caracteristicas morfoldgicas de los foliculos atrésicos incluyen la degeneraciéon vy
desprendimiento de la capa de células de granulosa de la membrana basal, la presencia de
nucleos picndticos en este tipo celular y la degeneracion del ovocito [108,109]. El porcentaje de

diferentes estructuras se determind en 4 secciones ovaricas de cada ovario.

Tincién con colorante Picrosirius Red (PSR) y cuantificacion del area fibrética

Las [dminas desparafinadas se rehidrataron en un gradiente de etanol (100%, 90% y 70%) y se

incubaron durante 40 minutos con una solucion de PSR preparada disolviendo Sirius Red F3BA
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(Direct Red 80, C.I.: 357.82, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en una solucién acuosa saturada de
acido picrico (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) al 0,1% p/v. Las [ldminas se lavaron tres veces en una
solucion de acido acético glacial al 0,5% y luego se deshidrataron con etanol al 100%. A
continuacidn, se procesaron al mismo tiempo para reducir la variacién en la intensidad de Ia
tincidon. Las imdagenes de campo claro y de luz polarizada se capturaron utilizando un
microscopio Olympus, modelo IX83-DSU. El area tefiida positivamente del tejido ovarico se
midid utilizando el protocolo descripto en: https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/stained-
sections/index.html (fecha de acceso: marzo de 2023). Se utilizé ImageJ para cuantificar el area
de tincidn PSR roja positiva. Para evaluar la birrefringencia de la seccidn ovarica tenida con
Picrosirius red, se utilizd microscopia de luz polarizada circular en el mismo microscopio

[110,111].

Fertilizacién in vitro (FIV) y desarrollo temprano de embriones

La fertilizacidn in vitro se realizd segun lo descripto previamente [112]. Los espermatozoides
fueron recuperados realizando una incisién en la cola del epididimo en 300 pl de medio HTF
(Irvine Scientific Inc., EE. UU.) suplementado con 0,4% (p/v) de albimina sérica bovina (Sigma)
bajo aceite de parafina (Ewe, Sanitas SA, Buenos Aires, Argentina). Se afiadieron alicuotas de la
suspension a 300 pl de medio fresco para alcanzar una concentracién final de 1-10 x 10°
células/ml, y los espermatozoides se incubaron durante 90 min a 37 °C en una atmdsfera de 5%
(v/v) de CO2 en aire. Las hembras de raton de los diferentes grupos experimentales fueron
superovuladas mediante una inyeccion intraperitoneal de eCG (7,5 Ul, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) seguida de una inyeccidn intraperitoneal de hCG (5 Ul, Syntex) 48 horas después. Los
complejos cumulo-ovocitos (CCOs) se recolectaron de los oviductos 13-14 horas después de la

administracion de hCG y se colocaron individualmente en medio HTF bajo aceite. Los CCOs
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fueron inseminados con una concentracion final de 1-5 x 10° células/ml y los gametos se co-
incubaron durante 3 horas a 37 °C en una atmésfera de 5% (v/v) de CO; en aire. Luego, los
ovocitos fueron lavados en medio fresco para determinar el nimero total de ovocitos ovulados
por hembra, y 15 horas después, se registré el nimero de embriones de 2 células. Los
embriones se cultivaron en 50 pl de medio KSOM fresco [113] a 37 °C en una atmdsfera de 5%

(v/v) de CO; en aire durante 4 dias, y se determind el porcentaje de blastocistos.

Inmunohistoquimica

Las ldminas de tejido fueron desparafinadas en xileno y rehidratadas utilizando lavados
graduales de etanol. La actividad peroxidasa enddgena fue blogqueada con perdéxido de
hidrégeno al 3% en PBS, y la unidn no especifica fue bloqueada con suero bovino al 2% durante
20 minutos. Las secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonales de ratén anti-a-
actina de células musculares lisas (Ab18147, 1:100; Abcam, Inc.) o de conejo anti-CD34
(sc74499, 1:100; Santa Cruz) o anti-AMH (Ab24542; 1:200; Abcam, Inc) durante la noche a 4 °C.
Después de los lavados, los cortes fueron incubados con anticuerpos de cabra anti-IgG de raton
o de conejo biotinilados (BA-9200; Vectorlabs) y luego con complejo de peroxidasa conjugada
a biotina-avidina (sistema Vectastain ABC; Vector Laboratories) durante 30 minutos. La
expresion de proteinas se visualizd utilizando tincién con diaminobencidina (catalogo
11718096001; Roche). La reaccion se detuvo con agua destilada, y luego los cortes se tifieron
con hematoxilina y se deshidrataron antes de montarse con medio de montaje (Canada Balsam
Synthetic; Biopack). La tincidn marrdn se considerd positiva.

Las imagenes se digitalizaron utilizando una cdmara (Nikon) montada en un microscopio de luz
convencional (Nikon). Finalmente, las imagenes se convirtieron al formato TIFF (escala de nivel

de gris) para su anlisis.
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Para la cuantificacion de las areas endoteliales y periendoteliales de los vasos se utilizé el
programa Image Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics). Las areas fueron determinadas en 4
secciones por ovario. Solo se tomaron en cuenta foliculos y estroma para el conteo entre
grupos. Las microfotografias fueron analizadas por un observador ciego al tipo de tratamiento.
Se consideraron como foliculos AMH positivos aquellos que tenian un 80% de las células de la
granulosa marcadas. Para el conteo no se tuvieron en cuenta los cuerpos Iuteos ni los foliculos

atrésicos.

Western blot

Los ovarios fueron congelados a -80 °C hasta la extraccion de proteinas y luego resuspendidos
en buffer lisis (20 mM Tris-HCI [pH = 8], 137 mM NaCl, 1% Nonidet- P40 y 10% glicerol)
suplementado con inhibidores de proteasas (0.5 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 0.025 mM N-
CBZ-L-fenilalanina clorometil cetona, 0.025 mM N-p-tosil-lisina clorometil cetona y 0.025 mM
L-1-tosilamida-2-fenil-etilclorometil cetona) e inhibidores de fosfatasa (25 mM fluoruro de
sodio, 0.2 mM ortovanadato de sodio y 10 mM glicerofosfato). Los lisados fueron
homogeneizados con un homogeneizador Ultra-Turrax (IKA-Werke GmbH & Co). Las muestras
fueron centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 10,000xg y el sobrenadante resultante fue
almacenado. La concentracion de proteinas se midié utilizando el ensayo de Bradford
(Bradford, 1976). Después de hervir durante 5 min, se sembraron 20 ug de proteina en un gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 10%-12%, y la electroforesis se realiz6 a 150 V
durante 1.5 h. Las proteinas resultantes fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
durante 2 hs. La membrana fue preincubada con un buffer de bloqueo (2% BSA y 0.1% en
solucidén salina tamponada con Tris 20 mM [4 mM Tris-HCl y 100 mM NacCl; pH 8]) durante 1 h

a temperatura ambiente e incubada con los anticuerpos primarios apropiados: StAR (sc25806,
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1:1000; Santa Cruz); CD34 (sc74499, 1:100; Santa Cruz); anticuerpo monoclonal anti- a-actina
de células musculares lisas (Ab, 18147, 1:1000; Abcam, Inc); yH2AX (ab26350, 1:1000; Abcam);
3B HSD (sc515120, 1:500; Santa Cruz); VEGF (ab46154, 1:500; Abcam); PDGFB (LS-C331340,
1:500; LSBio), Angiopoyetina-2 (ab155106, 1:500, abcam), GAPDH (14c10, 1:5000, Cell
Signaling); B-Actina (sc1616, 1:5000, Santa Cruz); Aromatasa (LS-C801343, 1:500, LS Bio), en
0.1% Tween 20 en solucidn salina en Tris 20 mM [4 mM Tris-HCl y 100 mM NacCl; pH 8]) durante
la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios
anti-conejo (PI-1000, 1:1000; Vector Laboratories) o anti-ratén (HAF007, 1:1000; R&D Systems)
conjugados con peroxidasa. Por uUltimo, la deteccién fue realizada por quimioluminiscencia con
un equipo G-box (GeneSnap Versién 7.12.01). Los niveles de proteina fueron analizados por
densitometria utilizando Scion Image for Windows (Scion Corporation, Worman’s Mill, CT, USA).
Las bandas de B-actina o GAPDH se utilizaron como control interno. Los datos de densidad

Optica se expresan en unidades arbitrarias + SEM.

Parametros metabdlicos

La glucemia se midié utilizando un medidor de glucosa OneTouch Ultramini (Lifescan) a partir
de sangre de la cola de los animales después de 6 horas de ayuno. Para el analisis de la Prueba
de Tolerancia a la Glucosa (GTT, por sus siglas en inglés), se midid la glucemia basal y luego se
administré una inyeccidn intraperitoneal de 2 g de glucosa/kg a los ratones. Se realizaron
mediciones adicionales después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos y luego se calculé el drea bajo
la curva.

Los niveles de insulina en suero se midieron utilizando un Kit de ELISA de Insulina para Ratones

Ultra Sensible (Crystal Chem; Catdlogo #90080) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Parametros hormonales

La progesterona y el estradiol en suero se cuantificaron utilizando un kit de inmunoensayo
quimioluminiscente in vitro (MAGLUMI; Snibe Diagnostic) y el analizador de inmunoensayo
guimioluminiscente totalmente automatico de la serie MAGLUMI, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La FSH y la LH se midieron utilizando kits de ELISA (Abbexa, catalogo #abx154038 y #abx575729,

respectivamente) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico Prism v6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se expresaron como la media + SEM. La normalidad
se probd con una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Luego, las diferencias significativas se
analizaron con un T-test no pareado o con la prueba de Mann-Whitney, segun la normalidad.

La significancia estadistica se definid como p < 0,05.
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RESULTADOS

Efecto de metformina sobre parametros metabdlicos

Para caracterizar los efectos de la administracion de metformina sobre el metabolismo, se
realizaron las mediciones semanales del peso corporal de los animales (n=17-23). No se
observaron diferencias significativas en el peso corporal en comparaciéon con los animales
control (Figura 11 A). Después de la eutanasia, observamos que el tejido adiposo mesentérico
se redujo en el grupo metformina (p < 0,001) (n=12), sin diferencias en el tejido adiposo gonadal
(p > 0,05) (Figura 11 B-C) (n=12-13).

Se estudid la glucemia basal y su metabolizacion mediante una Prueba de Tolerancia a la
Glucosa (GTT) (n=6-8). No se encontraron diferencias en los niveles basales de glucosa en sangre
ni en el drea bajo la curva de glucosa entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 1). Los animales tratados
con metformina también presentaron niveles de insulina similares al grupo control (p > 0,05)

(Tabla 1) (n=6-7).

61

——
| —



A -~ Control
264 - Met
5 254
o
3
& 244
234
22 T T T T T
0 1 2 3 4
Semanas
B 32 0.5+ [ 1 — 0.6+
E g =
S 0.4 § '
3 . 5 0.4- .
g ¥ =}= ° =2 "
2 02 : - -
N o
8 1 5 0.2 pe :|:
T 01 S ! "
g A E |
bl T
‘@ 0.0 T T = 0.0 T T
= Control Met Control Met

Figura 11. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos control y metformina. (A) Curva de peso
corporal durante las 4 semanas del tratamiento con metformina. (B) Peso del tejido adiposo
mesentérico. (C) Peso del tejido adiposo gonadal. Los datos se expresan como la media * el error

estandar de la media (SEM). ***p <0,001.
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Tabla 1: Parametros metabdlicos y hormonales de ratones control y metformina al finalizar

el experimento.

Control Metformina
Glucemia (mg/dL) 139.40 + 10.22 154.20 +2.67
ABC (min*mg/dL) 22800 + 1026 23465 + 641
Insulina (ng/mL) 0.13+0.01 0.13+0.02
Estradiol (pg/mL) 81.17 +4.78° 102.50 + 7.56P
Progesterona (ng/mL) 7.75 £0.752 4.35+0.77°
LH (ng/mL) 16.24 +2.14 18.86 + 1.31
FSH (ng/mL) 141.10 + 10.83 172.80 + 19.96

Los datos estan expresados como la media + SEM. Se utilizdé T-test para realizar comparaciones entre

grupos. ABC: Area bajo la curva de glucosa. Se definieron diferencias significativas como p<0,05.
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Efecto de metformina en el ciclo estral y las hormonas ovaricas

A continuacién, nuestro objetivo fue analizar si el tratamiento con metformina causaba alguna
alteracion en el ciclo estral. Analizamos el numero (n=11-14) y la duracidn de los ciclos (n=7-11)
y encontramos que los animales tratados tuvieron ciclos mas cortos que los de los animales
control, lo que llevé a un mayor nimero total de ciclos en el periodo analizado (p <0,01) (Figura
12 A-B). No se encontraron diferencias en la proporcion de tiempo que los animales pasaron en
cada etapa del ciclo (n=11-20) (Figura 12 C-D).

Para estudiar si el tratamiento con metformina podria alterar la produccién hormonal, medimos
los niveles séricos de FSH (n=9-10), LH (n=9), progesterona (n=6-10) y estradiol (n=5-6). Los
animales tratados con metformina mostraron concentraciones elevadas de estradiol (p < 0,05)
y concentraciones reducidas de progesterona (p < 0,05) (Tabla 1).

No se encontraron diferencias en los niveles de FSH o LH entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 1).
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Figura 12. Efecto del tratamiento con metformina en el ciclo estral. (A) Duracion de los ciclos. (B)
Numero de ciclos en 14 dias. (C) Tiempo transcurrido en las fases Proestro y Estro en relacidn con el
grupo control. (D) Tiempo transcurrido en las fases Diestro | y Diestro Il en relacién con el grupo control.

Los datos se expresan como la media % el error estandar de la media (SEM). **p <0,01.

Efecto de metformina en la expresion de proteinas esteroidogénicas

Dado que la produccidn de estradiol y progesterona se vio alterada, analizamos la
concentracion ovdrica de las proteinas StAR (n=5-6), 3BHSD (n=5-6) y aromatasa (n=5-6).
Encontramos que los niveles de StAR (p < 0,01) y 3BHSD (p < 0,05) se encontraban disminuidos,
y que los niveles de aromatasa se encontraban aumentados en los animales tratados con

metformina en comparacion con los animales control (p < 0,05) (Figura 13 A-C).
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Figura 13. Expresion de proteinas esteroidogénicas en los grupos control y metformina. (A) StAR.
(B) 3BHSD. (C) Aromatasa. La densidad de cada banda se normalizé a las bandas de GAPDH. Los paneles
inferiores muestran bandas representativas de cada proteina analizada. Los datos se expresan como la

media * el error estandar de la media (SEM). *p < 0,05, **p < 0,01.

Efecto de metformina en el desarrollo folicular y la fibrosis ovarica

Como se muestra en la Figura 14 A, determinamos el porcentaje de estructuras en cada estadio
folicular en secciones histoldgicas tefiidas con Hematoxilina-Eosina (n=6-9). Metformina
disminuyé el porcentaje de foliculos primarios y aumenté el porcentaje de foliculos preantrales
en comparacion con el grupo control (p < 0,05). No se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de otros estadios foliculares (p > 0,05). El nimero total de estructuras permanecio
inalterado entre los grupos (Control: 48,67 £ 6,28 ; Met: 52,50 + 7,34) (p > 0,05).

Dado que la fibrosis puede alterar la arquitectura y la funcién del tejido ovarico, utilizamos
Picrosirius Red (PSR) para evaluar el posible efecto de metformina (n=5-6). La fibrosis ovarica

medida mediante tincidn con PSR fue similar entre los grupos (p > 0,05) (Figura 14 B).

66

——
| —



=3 Control
. 3 Met
g ¥ —/
£
3 204
&
w
X 104 m |_I.|
. . " . v :
QQ QQY Q?‘ Qv. Qv. og*
Control Met
20

Deposicién de colageno (%)
3
. I

Control Met

Control Met

Figura 14. Efecto del tratamiento con metformina en el desarrollo folicular y la fibrosis ovarica. (A)
Porcentaje de cada estructura en secciones ovaricas tefiidas con H&E. FP: Foliculo primario. FPA: Foliculo
preantral. FAT: Foliculo antral temprano. FAM: Foliculo antral maduro. FA: Foliculo atrésico. CLRF:
Cuerpo lateo recientemente formado. Barra de escala, 100 um. *p < 0,05. (B) Deposicidn de colageno
analizada mediante PSR. El grafico muestra el % de area tefiida. Los paneles de la derecha muestran
imagenes representativas de PSR en campo claro (arriba) y microscopia de luz polarizada (abajo) de
ambos grupos experimentales. Las cabezas de flecha muestran tincién positiva con PSR. Barra de escala:

50 um; magnificacion 600X.
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Efecto de metformina en la densidad y estabilidad vascular

Considerando que la calidad del ovocito depende en gran medida de un desarrollo vascular
adecuado, evaluamos si el tratamiento con metformina afectaba la formacion y estabilidad del
sistema vascular. En primer lugar, analizamos por inmunohistoquimica las proteinas CD34 (n=5-
6) y a-SMA (n=5-6), marcadores de células endoteliales y periendoteliales vasculares (pericitos
y células musculares lisas), respectivamente. Observamos que los ratones tratados con
metformina tenian una menor expresién de CD34 en comparacion con los ratones control (p <
0,001) (Figura 15 B), y que, ademds, metformina disminuyé las células a-SMA positivas en el
ovario (p <0,05) (Figura 15 D). Estos resultados fueron corroborados, en ambos casos, mediante
western blot (n=5-6) (p < 0,05) (Figura 15 A y C). Luego, estudiamos el principal factor
angiogénico: VEGF (n=6). La expresion de la proteina VEGF fue menor en el grupo metformina
(p < 0,01) (Figura 15 E). Por ultimo, analizamos los niveles de dos factores angiogénicos
involucrados en la estabilidad de los vasos sanguineos: PDGF-B (n=5-6) (Figura 15 F) vy
angiopoyetina-2 (ANGPT-2) (n=5) (Figura 15 G). El tratamiento con metformina redujo la

expresion de ambas proteinas (p < 0,05).
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Figura 15. Angiogénesis ovarica en los grupos control y metformina. (A) CD34. (B) Inmunotincién de
células endoteliales con anticuerpo anti-CD34. (C) SMC-a-actina. (D) Inmunotincién de células
periendoteliales con anticuerpo SMC-a-actina. Para las inmunohistoquimicas, se analizaron cuatro
secciones por ovario. Las fotos muestran secciones histoldgicas representativas de los ovarios. Barra de
escala: 50 um; magnificacidén 600X. Las cabezas de flecha muestran inmunotincidn positiva. (E) VEGF. (F)
PDGFB. (G) ANGPT2. Para los western blots, la densidad de cada banda se normalizé a las bandas de
GAPDH o -Actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina analizada.

Los datos se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM). *p < 0,05, **p < 0,01.
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Efecto de metformina en parametros de fertilidad

Para evaluar el efecto de la administracién de metformina en el rendimiento reproductivo de
los ratones, apareamos hembras con machos C57BL/6 de fertilidad comprobada. No se
encontraron cambios en el tiempo que demoraron los animales en lograr la prefiez (n=6-8) ni
en el nimero de crias por camada (n=6-9) (p > 0,05) (Figura 16 A-B). Sin embargo, las crias de
animales tratados con metformina mostraron un menor peso al nacer (n=40-80)

(p <0,001) (Figura 16 C). La duracién de la prefiez no cambié entre los grupos.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con metformina sobre la fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr
prefiez. (B) NUmero de crias por camada. (C) Peso de las crias. Los datos se expresan como la media + el

error estandar de la media (SEM). ***p < 0,01.
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Efecto de metformina en la calidad ovocitaria y la fertilizacion in vitro (FIV)

Por ultimo, analizamos el efecto de metformina en la fertilizacién in vitro. No se encontraron
diferencias en el nimero de ovocitos recuperados, el porcentaje de ovocitos normales y

anormales, embriones de dos células y la formacidn de blastocistos (n=5) (p > 0,05) (Tabla 2).

Tabla 2: Fertilizacidn in vitro del grupo control y metformina.

Control Metformin
Numero de ovocitos recuperados 28.0+0.7 304+16
% Ovocitos normales 849446 89.5+51
% Embriones de dos células 65.9 +10.2 £9.2+6.0
% Blastocistos 885439 95.2+2.6

Los datos estan expresados como la media + SEM. Se utilizd T-test para realizar comparaciones entre
grupos. El porcentaje de ovocitos normales fue calculado sobre la cantidad de ovocitos recuperados. El
porcentaje de embriones de dos células fue calculado sobre la cantidad de ovocitos normales. El
porcentaje de blastocistos fue calculado sobre la cantidad de embriones de dos células. Diferencias

significativas fueron definidas como p<0,05.
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DISCUSION

La gestion de la fertilidad en patologias metabdlicas en mujeres, como el sindrome de ovario
poliquistico (SOP), plantea un desafio médico significativo. La metformina, un farmaco
hipoglucemiante ampliamente utilizado, ha surgido en los ultimos afios como un tratamiento
para las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en mujeres con SOP, lo que resulta en una
mejora en la fertilidad y la glucemia [86]. Asi, el uso de metformina para mejorar la fertilidad
en mujeres en patologias como SOP, obesidad o DT2 ha comenzado a considerarse. Los posibles
beneficios para la fertilidad podrian derivar no solo de un perfil metabdlico mejorado, sino
también de otros efectos de la droga en el tracto reproductivo. Investigaciones previas,
incluidas las nuestras, han demostrado que metformina puede actuar directamente sobre las
células ovdricas, activando AMPK [67,114-116]. Ademas, regula la expresion de VEGF en células
de la granulosa in vitro [67]. Sin embargo, los estudios in vivo que evaluan los efectos de la
metformina en el ovario, independientemente de los efectos metabdlicos y sistémicos, son
escasos. Nuestro estudio revela que metformina puede influir en la funcién ovarica, afectando
el ciclo estral, el desarrollo folicular, la esteroidogénesis y la angiogénesis en ratones sanos. Sin
embargo, la administracion de metformina no alterd la fertilidad natural nila ovulacién inducida
hormonalmente.

Primero analizamos parametros metabdlicos en ambos grupos de animales para evaluar
posibles acciones metabdlicas de metformina en ratones no hiperglucémicos. Aunque este
medicamento no afectd el peso corporal, la glucosa en sangre en ayunas, la prueba de
tolerancia a la glucosa o los niveles de insulina, si redujo el tejido adiposo mesentérico en
comparacion con los ratones no tratados, lo que indica la capacidad de metformina de mitigar
la deposicion de tejido adiposo incluso en animales sin anomalias metabdlicas. Esto concuerda

con numerosos estudios previos que han reportado una reduccién en la deposicion de tejido
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adiposo en humanos [117] y en modelos animales [114,115][118,119].

El ciclo ovarico refleja la capacidad de las hembras para alternar entre una fase receptiva y una
no receptiva, permitiendo el logro de la prefez después del apareamiento. Los animales que
recibieron metformina, a pesar de tener ciclos mas cortos, pasaron el mismo porcentaje de
tiempo en las etapas ovulatorias y anovulatorias que los animales no tratados. Dado que el ciclo
estral estd regulado por hormonas hipofisarias y ovaricas, evaluamos si estas moléculas estaban
involucradas en los cambios observados. No hubo variaciones significativas en los niveles
séricos de gonadotrofinas entre los grupos. Sin embargo, metformina aumenté los niveles
séricos de estradiol y disminuyd los niveles de progesterona. Este cambio hormonal no afecté
el porcentaje de cuerpos luteos, lo cual sugiere que la disminucion de progesterona se debe
mas probablemente a una menor sintesis, que a una disminucidon en la ovulacién o en la
formacion de cuerpos luteos. Al analizar las proteinas esteroidogénicas encontramos una
disminuciéon en StAR y 3B-HSD en los ovarios de ratones tratados con metformina,
correlacionando con la reduccién de los niveles séricos de progesterona, y un aumento de
aromatasa, lo cual explicaria las mayores concentraciones de estradiol en sangre. En conjunto,
estos resultados podrian indicar que metformina actua sobre las células ovaricas, afectando la
produccién de hormonas esteroideas e induciendo modificaciones en el ciclo estral,
independientemente de la presencia de disfuncién metabdlica sistémica. Es probable que
metformina, al menos a esta dosis y duracién del tratamiento, no tenga efectos en la hipofisis
con respecto a la secrecion de gonadotrofinas.

A continuacidn, realizamos estudios histoldgicos en el ovario y encontramos que metformina
induce cambios en el desarrollo folicular temprano. Los animales tratados con metformina
mostraron un menor porcentaje de foliculos primarios y un mayor porcentaje de preantrales,

sugiriendo una promocién del crecimiento de foliculos primarios al estadio secundario. La
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regulacion del desarrollo folicular temprano involucra una compleja interaccién de factores
enddcrinos, paracrinos y autdcrinos, lo que motiva una mayor investigacion sobre los
mecanismos reguladores de metformina. Contrariamente, el tratamiento con la droga no afecta
los estadios antrales de la foliculogénesis, la atresia ni el porcentaje de cuerpos luteos. Estos
estadios, a diferencia de los estadios tempranos de la foliculogénesis, estan regulados
principalmente por gonadotrofinas. Dado que los niveles de gonadotrofinas son similares entre
los animales de ambos grupos, es esperable que la proporcion de foliculos cuyo crecimiento
depende de éstas, se vea inalterada.

Si bien metformina muestra eficacia en la prevencion de la fibrosis [120], no afecta la fibrosis
ovdrica en ovarios sanos, indicando que la inflamacidn en el érgano no se ve afectada por el
tratamiento con la droga.

Por otra parte, como se menciond anteriormente, metformina tiene muchos efectos bien
probados sobre la angiogénesis en diferentes sistemas, tanto in vivo como in vitro [67,80,121—
124]. En el presente trabajo, encontramos una reduccién en la angiogénesis en los ovarios
después del tratamiento in vivo con metformina, incluso en ausencia de condiciones
patoldgicas; y una disminucién en los factores angiogénicos relacionados al endotelio y
periendotelio, VEGF, PDGFB y ANGPT2. Anteriormente, en nuestro laboratorio, comprobamos
que en un modelo de rata con SOP metformina pudo revertir el aumento en la angiogénesis
ovarica [83], ademds de disminuir la expresion de VEGF en un cultivo celular primario de
granulosa de rata [67]. En este trabajo, corroboramos este ultimo hallazgo, utilizando un
modelo de ratones in vivo de animales saludables. Coincidentemente, estudios previos
encontraron que metformina fue capaz de revertir el aumento en la angiogénesis en diferentes
tipos de céncer [125-128], asi como en modelos animales de obesidad [75] y angiogénesis

retiniana anormal [76]. En este modelo encontramos que el tratamiento con la droga disminuye
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la angiogénesis en un contexto ovarico saludable, a diferencia de otros procesos, como la
fibrosis, la foliculogénesis tardia o la ovulacién, donde metformina tiene efectos principalmente
frente a una alteracion [83,129,130]. Teniendo en cuenta nuestros resultados, seria interesante
realizar estudios adicionales en mujeres para determinar si metformina puede reducir la
angiogénesis ovdrica, de modo de poder aprovechar este efecto en patologias con un
crecimiento excesivo de vasos sanguineos, como SOP, OHSS o céncer.

En cuanto a la fertilidad, metformina no tuvo efectos ni en la fertilidad natural ni en la ovulacion
inducida hormonalmente. Al realizar la induccién de la ovulacién seguida de fertilizacién in vitro
en hembras de ambos grupos experimentales, no se observaron alteraciones en ninguno de los
parametros medidos. Por otro lado, cuando apareamos las hembras sin estimular con machos
de fertilidad comprobada, encontramos que el tiempo hasta lograr la prefiez y el nimero de
crias por camada no cambiaron entre los grupos. Sin embargo, las crias presentaron un menor
peso al nacer cuando las madres recibieron el tratamiento con metformina antes y durante la
prefiez. En los ultimos afios, metformina comenzé a proponerse como tratamiento para las
mujeres embarazadas con patologias relacionadas al metabolismo de la glucosa, como la DT2 o
la DMG. Sin embargo, la seguridad de metformina, especialmente en relacién con los efectos a
largo plazo en la descendencia, sigue sin estar completamente demostrada. En trabajos previos,
se evalué el peso al nacer de los hijos de madres con DMG tratadas con insulina o metformina
y se obtuvieron resultados controvertidos. Por ejemplo, en un metanalisis realizado por Guo y
col, los recién nacidos expuestos in utero a metformina fueron mas livianos que aquellos
expuestos a insulina [131]. El estudio MiTy encontrd una disminucién en el peso al nacer en
recién nacidos expuestos a terapia combinada en comparacién con metformina o insulina sola
[101]. Por el contrario, Ainuddin y col. no encontraron diferencias en el peso al nacer entre los

grupos cuando las madres con DMG fueron expuestas solo a metformina, insulina o un
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tratamiento combinado [132]. Los datos de madres con SOP tratadas con metformina durante
el embarazo no muestran diferencia en el peso de la descendencia al nacer, en comparacion
con madres no tratadas [133,134]. Nuestro estudio en ratones sanos tratados con metformina
durante la prefiez tiene la ventaja de aislar posibles factores de confusion como diferencias
debido a las distintas patologias de la madre. En esta condicidn, el peso al nacer disminuye en
las crias de ratones expuestos a metformina durante toda la prefiez, lo que sugiere que, bajo
condiciones normales, la administracion de metformina reduce el peso al nacer de las crias de
madres tratadas.

En conclusién, metformina influye en la funcién ovarica en condiciones saludables,
independientemente de los efectos en el metabolismo de la glucosa. Los efectos incluyen
patrones alterados de sintesis de estradiol y progesterona, modificaciones en el ciclo estral y
cambios en los vasos sanguineos ovaricos. También encontramos un cambio en la proporcion
de foliculos pequefos en el ovario, que crecen independientemente de las gonadotrofinas. A
pesar de estas alteraciones observadas, la fertilidad permanece intacta en estos animales, tanto
cuando se produce de forma natural como de forma inducida por gonadotrofinas.

Aislar los efectos de la metformina en el ovario de otras condiciones como la hiperglucemia, el
hiperandrogenismo u otros, es crucial para comprender mejor los mecanismos de esta droga
sobre la reproduccidn y la fertilidad. Esto permitird a los investigadores y médicos evaluar el
uso de metformina en mujeres que necesitan tratamientos de fertilidad mas alla de sus

indicaciones actuales como farmaco hipoglucemiante.
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Capitulo 1B

Metformina en condiciones fisiologicas:

Animales expuestos in uteroy

durante la lactancia
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METODOLOGIA

MODELO EXPERIMENTAL

Como ya fue descripto en el Capitulo 1 A, las hembras C57BL/6 control o tratadas con metformina
por 4 semanas, fueron apareadas con machos de fertilidad comprobada, sosteniendo el
tratamiento durante toda la prefiez y lactancia. Finalizada la misma, las crias fueron sexadas,
pesadas y separadas de sus madres. Se conservo solo a las hembras, obteniendo dos grupos
experimentales: grupo F1 Control y grupo F1 Met. Durante las 7 semanas siguientes, se permitid
gue las crias de ambos grupos crecieran con disponibilidad ad libitum de alimento y bebida, sin
ningun tratamiento adicional realizado. Se registro el peso semanalmente y durante los ultimos
14 dias del experimento, se ciclé de forma diaria a algunos animales de ambos grupos para
estudiar posibles alteraciones del ciclo estral. A las 10 semanas de vida, se realizé también una

curva de tolerancia a la glucosa y luego se separé a las hembras en dos subgrupos.

En el primero, se anestesi6 a los animales y se realizd una puncion cardiaca para obtener sangre.
Una vez coagulada y centrifugada la misma, se obtuvo suero que fue conservado a -80° para su
posterior utilizacidon. Se extrajo y peso el tejido adiposo mesentérico y gonadal, el higado y los
ovarios, los cuales fueron limpiados del tejido adherente subyacente y congelados o fijados en
solucion de Bouin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de

inmunohistoquimica.

En el segundo subgrupo los animales de ambos grupos fueron puestos en apareo con machos de
fertilidad comprobada. Se estudié el tiempo que demoraron hasta lograr la prefiez, tomando
como dia 1 aquel en el cual se visualizé el tapén vaginal, resultado de la cdpula. La cantidad de

crias obtenidas en la F2 y el peso de las mismas al nacer fue analizado.
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La figura 17 muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.

GRUPOS
EXPERIMENTALES
SUBGRUPO 1
1
GTT+ Ciclado+ Puncién
cardiaca
Control | | — | Ficontrol o
X @ . Sacrificio
Semana Gestacién y Pesaje
4 Apareo lactancia semanal
Viet p; p, FL SUBGRUPO 2
Met Met Semana Semana A
3 de edad 10 de edad pareo
(Destete)

Figura 17: Diagrama esquematico del disefio experimental. Met: metformina. GTT: Curva de tolerancia a

la glucosa.

TECNICAS

Las técnicas de ciclado, GTT, medicién hormonal, inmunohistoquimica, western blot, recuento
folicular y apareo fueron realizadas segun lo descripto en el Capitulo 1 A, al igual que el analisis

estadistico.
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RESULTADOS

Efectos en parametros metabdlicos

Con el objetivo de analizar posibles alteraciones metabdlicas en las crias de ratones hembra

tratadas con metformina en comparacién con las no tratadas, pesamos a los animales al

momento de nacer (n=40-80), al finalizar la lactancia y luego una vez por semana durante siete

semanas, alcanzando la adultez (n=12-24).

Como ya fue descripto en el Capitulo 1 A, las crias de los animales tratados con la droga
mostraron menor peso corporal al momento del nacimiento (Figura 16 C) (p <0,001). Finalizada
la lactancia, no se logré una recuperacion del mismo (p <0,001), sin embargo, una vez
transcurrida la primera semana de alimentacién independiente de los animales, el peso
corporal se restablecié, no mostrando diferencias con el peso de las crias de los animales control
(Figura 18 A) (p >0,05).

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en los valores de glucemia basal (n=5)
ni en la curva de tolerancia a la glucosa entre grupos (Tabla 3) (n=6; p >0,05), como asi tampoco
en el peso del higado (F1 Control: 0,96 + 0,02 g; F1 Met: 0,87 + 0,04 g), ni en el tejido adiposo
mesentérico (Figura 18 B) (n=13-15; p >0,05). Contrariamente, el tejido adiposo gonadal se

mostro significativamente aumentado en el grupo F1 Met (Figura 18C) (n=14; p <0,001).
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Tabla 3: Parametros metabdlicos y hormonales de ratones F1 Control y F1 Met a la semana 10 de edad.

F1 Control F1 Met
Glucemia (mg/dL) 141.40 + 12.57 139.20 + 6.43
ABC (min*mgf‘dL} 22887 +1271 20432 +1173

Estradiol (pg/mL)

Progesterona (ng/mL)

LH (ng/mL)

FSH (ng/mL)

1348+ 2.86

509041

8.89+0.86

11271257

914 +1.54

4.82+0.60

8.24+1.13

137.7+ 25.85

Los datos estan expresados como la media £ SEM. T-test se utilizdé para realizar comparaciones entre

grupos. ABC: Area bajo la curva de glucosa. Diferencias significativas fueron definidas como p<0,05.
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Figura 18. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos F1 Control y F1 Met. (A) Ganancia de peso

corporal durante las siete semanas del experimento (B) Peso del tejido adiposo mesentérico. (C) Peso

del tejido adiposo gonadal. Los datos se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM).

*%xp <0,001.

Efectos en el ciclo estral y en la produccion hormonal

Dado que los animales tratados con metformina mostraron alteraciones en el ciclo estral,

estudiamos este parametro en las crias. A diferencia de las madres, no se observaron cambios

en la cantidad de ciclos totales, en la duracion de los mismos ni en el tiempo que pasaban los

animales en cada una de las fases del ciclo estral, comparado a las crias de las hembras control

(Figura 19) (n=10-12; p >0,05).

Tampoco se observaron diferencias en las concentraciones séricas de estradiol, progesterona,

FSH o LH (n=5-7; p >0,05), (Tabla 3), indicando que el eje reproductivo no se encontraba

alterado.
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Figura 19. Ciclo estral de las crias de madres tratadas con metformina. (A) Duracion de los ciclos. (B)
Numero de ciclos en 14 dias. (C) % de tiempo transcurrido en las fases Proestro y Estro. (D) % de tiempo
transcurrido en las fases Diestro | y Diestro Il. Los datos se expresan como la media * el error estandar

de la media (SEM).

Efectos en el desarrollo folicular y en la expresidon de la hormona antimulleriana

La dindmica folicular puede verse afectada por multiples factores, por lo que se realizd un
recuento folicular en cortes de ovario de las crias de ambos grupos experimentales. El
desarrollo folicular se encontré alterado en el grupo F1 Met, observando un menor porcentaje
de foliculos primarios y antrales maduros, y un mayor porcentaje de foliculos antrales
tempranos y atrésicos comparado con el grupo F1 Control (n=6-7; p <0,05). El porcentaje de
foliculos preantrales y de cuerpos luteos no mostré diferencias entre los grupos (n=6-7; p
>0,05) (Figura 20 A).

A continuacion, se estudiod el porcentaje de foliculos productores de AMH con respecto a la
cantidad de foliculos totales, pudiendo observar un porcentaje mayor de foliculos AMH
positivos en el grupo F1 Met, comparado con el grupo F1 control (n=5-6; p <0,01) (Figura 20

B)
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Figura 20. Recuento folicular e inmunomarcacion de hormona antimulleriana. (A) Porcentaje de cada
estructura en secciones ovdricas tefiidas con H&E. FP: foliculo primario. FPA: foliculo preantral. FAT:
foliculo antral temprano. FAM: foliculo antral maduro. FA: foliculo atrésico. CLRF: Cuerpo llUteo
recientemente formado. Las fotografias muestran imdagenes representativas de los ovarios. Paneles
superiores: barra de escala de 100 um, aumento de 40X. Paneles inferiores: barra de escala de 100 um,
aumento de 100X; n=6-7. Las puntas de flecha indican foliculos antrales tempranos; las flechas indican
foliculos antrales tardios; los signos numerales indican foliculos atrésicos; los asteriscos indican cuerpo
[uteo. (B) Foliculos AMH positivos, marcados por inmunohistoquimica. Las cabezas de flecha muestran

tincién positiva con AMH. Escala: 100 um; magnificacion 100X. *p < 0,05, **p < 0,01.

Efecto en la vasculatura ovarica

Con el fin de analizar el estado de la vasculatura del ovario, estudiamos mediante
inmunohistoquimica a CD34 y a-SMA, marcadores de células endoteliales y periendoteliales
vasculares (pericitos y células musculares lisas), respectivamente. Como resultado observamos
gue los animales del grupo F1 Met, tenian una mayor expresion de CD34 en comparacion con
el grupo F1 Control (Figura 21 A) (n=6; p <0,05), y una menor expresién de células a-SMA
positivas (Figura 21 B) (n=6; p <0,05).

Ademas, pudimos observar un aumento significativo del factor angiogénico VEGF (Figura 21 C)
(n=5-7; p <0,001) y una disminucion significativa del factor PDGFB en el grupo F1 Met (Figura

21 D) (n=6-7; p <0.05), sin cambios en el factor Angiopoyetina 2 (Figura 21 E) (n=6; p >0,05).
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Figura 21. Angiogénesis ovarica. (A) Inmunotincion de células endoteliales con anticuerpo anti-CD34.
(B) Inmunotincién de células periendoteliales con anticuerpo SMC-a-actina. Para la inmunohistoquimica
se analizaron cuatro secciones por ovario, seis ovarios por grupo. Las fotografias muestran secciones
histoldgicas representativas de los ovarios. Paneles superiores: barra de escala de 100 um, aumento de
100X. Paneles inferiores: barra de escala de 25 um, aumento de 400X. Las puntas de flecha indican
inmunotincion positiva. (C) VEGF. (D) PDGFB. (E) ANGPT2. Para los western blots, la densidad de cada
banda se normalizé a las bandas de GAPDH o B actina. Los paneles inferiores muestran las bandas
representativas de cada proteina analizada. Los datos se expresan como la media + el error estandar de

la media (SEM). *p < 0,05.

Efectos en parametros de fertilidad

Para evaluar el rendimiento reproductivo de los ratones, apareamos a las hembras con machos
C57BL/6 de fertilidad comprobada. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo
gue tardaron los animales para lograr la preiez, ni en la cantidad de crias obtenidas por camada
(n=5-8; p >0,05), pero si en el peso de las mismas al nacer, que fue significativamente mayor en
las crias del grupo F1 Met, comparado con las crias del grupo F1 Control (Figura 22 A-C) (n=28-

35; p <0,05).
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Figura 22. Efectos en la fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr prefiez. (B) Numero de crias por
camada. (C) Peso de las crias. Los datos se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM).

*p <0,05.
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DISCUSION

A pesar de que el uso de metformina como agente hipoglucemiante estd ampliamente
adoptado en la practica clinica debido a su efectividad, facilidad de administracion y minimos
efectos secundarios, es un farmaco capaz de atravesar la placenta, lo que podria afectar
potencialmente el desarrollo fetal [98,135]. Por esta razén, su uso durante el embarazo en
condiciones como la DMG o SOP sigue siendo controvertido [88,136]. Se han realizado pocos
estudios a corto, mediano y largo plazo para observar los efectos en la descendencia,
centrandose generalmente en el andlisis de posibles consecuencias teratogénicas y metabdlicas
en los hijos de madres tratadas con metformina durante el embarazo [137]. Debido a las
discrepancias encontradas, es extremadamente necesario realizar andlisis a largo plazo para
esclarecer los posibles efectos adversos en la descendencia de madres tratadas con metformina
durante el embarazo [138]. En este capitulo nos enfocamos en los efectos reproductivos y
metabdlicos a largo plazo en las crias hembra adultas que fueron expuestas a metformina in
utero y durante la lactancia. Encontramos que las crias de animales tratados presentaron
alteraciones en el peso corporal, tanto al nacer como al destete, asi como en el tejido adiposo
gonadal en la edad adulta. La dinamica folicular y la angiogénesis ovarica se vieron alteradas
por la exposicién a metformina, aunque no se observaron efectos en la fertilidad de los
animales. No obstante, el peso al nacer de la generacidn F2 de animales expuestos a metformina

fue mayor que en los animales no expuestos a la droga.

Estudios previos han informado que el tratamiento con metformina en pacientes conduce a una
reduccion en el peso corporal [139], efecto que también reportaremos en el capitulo 2 de esta
tesis, utilizando un modelo animal alimentado con una dieta alta en grasas, donde la
administracion del farmaco detuvo el aumento de peso causado por el consumo de la dieta

[140]. En cuanto al peso al nacer en humanos, se observaron diferencias seguln la condicién por
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la cual la madre recibié metformina. Mientras que no se observaron diferencias significativas
en el peso al nacer de los recién nacidos de madres obesas [141,142] o madres con SOP
[134,143] tratadas con metformina, los recién nacidos de madres tratadas por DMG o DT2
tenian un peso al nacer mas bajo en comparacién con los recién nacidos de madres no tratadas
con metformina [101,102]. Como ya discutimos en el capitulo 1 A, en nuestro modelo de
ratones sin patologias subyacentes, el peso al nacer de las crias expuestas a metformina fue
mas bajo, lo que sugiere que metformina ejerce un efecto sobre el crecimiento intrauterino que
es independiente de la condicién previa de la madre. Este efecto probablemente se deba a la
estimulacion de AMPK y del catabolismo celular por parte de metformina durante el desarrollo,
asi como a los cambios epigenéticos en genes relacionados con la adipogénesis, como se

describié anteriormente [144].

Por otro lado, en la edad adulta, los animales expuestos a metformina exhibieron mayor tejido
adiposo gonadal que aquellos no expuestos a metformina, a pesar de que esto no se reflejé en
su peso corporal. No existen estudios en humanos que evalten el peso corporal o la distribucién
del tejido adiposo en la descendencia adulta de madres que fueron tratadas con metformina
durante el embarazo. Sin embargo, existen algunos estudios de seguimiento en nifios expuestos
a metformina in utero. Los resultados también varian segun la condicion de la madre. Mientras
que no se observaron diferencias en el indice de masa corporal (IMC) en nifios de 5y 2 afos
nacidos de mujeres obesas [145,146] y mujeres con DT2 [147] tratadas con metformina, los
nifos de madres con SOP o DMG tratadas con metformina tenian un IMC mas alto que aquellos
no expuestos al farmaco [103,104,148,149]. Un estudio de seguimiento de los hijos de 2 afios
de madres con DMG tratadas con metformina o insulina encontré que, aunque la masa grasa
total era similar en ambos grupos, la grasa subcutanea en los nifos tratados con metformina

era mayor, concluyendo que metformina podria causar una redistribucién de los depdsitos de
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grasa en estos nifios [104]. Nuestros resultados en ratones adultos también sugieren que, a
pesar de que no se observan diferencias en el peso corporal, existe una redistribucion del tejido
adiposo, ya que encontramos mayor grasa gonadal en comparacidn con ratones no expuestos
a metformina. Es posible que la droga, actuando sobre las células del embrién, pueda inducir
una reprogramacion metabdlica del desarrollo que conduce a una redistribucién del tejido
adiposo en la adultez. Estos resultados son interesantes y refuerzan la necesidad de evaluar el
patréon de distribucién de grasa en humanos adultos que fueron expuestos a metformina in
utero, ya que podria tener implicancias importantes para la sensibilidad a la insulina. En linea
con los estudios sobre efectos metabdlicos a largo plazo en humanos [150,151] y animales
[152], en nuestro estudio no observamos diferencias en el metabolismo ni en los niveles basales

de glucosa en ratones adultos expuestos a metformina in utero.

Ademas de las alteraciones metabdlicas, las alteraciones enddcrinas pueden tener importantes
consecuencias para la salud reproductiva de los animales. Por lo tanto, estudiamos el eje
reproductivo de las crias analizando las concentraciones séricas de estradiol, progesterona, LH
y FSH. Estudios previos han reportado cambios en las concentraciones ovaricas de receptores
de LH y FSH en la descendencia de ratas con SOP tratadas con metformina [153] y un aumento
en el estradiol sérico en la descendencia adulta de ratas expuestas al farmaco durante la
gestacién y lactancia [154]. En nuestro modelo, los ratones expuestos a metformina no
mostraron cambios en ninguna de las hormonas analizadas en comparacién con los animales
no expuestos al farmaco. Las diferencias con hallazgos previos pueden deberse a la especie
utilizada, la patologia de la madre, la edad de los animales o el momento del ciclo en el que se
analizé el perfil hormonal. Por esta razén, es necesario analizar posibles alteraciones
hormonales y cambios en el ciclo menstrual en mujeres adultas que fueron expuestas a

metformina durante su desarrollo y lactancia.
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Posteriormente, estudiamos el ciclo estral de la descendencia en su adultez. En estudios previos
con animales, no se observaron alteraciones en los parametros analizados, como la edad en la
gue ocurrio el primer estro, su duracién o el tiempo pasado en cada una de las fases en animales
expuestos a metformina in utero [154,155]. Esto permitié que los animales ciclaran
normalmente y se aparearan regularmente [154], en contraste con la descendencia masculina
de madres tratadas con metformina, quienes mostraron alteraciones en el comportamiento
sexual [156]. En consonancia con estos estudios, en nuestro modelo, el ciclo estral no mostré

alteraciones en comparacién con los animales no expuestos al farmaco.

Mas alld del comportamiento sexual de los animales y su estado enddcrino, la fertilidad
depende del adecuado desarrollo folicular y la ovulacidn de un ovocito de buena calidad. Para
que esto ocurra, es necesaria una vasculatura ovarica estable, que no debe estar ni exacerbada
ni deficiente, permitiendo la entrega de nutrientes, hormonas, oxigeno y factores de
crecimiento a los foliculos en desarrollo. Metformina tiene la capacidad de regular la
angiogénesis en varios sistemas. La mayoria de los estudios reportan un efecto inhibidor en el
desarrollo vascular, donde la angiogénesis disminuye principalmente al reducirse la expresién
del principal factor proangiogénico, VEGF [71,83,140,157,158]. Con el objetivo de analizar la
vasculatura ovarica en la descendencia de animales tratados con el farmaco, estudiamos el area
vascular, observando un aumento en el drea endotelial y una disminucién en el area
periendotelial. Dado que la formacion de vasos sanguineos depende de la accion coordinada y
de niveles adecuados de factores angiogénicos, medimos posteriormente la expresiéon de los
factores angiogénicos mas importantes, encontrando un aumento en las concentraciones de
VEGF y una disminucién en los niveles de PDGFB. Estos resultados podrian explicar el mayor
desarrollo de vasos sanguineos en el ovario, los cuales son inestables, inmaduros y poco

funcionales debido a la insuficiente cobertura periendotelial. En estudios previos que
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realizamos en ratas con SOP, asi como en células de granulosa de rata en cultivo, encontramos
gue metformina disminuye VEGF y aumenta PDGFB en el ovario [67,83]. Sin embargo, en este
trabajo, encontramos que los ratones expuestos a metformina durante el desarrollo y la
lactancia presentan niveles aumentados de VEGF y niveles reducidos de PDGFB, lo que sugiere
un efecto de programacion fetal diferente al efecto directo de la metformina en el ovario. Hasta
donde sabemos, no existen estudios hasta la fecha que evalien la vasculatura ovarica en
mujeres que fueron expuestas a metformina durante su desarrollo. Basandonos en nuestros
resultados en ratones, seria importante evaluar este pardmetro en estas mujeres, ya que su
alteracion podria estar relacionada con problemas de fertilidad. Ademas, seria crucial investigar
la vasculatura en otros 6rganos de mujeres y hombres expuestos a metformina durante el
desarrollo. Dado que la angiogénesis es poco comun en adultos bajo condiciones fisioldgicas, es
posible que, en respuesta a una lesidon o a una patologia que requiera la formacién de nuevos

vasos sanguineos, este proceso no ocurra adecuadamente en estos individuos.

En nuestro laboratorio, también demostramos que el tratamiento con metformina mejora la
dindmica folicular en un modelo de ratas con SOP [83]. En este trabajo, observamos que la
dinamica folicular estaba alterada en la descendencia, con un menor porcentaje de foliculos
antrales primarios y maduros, y un mayor porcentaje de foliculos antrales tempranos y
atrésicos. Solo un estudio ha evaluado el efecto de la exposicién a metformina durante el
desarrollo y la lactancia en ratas hembras adultas, y no encontré diferencias significativas en los
diferentes estadios foliculares [154]. Sin embargo, en ese trabajo, los autores clasificaron los
estadios foliculares de manera diferente, lo que puede haber enmascarado las alteraciones que
si observamos en nuestro estudio. Por otro lado, se traté de un modelo diferente al haber sido
realizado en otra especie. En las primeras etapas del desarrollo folicular, los foliculos no tienen

receptores de gonadotropinas, por lo que su crecimiento es independiente de estas hormonas
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y estd influenciado por la sefalizacion de varias moléculas. Entre ellas, el PDGFB es capaz de
promover la transicién de foliculos primordiales a foliculos primarios [62], mientras que la AMH,
por el contrario, es capaz de inhibirla [159]. En este modelo, observamos una disminucién en
las concentraciones ovaricas de PDGFB, lo que podria explicar parcialmente la disminucién en
el porcentaje de foliculos primarios, y un aumento en las concentraciones de AMH, coincidiendo
con el mayor numero de foliculos antrales tempranos, que son los principales secretores de esta
hormona. La alteracion en estos factores puede ser una de las posibles razones por las que se
encontraron diferencias en las primeras etapas del desarrollo folicular en animales expuestos a
metformina. Por otro lado, encontramos un aumento en el porcentaje de foliculos antrales
tempranos que no se reflejé en un aumento en el nimero de foliculos antrales maduros o
cuerpos luteos, sino en el nUmero de foliculos atrésicos presentes en el ovario. Esto sugiere que,
aungue la transicion de los foliculos de la etapa primaria a la antral temprana estd exacerbada,
no todos estos contindan su desarrollo; mas bien, una parte significativa de los foliculos sufre
atresia. Las alteraciones observadas en la microvasculatura ovarica de los animales expuestos a
metformina, pueden explicar parcialmente la mayor proporcidn de foliculos atrésicos y la
menor proporcion de foliculos antrales maduros, sin embargo, se necesitan mas estudios para
dilucidar qué otros factores que influyen en la maduracion folicular estan afectados en la

descendencia de madres tratadas con metformina.

Finalmente, nuestro objetivo fue analizar si las alteraciones ovaricas encontradas en las
hembras expuestas a metformina tuvieron algun efecto en la fertilidad de estos animales. Los
animales expuestos a metformina in utero y durante la lactancia tardaron el mismo tiempo que
los animales control en lograr la prefiez, y el nUmero de crias que tuvieron fue similar al de los
animales no expuestos al farmaco. Estos resultados son consistentes con estudios previos

realizados en la descendencia adulta de ratas expuestas a metformina durante el desarrollo y
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la lactancia, las que no mostraron diferencias en los pardmetros de fertilidad en comparacién
con las ratas no expuestas [154]. Sin embargo, la descendencia de los animales expuestos a
metformina in utero, es decir, la generacién F2, tuvo un mayor peso al nacer, lo que demuestra
consecuencias metabdlicas incluso en una segunda generacién de animales tratados.
Es importante tener en cuenta que los ovocitos que dieron lugar a la progenie maduraron en
un ambiente ovarico alterado como resultado del tratamiento con metformina administrado a
las madres antes del embarazo. En el capitulo 1 A de esta tesis, demostramos que los ovarios
de las hembras tratadas con metformina presentaban una angiogénesis reducida y un
desarrollo folicular temprano deteriorado. Ademas, los niveles de estradiol estaban elevados,
mientras que los niveles de progesterona estaban disminuidos. Estas alteraciones en el
ambiente ovarico podrian influir en los ovocitos en desarrollo, potencialmente induciendo
cambios epigenéticos que podrian afectar a la progenie en la adultez. Metformina también
podria afectar a las mitocondrias de los ovocitos, y las organelas disfuncionales podrian
transferirse a las células ovaricas de la descendencia que no estuvo expuesta directamente a
metformina [160]. Ademas, en nuestro modelo, los embriones estuvieron expuestos a
metformina in utero durante todo el embarazo. Por lo tanto, estos dos mecanismos —las
alteraciones en la maduracién de los ovocitos y los cambios inducidos durante el desarrollo
embrionario— podrian contribuir de forma independiente o sinérgica a los fenotipos
observados en la progenie adulta, incluidas las alteraciones en la angiogénesis ovdrica, el
desarrollo folicular y la redistribucién del tejido adiposo. Se requieren mas estudios para
esclarecer la influencia especifica de cada mecanismo en la fisiologia ovarica y el metabolismo

de la descendencia en la adultez.

En resumen, se observaron algunas alteraciones metabdlicas y ovaricas en la descendencia de

ratones hembra tratadas con metformina antes y durante la gestacion, asi como durante la
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lactancia. Se observaron cambios en la angiogénesis y el desarrollo folicular en este érgano. No
se observaron alteraciones en las gonadotrofinas, en los niveles séricos de estradiol y
progesterona, ni en el ciclo estral. La fertilidad natural de los animales no se modifico, pero se

observaron cambios en el peso corporal de la segunda generacién de ratones tratados.

Concluimos que metformina puede inducir programacién fetal en animales expuestos durante
el desarrollo, afectando tanto el metabolismo como la funcionalidad ovarica en la edad adulta.
Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, estas alteraciones no resultan en una reduccién de la
fertilidad ni en una disrupcién endécrina. Se requiere mas investigacién para esclarecer si los
cambios ovdricos observados exacerban el descenso de la fertilidad cuando coexisten con
factores ambientales adversos o patologias reproductivas que afecten a mujeres u hombres.
Nuestros datos justifican la realizacidon de estudios en mujeres para trasladar estos hallazgos a
la poblacion humana y tomar decisiones informadas sobre la administracién de metformina
durante periodos criticos del desarrollo en entornos clinicos. Basandonos en nuestros hallazgos,
consideramos que la decision de administrar metformina en mujeres embarazadas debe
implicar siempre una evaluacion de la relacidn riesgo-beneficio. Las alteraciones observadas en
este estudio, a menos que estudios en mujeres indiquen lo contrario, no son lo suficientemente
significativas como para contraindicar la administracién de metformina durante el embarazo en

pacientes que puedan beneficiarse de este farmaco.
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INTRODUCCION

El término “metabolismo” refiere al conjunto de reacciones quimicas y procesos bioldgicos que
ocurren en todas las células de los seres vivos para convertir los nutrientes en energia y
materiales esenciales para el crecimiento, mantenimiento y funcionamiento del organismo.
Estas reacciones incluyen tanto procesos de sintesis de nuevas moléculas (anabolismo) como
de degradacion de sustancias para obtener energia (catabolismo). El metabolismo permite a los
organismos mantener sus funciones vitales, como la respiracidn, la digestién, la reproduccion y
la reparacion celular. El desequilibrio entre las reacciones catabdlicas y las reacciones
anabdlicas puede provocar el desarrollo de enfermedades como la obesidad o la desnutricion.
Diversos organos y sistemas estan involucrados en el mantenimiento del metabolismo. Entre
ellos se encuentran el pdancreas, érgano metabdlico clave que regula la cantidad de
carbohidratos en sangre, ya sea liberando cantidades significativas de insulina para reducir los
niveles de glucosa circulante o liberando glucagdn para aumentarlos; el higado, que procesa los
aminoacidos y lipidos absorbidos por el intestino delgado, ademas de regular el ciclo de la urea
y procesos metabodlicos esenciales como la gluconeogénesis y el depdsito de glucégeno; vy el
tejido adiposo, cuya principal funcidon es almacenar energia en forma de grasa. Cuando el
ingreso de nutrientes a través de la ingesta es mayor que el gasto energético, el tejido adiposo
sufre dos fendmenos conocidos como hipertrofia e hiperplasia [161]. Las células que lo
conforman, denominadas adipocitos, aumentan de tamafo durante la hipertrofia, al
depositarse en ellos una mayor cantidad de lipidos, especificamente triglicéridos. Este es el
mecanismo inicial y mas comun en las primeras etapas del aumento de peso; sin embargo,
cuando el tejido adiposo ya no puede manejar el exceso de energia solo mediante la hipertrofia,
recluta células madre o pre-adipocitos capaces de diferenciarse en nuevos adipocitos. De esta

forma, el numero de células con capacidad de almacenar el exceso energético en forma de grasa
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aumenta.

La hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo tiene importantes consecuencias. Las células
adiposas agrandadas pueden liberar citoquinas pro-inflamatorias, que generan un estado de
inflamacién sistémica cronica de bajo grado [162,163] y que ademas interfieren en distintos
procesos fisioldgicos, como la accion de la insulina, lo cual provoca una disminucién en la
capacidad del cuerpo para regular los niveles de glucosa en sangre. A su vez, los adipocitos muy
agrandados pueden volverse menos eficientes en la gestion de la grasa y en la liberacién de
hormonas reguladoras como la leptina, que controla el apetito y el equilibrio energético; o la
adiponectina que mejora la sensibilidad a la insulina y tiene efectos antiinflamatorios [164].
Por otro lado, al subir de peso, ademads de aumentar la inflamacién, aumenta la hipoxia en el
tejido adiposo, dado que los vasos sanguineos existentes no logran cubrir el requerimiento de
oxigeno, al haber una mayor cantidad de células de gran tamafio [165]. Este fenédmeno, conduce
a la secrecion de factores pro-angiogénicos que estimulan la formacidon de nuevos vasos, para
satisfacer asi los requisitos de oxigeno. Dado que la angiogénesis es necesaria para el aumento
del tejido adiposo, algunos compuestos anti-angiogénicos han sido propuestos para tratar la
obesidad. Por el contrario, la pérdida de peso se acompafia de la regresion de los vasos
sanguineos, lo que muestra la plasticidad de este tejido [166].

Las patologias metabdlicas presentes en la poblacién son variadas y de etiologia diversa,
pudiendo ser hereditarias o adquiridas. Entre las mas frecuentes se encuentran la diabetes
mellitus, tanto de tipo 1 como de tipo 2, la obesidad, la resistencia a la insulina, dislipidemias,
el sindrome metabdlico y la DMG. Las enfermedades metabdlicas hereditarias suelen
diagnosticarse en la infancia, mientras que las adquiridas, como la DT2 o el sindrome

metabdlico, pueden desarrollarse mas adelante en la vida.
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Si bien inicialmente estas patologias se encontraban asociadas a la edad avanzada, los cambios
en el estilo de vida han adelantado su apariciéon, aumentando su prevalencia a nivel mundial.
Paises industrializados donde las dietas son mads caldricas y el estilo de vida es sedentario,
muestran una mayor incidencia de enfermedades como la obesidad, la DT2 y el sindrome
metabdlico, las cuales afectan entre un 10 y un 25% de la poblacion mundial [167-169]. A su
vez, la presencia de estas patologias aumenta el riesgo en los pacientes de sufrir enfermedades
cardiovasculares y de presentar diferentes co-morbilidades asociadas, asi como también
aumenta en grado variable el riesgo de padecer diversos tipos de canceres [170]. Mas aun,
recientemente se ha descripto que ciertas alteraciones metabdlicas pueden ser transmitidas a
las generaciones siguientes por mecanismos de herencia no cromosdémica materna y paterna
[171-175].

Por su parte, el eje reproductivo femenino es altamente dependiente del balance energético,
es decir, es necesario que la relacién entre la ingesta y el gasto energético sea éptima para que
el eje no se encuentre alterado [176]. Es por esto que se ha visto un retraso en la pubertad en
jovenes extremadamente delgadas mientras que en jévenes obesas es muy comun la pubertad
precoz [177,178]. En mujeres en edad reproductiva que presentan patologias como el sindrome
metabdlico, se han visto asociados problemas de subfertilidad, aumento de las tasas de pérdida
precoz del embarazo y preeclampsia [179].

En mujeres obesas, se ha observado una mayor incidencia de irregularidades menstruales y un
aumento en la duracidn de los ciclos en comparacién con mujeres con IMC indicativo de
normopeso [180]. Por otra parte, en las mujeres con un IMC >30 kg/m2, el riesgo de
alteraciones ovulatorias es aun mayor [181,182], ademads de tener un mayor riesgo relativo de
sufrir infertilidad que aquellas con IMC normal, siendo el promedio de tiempo hasta lograr un

embarazo mayor en las primeras [182—-184]. A su vez, la obesidad impacta negativamente sobre
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el éxito de la reproduccidn asistida, causando disminucién de embarazos y de nacidos vivos en
este grupo en comparacion con las mujeres normopeso [185—-187]. Los mecanismos por los
cuales ocurren estos trastornos son variados, desde alteraciones hipotaldmico-hipofisarias
hasta desequilibrios de factores locales dentro del ovario [188]. Estas alteraciones afectan la
calidad del ovocito, el desarrollo folicular y la implantacién embrionaria. Con respecto a las
gonadotrofinas, tanto la FSH como la LH se encontraron disminuidas en pacientes obesas
durante todo el ciclo folicular [180,189].

Cabe destacar que existe una gran variabilidad en los estudios en humanos debido a la
presencia de multiples factores que pueden influir en los pardmetros reproductivos (tanto
ambientales como genéticos), lo que puede ocasionar resultados controversiales. Es por esto
que el uso de modelos animales que mimeticen trastornos metabdlicos, resulta de suma
utilidad para estudios de fertilidad [190,191]. Muchos de estos modelos son realizados a partir
de la utilizacién de ratones knockout para determinados genes, como por ejemplo aquellos
deficientes en LPL (lipoproteina lipasa), que permiten el estudio de trastornos como la
hiperlipidemia vy la resistencia a la insulina; o ratones LDLR-/-, que no expresan el receptor de
LDL, lo que los lleva a desarrollar aterosclerosis y niveles elevados de colesterol. Otros, como
los ratones ob/ob, tienen una mutacién en el gen de la leptina, lo que causa obesidad mdrbida
y DT2. Sin embargo, no todos los modelos implican alteraciones a nivel genético. La
administracion de dietas altas en grasas (DAG), en azucares o en ambas, son un modelo
aceptado y extensamente utilizado en investigacién. Entre ellas, algunos autores utilizan las
llamadas dieta de cafeteria, en donde permiten a los animales el consumo ab libitum de
alimentos ultra procesados cominmente consumidos por los humanos. Otras dietas, presentan
un porcentaje de Kcal definido. Para ser considerada una dieta saludable, se recomienda que la

ingesta de energia obtenida de fuentes de grasa esté por debajo del 30% de las calorias
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[192,193]. Muchos estudios que evaluan el efecto reproductivo de una DAG, han utilizado
dietas que contienen un 60% de calorias provenientes de grasas, también conocidas como
dietas muy altas en grasas (DMAG), lo cual duplica el maximo recomendado. Otras, como la
aplicada en este estudio, contienen un 45% de calorias provenientes de fuentes de grasa, lo
cual permite evaluar posibles alteraciones causadas por una dieta mas frecuentemente
consumida por las mujeres, aunque ésta no siempre conduzca a obesidad.

Muchas de las consecuencias en la salud provocadas por los trastornos metabdlicos
previamente descriptos, logran ser mejoradas e incluso revertidas a partir de la adopcién de un
estilo de vida saludable y la pérdida de peso. Los objetivos a largo plazo son la prevencién de la
DT2 y de las complicaciones cardiovasculares [194]. Sin embargo, cuando el cambio de habitos
se dificulta o resulta insuficiente, el uso de farmacos, se presenta como una opcién necesaria.
En esta linea, la administraciéon de metformina para bajar los niveles de glucosa en sangre es un
tratamiento efectivo, que, en algunos casos, mejora ademas otras comorbilidades asociadas a
la hiperglucemia, como por ejemplo el sobrepeso. Teniendo en cuenta que metformina impacta
sobre el sistema reproductor femenino, su utilizacion para revertir las potenciales
consecuencias negativas de la DAG, podria convertirse en una herramienta terapéutica para
patologias reproductivas en mujeres que tienen asociadas patologias metabdlicas.

Como ya fue mencionado anteriormente, los desbalances metabdlicos suceden a edades cada
vez mas tempranas solapandose con la edad reproductiva de las mujeres. Es por esto que
resulta también muy importante estudiar los efectos de la exposicion a una DAG en la
descendencia. Si bien numerosos trabajos presentaron evidencia sobre consecuencias
metabdlicas [195,196] y neurolégicas [197] en la progenie de madres alimentadas con DAG
durante la gestacién y lactancia, los trabajos que analizan efectos a nivel reproductivo son

escasos, y los resultados obtenidos son muchas veces controversiales y dificiles de comparar, al
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ser realizados en modelos experimentales muy diferentes entre si [198,199]. Por otro lado,
hasta el momento, no hay trabajos que evallen la utilizacién de farmacos para mejorar o
intentar revertir las consecuencias reproductivas negativas provocadas en la descendencia por
exposicién a la DAG in utero y durante la lactancia. Es por esto que nos propusimos estudiar el
efecto de la DAG sobre parametros reproductivos de la descendencia en la adultez, y
analizamos si, en caso de observar alteraciones, metformina podria prevenirlas al ser
administrada a las madres durante la prefiez. En caso de observarse efectos beneficiosos de la
metformina en la descendencia, resultaria prometedora su utilizacién como herramienta

terapéutica para evitar dafios en la progenie debido a los habitos alimenticios de la madre.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a lo expuesto, se postuld la siguiente hipdtesis:

« La ingesta de una dieta alta en grasas genera alteraciones metabdlicas que afectan al ovario
y a la fertilidad femenina. La utilizacion de metformina logra mitigar y/o revertir las

consecuencias observadas.

« La exposicion a una dieta alta en grasas in utero y durante la lactancia afecta al metabolismo,
al ovario y la fertilidad de la descendencia. El tratamiento con metformina de las madres mejora

las alteraciones observadas en las crias.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos generales:

A. Estudiar el efecto in vivo que produce la administracién de una dieta alta en grasas, con

o sin la administracion de metformina, sobre la funcionalidad ovarica y la reproduccién

de ratones hembra.

B. Estudiar los efectos sobre el metabolismo y la reproducciéon en las crias hembra de

animales que ingieren dieta alta en grasas, con o sin la administracién de metformina,

durante la prefiez y la lactancia.

De acuerdo con los objetivos generales, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
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A. Estudiar en un modelo de dieta alta en grasas a hembras en edad fértil que reciben o no

metformina:

e El peso corporal de los animales

e El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico

e La presencia de esteatosis hepatica

* La concentracion sérica de glucosa y su metabolizacion

e La concentracidn sérica de insulina

e El valor del indice HOMA-IR

* La concentracidn sérica de triglicéridos y colesterol total

e Las concentraciones séricas de progesterona, estradiol y las enzimas ovaricas
involucradas en su sintesis.

e La concentracidn sérica de FSH y LH

e El ciclo estral.

e El desarrollo folicular

e El daflo gendmico en células ovaricas

* La deposicion de colageno

e El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario

e Los niveles ovdricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB

e La fertilidad natural y la fertilizacién in vitro

B. Estudiar en las crias hembra de animales que ingieren dieta grasa con o sin la

administracion de metformina durante la prefiez y la lactancia:
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* El peso corporal

e El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico

e La concentracidn sérica de glucosa y su metabolizacién

® La concentracion sérica de FSHy LH

e El ciclo estral.

e El desarrollo folicular

e El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario

* Los niveles ovaricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB

e La fertilidad natural
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X9

Metformina en condiciones patologicas:

Animales tratados
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METODOLOGIA

MODELO ANIMAL

Los ratones fueron cuidados y alojados en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IByME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitié acceso ad libitum a alimento y
agua, y se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Los ratones C57BL/6 (de 21 dias
de edad) fueron alimentados durante 15 semanas con una dieta regular de bioterio (grupo
Control) (24 g de proteina/100 g de alimento, 32 g de carbohidratos/100 g de alimento, 20% de
Kcal de grasa; GEPSA FEEDS, Grupo Pilar S.A., Argentina) o con una dieta alta en grasas (DAG) (24
g de proteina/100 g de alimento, 41 g de carbohidratos/100 g de alimento, 45% de Kcal de grasa;
D12451; Research Diets, New Brunswick, USA). El peso corporal, el consumo de alimento y el
consumo de agua se determinaron una vez por semana. A las 11 semanas, se midio la glucemia
y los animales DAG se dividieron aleatoriamente en dos grupos. Uno de ellos recibié metformina
por via oral (sc-202000C, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), disuelta en agua de bebida, durante 4
semanas (grupo DAG+Met). La dosis de metformina (300 mg/kg) fue equivalente a la dosis
recibida por pacientes [105] y se ajustd semanalmente teniendo en cuenta el peso corporal de
los ratones y la cantidad de agua consumida. El grupo DAG continué recibiendo solo agua (grupo
DAG). El ciclo estral se determind en algunos animales de cada grupo experimental durante las
ultimas dos semanas. A las 15 semanas, los ratones de los tres grupos se dividieron
aleatoriamente en 3 subgrupos.

En el primer subgrupo, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT). Aquellos animales
que se encontraban en el estadio del ciclo proestro/estro fueron anestesiados y se les extrajo
sangre por puncion directa del corazoén, previo al sacrificio. Una vez coaguladas las muestras y
después de la centrifugacion, el suero resultante se almacend a -80°C. A continuacion, se

extrajeron los ovarios y los mismos fueron limpiados de tejido graso adherente, procediendo a
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congelar uno de ellos y a fijar el otro en solucién de Bouin (Biopur Diagnostics) para el analisis

histoldgico posterior. También se extrajo y pesé el tejido adiposo mesentérico y gonadal de los

animales. Los higados fueron aislados, fijados y tefiidos con H&E.

El segundo subgrupo fue apareado con ratones machos C57BL/6 de fertilidad comprobada. El dia

1 de prefiez se determind mediante la deteccion del tapdn vaginal, resultado de la cépula. Los

tratamientos se mantuvieron durante toda la prefiez. Se estudié el tiempo que tardaron en lograr

la prefiez, el niUmero de crias por camaday el peso corporal de las mismas.

Por ultimo, el tercer subgrupo de animales fue sometido a una fertilizacion in vitro (FIV).

La Figura 23 muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.

GRUPOS
EXPERIMENTALES DAG+Met Met
DAG

Semana Semana

0 11
(21 dias de edad) DAG
Control | | .

Semana Semana

0 15

SUBGRUPO 1

GTT+ Ciclado+ Puncién cardiaca

Sacrificio

SUBGRUPO 2

Apareo

SUBGRUPO3

Superovulacion + FIV

Figura 23. Diagrama esquematico del disefio experimental. DAG: Grupo dieta alta en grasas; DAG+Met:

Grupo dieta alta en grasas+metformina; FIV: Fertilizacidn in vitro.
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TECNICAS

Las técnicas de ciclado, GTT, medicidon hormonal, inmunohistoquimica, western blot, recuento

folicular, apareo y FIV fueron realizadas segun lo descripto en el capitulo 1 A.

Parametros metabdlicos

Ademas de las mediciones ya descriptas en el capitulo 1 A, a partir de las concentraciones de
insulina y de glucosa se calculé el indice HOMA-IR como insulina en ayunas (mU/ml) x Glucosa
en ayunas (mmol/L) / 22.5. Los niveles totales de colesterol en suero (Colestat enzimatico AA;
catalogo 870360022/01) vy triglicéridos (TG Color GPO/PAP AA; catilogo 870920022/01) se

midieron utilizando kits de laboratorio Wiener, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Anadlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico Prism v6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se expresan como la media + SEM. La normalidad
se probd con una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Luego, las diferencias significativas se
analizaron con ANOVA, seguido de la prueba de Newman-Keuls o de Kruskal-Wallis, segun la

normalidad. La significancia estadistica se definié como p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en parametros metabdlicos

Para caracterizar los efectos de la ingesta de la DAG y la administracion de metformina en el
metabolismo, pesamos a los animales una vez por semana (n=18-27). Desde la semana 3 hasta
la semana 15 de administracion de DAG, los animales DAG mostraron un peso corporal
significativamente mayor en comparacion con los animales Control (Control: 17,3 £ 0,2 g; DAG:
17.8+0,2 g; p <0,05). Una semana después del inicio de la administracion de metformina, este
aumento de peso se detuvo en el grupo DAG+Met (DAG: 31,9+ 1.1 g; DAG+Met: 28,6 +0.6 g, p
< 0,05) (Figura 24 A). Luego de la eutanasia, también observamos que tanto el tejido adiposo
gonadal (n=8-13) como el mesentérico (n=9-13) aumentaron en el grupo DAG (p < 0,001 vs
Control) y que el tratamiento con metformina revirtié este aumento (mesentérico: p < 0,05 vs
DAG; gonadal: p < 0,01 vs DAG) (Figura 24 B-D). Las secciones de higado teiidas con
Hematoxilina-Eosina de ratones Control mostraron una estructura bien organizada, mientras
gue las de los grupos DAG y DAG+Met mostraron signos de esteatosis, con presencia de gotas
lipidicas (Figura 24 E).

La glucemia se midié antes (n=8) y después (n=8-10) del tratamiento con metformina. Los
animales DAG mostraron niveles mas altos de glucosa en sangre en ambos momentos (p < 0,05
vs Control) y la administracion de metformina redujo esta alteracién a valores similares al
Control (p > 0,05 vs Control) (Tabla 4). Para estudiar la metabolizacion de la glucosa, realizamos
una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) (n=9-10). Observamos que los animales DAG tenian
mayor area bajo la curva (p < 0,001 vs Control), mientras que la administracion de metformina
revirtié este efecto (p < 0,05 vs DAG) (Tabla 4).

El colesterol total en suero fue mayor en los animales DAG y DAG+Met (n=9-10) (DAG: p < 0,01
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vs Control; DAG+Met: p < 0,001 vs Control), pero no se encontraron diferencias significativas
en los niveles de triglicéridos (n=8-10) e insulina (n=5-6) entre los grupos (Tabla 4). La relacion
entre la insulina y la glucosa nos permitié calcular el indice HOMA-IR (n=5-6), que se encontrd
aumentado en los animales DAG (p < 0,05 vs Control), sugiriendo un posible estado de
resistencia a la insulina. El tratamiento con metformina mejord la alteracién de este indice (p >

0,05 vs Control) (Tabla 4) .
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Figura 24. Peso corporal, tejido adiposo y morfologia hepatica en los grupos Control, DAG y
DAG+Met (A) Ganancia de peso corporal durante las 15 semanas del experimento in vivo. (B) Peso
del tejido adiposo mesentérico. (C) Peso del tejido adiposo gonadal. (D) Fotografias representativas
gue muestran el tejido adiposo en la semana 15. (E) Microfotografias representativas que muestran
secciones hepaticas de animales de todos los grupos experimentales. Escala: 25 um. Los datos se
expresan como la media + el error estandar de la media (SEM). *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p <

0,001. Las letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Tabla 4: Parametros metabdlicos y hormonales de animales Control, DAG y DAG+Met en la

semana 15.

Parametros Control DAG DAG+Met
ﬁ:g;ﬂia Pre Met 13434292 153.4+7.7b -
Glucemia Post Met 131.9+7.832 163.8+8.4° 152.4 +3.3%
(mg/dL)

ABC (min*mg/dL) 22245+ 10622 29097 + 1557° 25670 + 684¢
Colesterol Total (g/L) 0.40+0.022 0.54 +0.03b 0.60 +0.03°
Trigliceridos (g/L) 0.34 +0.02 0.30 4 0.02 0.27 +0.02
Insulina (ng/mL) 0.13+0.01 0.17 +0.02 0.14 +0.01
Indice HOMA IR 0.97 +0.072 1.7+0.3°P 1.3+0.12
Estradiol (pg/mL) 81.17 +4.78 69.36 + 4.43 74.78 +5.35
r;;friﬁem"a 7.29 + 0.66° 10.44 +0.81° 6.36 £ 0.37°
LH (ng/mL) 16.24 +2.14 13.5+2.13 13.75 + 1.56
FSH (ng/mL) 159.4 + 20.7 143.6 +22.7 153.5 + 29.4

Los datos estdn expresados como la media + SEM. Se utilizd ANOVA seguido de Newman-Keuls's

post-test para la comparacion entre grupos. La significancia estadistica fue definida como p<0,05.

Letras distintas representan diferencias significativas.
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Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en el ciclo estral y en la produccién hormonal

A continuacion, analizamos si la ingesta de la DAG causaba alguna alteracion en el ciclo estral.
Estudiamos el numero (n=9-11) y la duracién de los ciclos (n=7-9) y encontramos que los
animales DAG tenian ciclos mas cortos que los animales Control, lo que llevé a una mayor
cantidad de ciclos totales en el periodo analizado (p < 0,01 vs Control) (Figura 25 Ay B). También
evaluamos la proporcién de tiempo que los ratones pasaron en cada etapa del ciclo (n=9-10).
Los animales DAG pasaron mas dias en los estadios anovulatorios diestro y menos dias en los
estadios ovulatorios proestro y estro (p < 0,05 vs Control). La administracién de metformina no

tuvo efecto en ninguno de estos pardmetros (p > 0,05 vs DAG) (Figura 25 C-D).

Dado que se sabe que las alteraciones metabdlicas causan alteraciones hormonales,
estudiamos los niveles séricos de FSH (n=8-10), LH (n=8-9), progesterona (n=5-9) y estradiol
(n=6-7). Los animales DAG mostraron niveles elevados de progesterona (p < 0,01 vs Control), lo
cual fue revertido por la administracién de metformina (p < 0,01 vs DAG). No se encontraron

diferencias en los niveles de estradiol, FSH o LH entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 4).
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Figura 25. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en el ciclo estral.
(A) Nimero de ciclos en 14 dias. (B) Duracién del ciclo. (C) Tiempo transcurrido en las fases de proestro
y estro con respecto al control. (D) Tiempo transcurrido en las fases de Diestro | y Diestro Il con respecto

al control. Los datos se expresan como la media + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01.

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la expresion de proteinas esteroidogénicas

Posteriormente, analizamos la expresion de dos proteinas clave involucradas en la
esteroidogénesis ovarica, StAR (n=5-6) y 3BHSD (n=5-7). Como se ilustra en la Figura 26 A, no
hubo diferencias en la expresidon de StAR (p > 0,05 entre los grupos). Sin embargo, 3BHSD, la
enzima que convierte la pregnenolona en progesterona, fue mayor en los animales DAG (p <
0,05 vs Control), mientras que la metformina redujo estos niveles a valores similares al grupo

Control (p > 0,05 vs Control) (Figura 26 B).
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Figura 26. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en las proteinas
esteroidogénicas. Andlisis densitométricos de las proteinas (A) StAR y (B) 3BHSD en lisados ovaricos
mediante Western Blot. La densidad de cada banda se normalizé a la densidad de las bandas de GAPDH
0 B-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina analizada. Los

datos se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM). *p < 0,05.
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Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en el desarrollo folicular

Como se muestra en la Figura 27, determinamos el porcentaje de estructuras en cada estadio
folicular en secciones histoldgicas tenidas con H&E (n=6-9). No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de ninguna estructura folicular entre los grupos. Sin embargo, el
porcentaje de cuerpos luteos recién formados fue menor en los animales DAG (p< 0,05 vs
Control). El tratamiento con metformina aumenté este porcentaje a valores similares al Control
(p < 0,05 vs DAG) (Figura 27 A). Para analizar el impacto de la DAG y la administracion de
metformina en el daino al ADN, medimos el marcador molecular yH2AX (n=5-7). Curiosamente,
los resultados mostraron que la expresion de yH2AX fue significativamente mayor en los
animales DAG comparado con los animales Control (p < 0,05 vs Control) y que el tratamiento

con metformina revirtié esta alteracion (p < 0,05 vs DAG) (Figura 27 C).
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Figura 27. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en el desarrollo folicular
y en el dafio al ADN. (A) Porcentaje de cada estructura en secciones ovaricas teiidas con H&E. FP:
Foliculo primario. FPA: Foliculo preantral. FAT: Foliculo antral temprano. FAM: Foliculo antral maduro.
FA: Foliculo atrésico. CLRF: Cuerpo luteo recientemente formado. (B) Secciones ovaricas representativas
tefidas con H&E. Barras de escala, 100 um. (C) Marcador de dafio en el ADN y-H2AX, en lisados ovaricos
medido por Western Blot. La densidad de cada banda se normalizé a la densidad de las bandas de
GAPDH. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina. Los datos se expresan

como la media + SEM. *p < 0,05.

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la densidad y estabilidad vascular

Dado que la calidad del ovocito depende en gran medida de un desarrollo vascular adecuado,
evaluamos si el tratamiento con la DAG y con metformina afectaba la formacién y estabilidad
del sistema vascular. En primer lugar, estudiamos la expresién de CD34 (n=5) (marcador de
células endoteliales). Observamos una mayor expresién en el grupo DAG (p < 0,001 vs Control),

lo cual se restablecié en el grupo DAG+Met (p < 0,01 vs DAG) (Figura 28 A-B).

La expresion de alfa-actina en células musculares lisas (marcador de periendotelio vascular) fue
ligeramente menor en los animales DAG cuando se analizd por inmunohistoquimica (n=5-6) (p
< 0,05 vs Control) pero no se observaron cambios cuando se analiz6 mediante Western blot

(n=5-6) (Figura 28 C-D).

A continuacion, estudiamos la expresién de los factores angiogénicos mas importantes. VEGF
se mostré aumentado en el grupo DAG (n=5-8) (p < 0,05 vs Control), mientras que metformina
revirtio este efecto (p < 0,05 vs DAG) (Figura 28 E). Luego, analizamos los niveles de dos factores
angiogénicos involucrados en la estabilidad de los vasos: PDGF-B (n=5) y angiopoyetina-2 (n=5-
6). PDGF-B disminuyod en el grupo DAG sin efecto de la metformina (p < 0,05 vs Control) (Figura

28 F). El nivel de angiopoyetina-2 permanecioé sin alteraciones entre los grupos (Figura 28 G).
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Figura 28. Angiogénesis ovarica en los grupos control, DAG y DAG+Met. (A) Inmunotincion de células
endoteliales con anticuerpo anti-CD34. El grafico muestra la cuantificacion del area de células
endoteliales en los ovarios de animales de los tres grupos analizados. Los paneles inferiores muestran
secciones histoldgicas representativas de ovarios control, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpo
anti-CD34. Se analizaron cuatro secciones por ovario. Las flechas muestran tincién positiva. Barra de
escala: 50 um; magnificacion de 600X. (B) Analisis densitométrico del marcador endotelial CD34. (C)
Inmunotincion de células periendoteliales con anticuerpo anti-alfa-actina de musculo liso. El grafico
muestra la cuantificacién del drea de células periendoteliales en los ovarios de animales de los tres
grupos analizados. Los paneles inferiores muestran secciones histoldgicas representativas de ovarios
control, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpos anti-alfa-actina de musculo liso. Se analizaron
cuatro secciones por ovario. Las flechas muestran tincidon positiva. Barras de escala: 50 pum;
magnificacién de 600X. (D) Andlisis densitométrico del marcador de células periendoteliales alfa-actina
de musculo liso. (E) Analisis densitométrico de VEGF. (F) Analisis densitométrico de PDGFB. (G) Analisis
densitométrico de ANGPT2. Para Western blots, la densidad de cada banda se normalizé a las bandas
de GAPDH o PB-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina

analizada. Los datos se expresan como la media = SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la deposicion de colageno

Analizamos la fibrosis ovarica estudiando la deposicion de las fibras de colageno. Observamos
mediante tincion con PSR (n=5-6) un aumento de la fibrosis en el grupo DAG (p < 0,05 vs
Control). Sin embargo, los ovarios de ratones DAG+Met mostraron niveles mas bajos de tincion

con PSR respecto a los ovarios DAG (p < 0,05 vs DAG) (Figura 29 A).
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Figura 29. Deposicion de colageno en los grupos Control, DAG y DAG+Met. Deposicion de colageno
analizada mediante tincién con picrosirius red (PRS). El grafico muestra el % de area tefiida. Los paneles
inferiores muestran imagenes representativas de PRS en campo claro (paneles superiores) y microscopia
de luz polarizada (paneles inferiores) de los tres grupos experimentales. Las flechas muestran tincion

positiva de PSR. Barra de escala: 50 um; magnificacion de 600X. *p < 0,05.
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Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en parametros de fertilidad

Para evaluar el efecto de laingesta de DAG y la administracién de metformina en el rendimiento
reproductivo de los ratones, apareamos hembras con machos C57BL/6 de fertilidad
comprobada. Las hembras DAG requirieron mds tiempo para lograr la prefiez (p < 0,05 vs
Control), mientras que en el grupo DAG+Met el tiempo fue similar al de los ratones Control (p
< 0,05 vs DAG) (n=6-8) (Tabla 5). También analizamos el nimero de crias por camada (n=6-
9), que fue menor en los animales DAG (p < 0,05 vs Control), observando una mejora en el grupo
DAG+Met (p > 0,05 vs Control) (Tabla 5). No se encontraron cambios en el peso promedio de
las crias (n=53-83) (p > 0,05 entre los grupos). Sin embargo, el peso total de la camada fue
menor en los animales DAG (p< 0,05 vs Control), reduccidn que se mejord con la administracion

de metformina (p> 0,05 vs Control) (n=6-7) (Tabla 5).

Tabla 5: Fertilidad natural de animales Control, DAG y DAG+Met con ratones macho C57BL/6.

Control DAG DAG+Met
Tiempo hasta lograr prefiez (dias) 44+10°% 14.1+4.0° P i O
Numero de crias por camada 100£05%2 6.7+05° 0.0x1.2%
Peso promedio de las crias (g) 1.48 +0.01 1.45+0.02 1.43+0.02
Peso total de la camada (g) 15.2+ 062 11.2+1° 12.6 + 1.33
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Los datos estan expresados como la media + SEM. Se utilizd ANOVA seguido de Newman-Keuls's post-
test para la comparacion entre grupos. La significancia estadistica fue definida como p<0,05. Letras

diferentes representan diferencias significativas.

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la calidad ovocitaria y la fertilizacion in vitro

FIV

Posteriormente, analizamos el efecto de la ingesta de la DAG y de metformina en la fertilizacidn
in vitro (n=5-6). Encontramos un menor numero de ovocitos recuperados en los grupos DAG y
DAG+Met (p < 0,01 vs Control) (Figura 29 A). Sin embargo, no se encontraron diferencias en el
porcentaje de ovocitos normales y anormales, embriones de dos células y formacién de

blastocistos (p > 0,05 entre los grupos) (Figura 29 B-E).

123

——
| —



Numero de ovocitos recuperados

404 M B 1107 C 60-
* % w
1 8 1004 . 9 A
304 [ ] E L] A F
0 ) 901 *r " Ayt £ 404
n A A 2 —T— g A
204 = » 80 — - I s -‘|—
— e “@ .
-i_ A‘ E I- S - a
o 704 L] kS —— |
10- 3 K g 21 - u=
© 604 (=] s
® . A
0 T T T 50 . T T 0 hd . .
Control DAG DAG+Met Control DAG DAG+Met Control DAG DAG+Met
D & ' . . 110+
% 80 . A E
S 8-
2 —l— ] 2 1004 ] ] AdA
© - .- A - m I
g % . = g 901 1 —_ -
§ 40+ . ] ﬁ 80- m 4
° o ] L]
= =
£ 20 = 701 .
w
® 0 T T T 60 ’ ’ '
Control DAG DAG+hMet Control DAG  DAG+Met

Figura 30. Analisis de la calidad ovocitaria y ensayo de fertilizacion in vitro. (A) Nimero de ovocitos
recuperados. (B) Porcentaje de ovocitos normales en relacion a la cantidad de ovocitos recuperados. (C)
Porcentaje de ovocitos anormales en relacién a la cantidad de ovocitos recuperados. (D) Porcentaje de
ovocitos normales que alcanzaron la etapa de embridn de dos células. (E) Porcentaje de embriones de
dos células que alcanzaron la etapa de blastocisto (%). Los datos se expresan como la media + el error

estandar de la media (SEM). *p < 0,05, **p < 0,01.
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DISCUSION

En los ultimos afios, muchas mujeres se han visto afectadas por el consumo de una dieta
occidental, rica en grasas saturadas, carbohidratos refinados y sodio, y pobre en vegetales y
micronutrientes. Estd claro que los efectos de la ingesta de esta dieta no se limitan a trastornos
metabodlicos, sino que también afectan a otros drganos y sistemas, dando lugar a diversas
disfunciones aparentemente no relacionadas. En cuanto a la fertilidad femenina, los factores
de riesgo metabdlicos, especialmente la obesidad, se han asociado extensamente con la
subfertilidad, trastornos menstruales, mayor tasa de abortos espontaneos y peores resultados
en el embarazo [179,200,201]. También hay evidencia de que la ingesta de una DAG,
independientemente de la obesidad, afecta la fertilidad femenina [202]. A pesar de todos los
estudios realizados tanto en modelos animales como en mujeres, los mecanismos por los cuales
la ingesta de una DAG afecta la funcidn reproductiva no se comprenden completamente. En
este estudio, encontramos que los ratones expuestos a una DAG desde la prepubertad hasta la
adultez, ademas de alteraciones metabdlicas, también presentan pardmetros anormales de
fertilidad y angiogénesis ovarica. La angiogénesis alterada probablemente sea uno de los
mecanismos involucrados en la disfuncion ovarica. Ademas, encontramos que la metformina
puede restaurar parcialmente las alteraciones observadas en los animales.

Primero caracterizamos las alteraciones metabdlicas en nuestro modelo experimental de
ratones alimentados con DAG (45% Kcal grasa) con o sin metformina. La metformina detuvo el
aumento de peso corporal inducido por la administracion de DAG y disminuyo el peso del tejido
adiposo gonadal y mesentérico. El tejido adiposo gonadal participa en la funcionalidad del
ovario al actuar como un drgano paracrino que regula la angiogénesis ovarica y la
foliculogénesis [203,204], alterando el desarrollo folicular y la ovulacién. Por lo tanto, la

reduccion del tejido adiposo gonadal podria ser uno de los mecanismos por los cuales
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metformina regula estos procesos y disminuye los efectos nocivos de la DAG en el ovario.

El ciclo estral se monitoreé en los grupos experimentales durante 14 dias. Observamos que los
ratones alimentados con DAG tenian ciclos mas cortos que aquellos alimentados con la dieta
control y que pasaban mas tiempo en los estadios diestro y menos en proestro/estro, sin que
el tratamiento con metformina tenga efectos significativos. Estos resultados son consistentes
con estudios previos que utilizaron una dieta similar [205] y con otros que alimentaron a los
animales con dietas muy altas en grasas (DMAG) (60% Kcal grasa) [202,206,207]. Nuestros
resultados refuerzan la hipotesis de que cuanto mas tiempo se consume una dieta alta en
grasas, mas afectada se ve la ciclicidad.

Por otro lado, estudiamos la morfologia ovarica para comprender si la DAG afecta el desarrollo
folicular y la formacién de cuerpos luteos. No encontramos diferencias en la proporcion de
ninguna estructura folicular ni de foliculos atrésicos. Sin embargo, el porcentaje de cuerpos
luteos recién formados disminuyd en el grupo DAG. Curiosamente, metformina aumento el
porcentaje de cuerpos luteos en animales alimentados con la DAG. Estos resultados sugieren
gue, en nuestro modelo, los foliculos fueron capaces de desarrollarse y que la tasa de atresia
no aumenta después del consumo de la dieta. Sin embargo, no lograron ser ovulados
adecuadamente y el nUmero de cuerpos luteos disminuyd respecto a los animales control. Esto
es consistente con resultados anteriores obtenidos por Umehara y col., quienes demostraron
gue los ovarios de ratones obesos tienen menos cuerpos lUteos en comparacién con los ovarios
de ratones delgados [208].

A continuacion, analizamos la expresion del marcador de dafio gendmico yH2AX, que se mostrd
aumentado en el grupo DAG. Este marcador permite la deteccidn de las primeras etapas del
dafio en el ADN [209]. Por lo tanto, aunque no hubo diferencias en el porcentaje de foliculos

atrésicos, las células ovaricas no estaban completamente saludables, lo que podria haber
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contribuido a la falla ovulatoria observada en este grupo. En nuestro modelo, la administracion
de metformina revirtié el aumento en el dafio del ADN, lo que sugiere que este medicamento
podria proteger a las células de la apoptosis. Se ha demostrado que metformina reduce la
apoptosis en células ovaricas en diferentes condiciones, como en células de granulosa luteinicas
de pacientes con SOP [210], en modelos de ratas y ratones con SOP [211,212], en dafio ovarico
inducido por ciclofosfamida en ratones [213] y en gallinas ponedoras de edad avanzada [214].
Por otro lado, observamos también un aumento de la fibrosis ovarica en los ovarios de ratones
alimentados con la DAG. La fibrosis ovarica ocurre como consecuencia del aumento en la
deposicion de la matriz extracelular y se ha relacionado con la infertilidad y la menopausia
temprana [215]. Metformina fue capaz de revertir este efecto de la dieta, lo cual es consistente
con el informe de Landry y col., quienes encontraron que este medicamento previene la fibrosis
ovarica asociada con la edad [120]. En conjunto, estos resultados sugieren que metformina
protege al ovario del daifio en el ADN y de la fibrosis, mejorando como consecuencia la
ovulacién.

A continuacién, medimos los niveles séricos de estradiol y progesterona. Aunque no
encontramos diferencias en los niveles de estradiol entre los grupos, los niveles de
progesterona fueron mas altos en los animales DAG a pesar de la disminucién en el porcentaje
de cuerpos luteos. Este aumento en la progesterona sérica se correlaciona con el aumento
observado en la enzima esteroidogénica 3B-HSD. Niveles elevados de progesterona junto con
la ausencia de cambios en el estradiol se describieron previamente en un modelo de rata con
obesidad, alimentadas con una DMAG durante 120 o 180 dias [216]. Los autores explican que
los niveles elevados de insulina podrian aumentar los niveles de 33-HSD en las células ovaricas,
lo que llevaria a niveles mas altos de progesterona. No encontramos niveles mas altos de

insulina en nuestro modelo, lo que sugiere que otro mecanismo podria estar regulando las
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enzimas esteroidogénicas y, por lo tanto, los niveles de hormonas ovdricas. Tampoco se
encontraron cambios en los niveles de FSH y LH, lo que sugiere que el aumento de progesterona
se debe a alteraciones ovaricas y no a alteraciones en la sefializacién de gonadotrofinas. Se
necesitan mas estudios para dilucidar estos mecanismos.

Metformina revirtid los niveles de 3B-HSD a valores similares a los del grupo control, asi como
la concentracion de progesterona. Se ha descripto ampliamente que metformina regula las
hormonas ovaricas y las enzimas esteroidogénicas en las células de granulosa, principalmente
a través de la activacion de AMPK [217]. En nuestro modelo in vivo, metformina podria estar
actuando tanto directamente sobre las células ovaricas como a través de una mejora en el
estado metabdlico del animal. En ambos casos, metformina mejora la esteroidogénesis ovarica,
lo que podria mejorar la ovulacién en un modelo de dieta grasa que presente disfuncién
ovulatoria y esteroidogénica.

Por otro lado, se sabe que los vasos sanguineos estan altamente involucrados en la
remodelacién de los tejidos. Un ejemplo de esto se observa en el crecimiento y la regresion del
tejido adiposo en donde la formacién de una red de vasos sanguineos es esencial para que los
adipocitos se hipertrofien. Se han encontrado niveles elevados de factores proangiogénicos
durante la expansion del tejido adiposo, junto con un aumento de las sefales inflamatorias
[166]. En el ovario, la angiogénesis es un proceso estrictamente regulado y esencial que permite
la nutricion adecuada y la estimulacién hormonal de los foliculos en crecimiento. Por lo tanto,
las alteraciones en la formacién de vasos sanguineos conducen a disfunciones ovaricas. Para
explorar si la disfuncién ovarica observada podria deberse a una angiogénesis ovarica alterada,
estudiamos las células endoteliales y periendoteliales de los vasos del ovario. Nuestros
resultados sugieren que hay una desregulacion en la formacién de vasos sanguineos después

de la ingesta de la DAG, con un mayor numero de vasos, pero menos maduros y funcionales
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debido a una menor cobertura de pericitos y células musculares lisas. Como consecuencia, los
foliculos podrian estar mal irrigados. Ademas, los niveles elevados de VEGF en los ovarios de
ratones alimentados con DAG también sugiere una falta de irrigacion adecuada a los foliculos
en desarrollo. En primer lugar, VEGF se expresa en respuesta a hipoxia, es decir, cuando las
concentraciones de oxigeno en un sistema o tejido en particular son bajas, estas son sensadas
por HIF-1a, quien gatilla la expresion de VEGF, el principal promotor de la angiogénesis
[218,219]. En segundo lugar, porque niveles altos de VEGF no acompafiados por niveles altos
de PDGFB, llevan a la formacion de vasos tortuosos, sin células periendoteliales que los
estabilicen, que no son funcionales [220]. En relacidon a esto, se ha informado que los ratones
alimentados con una DMAG mas fructosa tienen menos vasos en el ovario, lo que podria estar
relacionado con un aumento en los niveles de IL-10 [203]. En otro estudio, animales
alimentados con DAG durante 20 semanas tenian menos vasos sanguineos foliculares que
animales alimentados con dietas control [221]. En conjunto, estos resultados sugieren que la
angiogénesis ovdrica esta desregulada por la ingesta de la dieta, independientemente de la
cantidad de grasa y la duracion de la administracion de la misma. Esto demuestra que las
alteraciones en los factores angiogénicos y la formacidén de vasos sanguineos pueden ser un
proceso clave en la disfuncidn ovarica que ocurre después de la ingesta de una DAG.

Metformina regula la angiogénesis ovdrica principalmente disminuyendo VEGF y estabilizando
el sistema vascular [67,80,83]. En trabajos anteriores en nuestro laboratorio, demostramos que
metformina actla directamente sobre las células de granulosa de rata disminuyendo la
expresion de VEGF in vitro [67]. En el modelo actual, los ratones que recibieron metformina
tienen menos vasos ovaricos que el grupo DAG, ademds de tener menores niveles ovaricos de
VEGF. Probablemente, la disminucién de VEGF fue lo que condujo a la disminucién en la

formacidn de vasos sanguineos. Por otro lado, el nimero de células periendoteliales alrededor
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de estos vasos no difiere del grupo DAG ni del grupo control, lo que sugiere que los vasos
ovaricos en el grupo de metformina son mas maduros y funcionales. Se ha descripto que
metformina mejora la angiogénesis ovarica en el SOP [83,222,223], lo que lleva a una mejora
en los pardmetros de fertilidad. Por lo tanto, seria interesante estudiar sus efectos sobre la
fertilidad en mujeres con patologias que presentan desregulacidon de la angiogénesis ovarica,
como alteraciones metabdlicas y reproductivas debido a la alta ingesta de grasas.

La fertilidad femenina depende de una funcién ovarica saludable, donde tanto los factores
locales como los sistémicos pueden influir en los resultados reproductivos. Por lo tanto, las
alteraciones ovaricas no siempre se reflejan en una disminucion de la fertilidad, ya que podria
haber mecanismos compensatorios que actlen para preservar la reproduccion. Es por esto que
evaluamos si las alteraciones ovaricas observadas en nuestro modelo de DAG condujeron a una
disminucion de la fertilidad. Al aparear los ratones con machos de fertilidad comprobada, las
hembras DAG requirieron mas tiempo para lograr la prefiez. También tuvieron menos crias por
camada, en consistencia con el menor nimero de cuerpos lUteos observados por histologia
ovdrica. Esto también concuerda con estudios previos en los que se administré una DMAG
durante 10 semanas, resultando en tasas de prefiez mas bajas y menos crias por camada en
comparacion con los animales control [224]. En conjunto, estos resultados sugieren que las
alteraciones ovdricas en los animales alimentados con DAG disminuyen el nimero de ovocitos
ovulados y de crias por camada. Ademas, la ovulacién ocurre después de periodos mas largos,
lo que conduce a una disminucion de la fertilidad con un aumento en el tiempo para lograr la
prefiez. La administracién de metformina a los ratones alimentados con la DAG disminuyo el
tiempo para lograr la prefiez y restauré el numero de crias por camada a valores similares a los
del grupo control. Estos resultados sugieren que metformina podria mejorar tanto el

metabolismo sistémico como procesos locales del ovario, restaurando asi la ovulacion vy
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mejorando la fertilidad.

Para evaluar si la induccién de la ovulacidon puede superar la subfertilidad en ratones
alimentados con DAG, superovulamos animales de cada grupo experimental, recolectamos sus
ovocitos y realizamos una fecundacion in vitro (FIV). Los ratones DAG ovularon menos ovocitos
gue los ratones control, independientemente del tratamiento con metformina. Este resultado
refuerza el hecho de que la principal anomalia en nuestro modelo de DAG esta relacionada con
una disminucion de la ovulacidn. Sin embargo, la calidad de los ovocitos ovulados no parece
diferir entre los grupos, ya que estos son fertilizados y crecen de forma similar a los del grupo
control. Estos resultados concuerdan con un trabajo de Hohos y col., quienes utilizaron un
modelo de ratén con DMAG durante 10 semanas y encontraron que, después de la induccién
de la ovulacion, el nUmero de ovocitos ovulados era menor en los animales alimentados con la
DAG [225].

Se han propuesto muchos mecanismos para explicar las alteraciones en la ovulaciéon, como una
disminucion en la expresion de diferentes genes relacionados con la ruptura del foliculo o
anomalias epigenéticas [226]. Nuestros resultados sugieren que, ademas de estos mecanismos,
la DAG altera la angiogénesis ovarica, siendo la correcta regulacion de los factores angiogénicos,
un mecanismo esencial para una adecuada ovulacion y formacién de cuerpos luteos [227].
Metformina no aumentdé el nimero de ovocitos ovulados, sugiriendo que, al menos en nuestro
modelo de ratones DAG, la estimulacién con gonadotrofinas estaria enmascarando cualquier
posible efecto de la metformina. Es ampliamente conocido que el tratamiento con metformina
en mujeres con SOP aumenta las tasas de ovulacidon cuando se combina con citrato de clomifeno
o gonadotrofinas, asi como reduce el riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovarica y
disminuye las tasas de aborto espontaneo [86]. En |la obesidad y el sindrome metabdlico, el

efecto de metformina en la reproduccion asistida no esta bien establecido. Segin nuestros
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resultados, en un modelo de ratén con ingesta de una DAG, metformina fue util para mejorar
la fertilidad natural pero no mejoré los resultados reproductivos después de la induccion de la
ovulacion. Estudios adicionales, tanto en modelos animales como en mujeres, serian Utiles para
confirmar estos resultados.

En resumen, los ratones alimentados con DAG presentaron cambios en el ciclo estral,
alteraciones en la esteroidogénesis, mayor tiempo para lograr la prefiez y menos crias por
camada. Encontramos que la angiogénesis ovarica desregulada y el aumento del dafio al ADN
en las células ovaricas, podrian ser algunos de los mecanismos subyacentes a estos resultados.
Como consecuencia, las tasas de ovulacidon fueron mas bajas en los ratones alimentados con
DAG, como se evidencia en la fertilidad natural y luego en la induccién de la ovulacién con
gonadotrofinas. El tratamiento con metformina logré mejorar la angiogénesis ovarica, lo que
llevé a una mejor esteroidogénesis y ovulacién, que a su vez disminuyd el tiempo para lograr la
prefiez y aumenté el tamafio de la camada. Sin embargo, metformina no aumenté el nimero
de ovocitos recuperados después de la induccidon con gonadotrofinas.

Concluimos que la desregulacion de la angiogénesis ovarica es uno de los mecanismos que
explicaria las alteraciones observadas en la funcionalidad ovarica y en la fertilidad; y que
metformina podria revertir estas alteraciones ya que mejora la formacion de vasos sanguineos
en el ovario.

Finalmente, estudiar los mecanismos por los cuales la DAG afecta la fertilidad femenina es

esencial para desarrollar estrategias nuevas y mas efectivas para el tratamiento en mujeres.
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Capitulo 2 B

Metformina en condiciones patolodgicas:

Animales expuestos in utero y durante

la lactancia
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METODOLOGIA

MODELO ANIMAL

Como ya fue descripto en el Capitulo 2 A, las hembras C57BL/6 de 21 dias de edad fueron
separadas en tres grupos. Un grupo control, un grupo dieta alta en grasas (DAG) alimentado con
DAG por 15 semanas y un grupo DAG tratado con metformina durante las ultimas 4 semanas. A la
semana 15, las hembras fueron apareadas con machos de fertilidad comprobada, sosteniendo el
tratamiento durante toda la prefiez y lactancia. Finalizada la misma, las crias fueron sexadas,
pesadas y separadas de sus madres. Se conservo solo a las hembras, obteniendo tres grupos
experimentales: grupo F1 Control, grupo F1 DAG y grupo F1 DAG+Met. Durante las 7 semanas
siguientes, se permitio que las crias de los tres grupos crecieran con disponibilidad ad libitum de
alimento y bebida, sin ningln tratamiento adicional realizado. Se registrd el peso semanalmente y
durante los ultimos 14 dias del experimento, se ciclé de forma diaria a algunos animales de cada
grupo para estudiar el ciclo estral. A las 10 semanas de vida, se realizd una curva de tolerancia a la

glucosa y luego se separé a las hembras en dos subgrupos.

En el primero, se anestesié a los animales y se realizé una puncidn cardiaca para obtener sangre,
previo al sacrificio. Una vez coagulada y centrifugada la misma, se obtuvo suero que fue
conservado a -80° para su posterior utilizacidon. Se extrajo y peso el tejido adiposo mesentérico y
gonadal, el higado y los ovarios, los cuales fueron limpiados del tejido adherente subyacente y
congelados o fijados en Bouin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de

inmunohistoquimica.
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En el segundo subgrupo los animales fueron puestos en apareo con machos de fertilidad

comprobada. Se estudiod el tiempo que demoraron hasta lograr la prefiez, tomando como dia 1

aquel en el cual se visualizé el tapon vaginal, resultado de la cdpula. La cantidad de crias obtenidas

en la F2 y el peso de las mismas al nacer fue analizado.

La figura 31 muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.

GRUPOS
EXPERIMENTALES

FO Gestacm.n Y F1 Pesaje
lactancia semanal

F1
Control

E Control

x @ F1

SUBGRUPO 1

GTT+ Ciclado+ Puncién
/ cardiaca

Sacrificio

DAG - | Apareo : DAG
DAG+Met |F— —_— F1 , . \ SUBGRUPO 2
J J DAG+Met | i
Met Met Apareo
Semana Semana
3 de edad 10 de edad
(Destete)

Figura 31. Diagrama esquematico del disefio experimental. DAG: Grupo dieta alta en grasas; DAG+Met:

Grupo dieta alta en grasas+metformina; Met: metformina. GTT: prueba de tolerancia a la glucosa.

TECNICAS

Las técnicas de ciclado, GTT, medicidn hormonal, inmunohistoquimica, western blot, recuento

folicular y apareo fueron realizadas segun lo descripto en el Capitulo 1 A.

El analisis estadistico fue realizado segun lo descripto en el Capitulo 2 A.
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RESULTADOS

Efectos en parametros metabdlicos

Para analizar posibles alteraciones metabdlicas en las crias expuestas a la DAG y al tratamiento con
metformina durante la gestacién y lactancia, pesamos a los animales al momento de nacer (n=53-
83), al finalizar la lactancia y luego una vez por semana durante siete semanas (n=11-12).

Como ya fue descripto en el Capitulo 2 A, las crias de los animales tratados no mostraron diferencias
en el peso corporal al momento del nacimiento (Tabla 5) (p > 0,05 entre grupos). Sin embargo,
finalizada la lactancia (semana 3 de vida), el grupo F1 DAG presenté mayor peso corporal que el
grupo F1 Control (p < 0,05 vs F1 Control) y que el grupo F1 DAG+Met (p < 0,01 vs F1 DAG+Met)
(Figura 32 A). Luego de cuatro semanas de alimentacion independiente, las diferencias de peso
corporal entre los grupos se pierden (p > 0,05 entre grupos) (Figura 32 A).

Luego de sacrificar a los animales analizamos el tejido adiposo de los mismos (n=7-17) y observamos
gue las crias de los animales alimentados con DAG presentaron mayor tejido adiposo gonadal y
mesentérico (p < 0,001 vs F1 Control) y que este aumento es revertido a partir del tratamiento de
las madres con metformina (p < 0,001 vs F1 DAG+Met) (Figura 32 B-C).

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en los valores de glucemia basal (n=5-6) ni
en la curva de tolerancia a la glucosa entre grupos (n=6) (Tabla 6) (p >0,05 vs F1 Control), como asi
tampoco en el peso del higado (F1 Control: 0,99 + 0,03 g; F1 DAG: 0,91 + 0,03 g; F1 DAG+Met: 0,88

+0,03 g).
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Figura 32. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Ganancia
de peso corporal durante las siete semanas del experimento (B) Peso del tejido adiposo gonadal. (C) Peso
del tejido adiposo mesentérico. Los datos se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM).

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001, ****p <0,001.

Tabla 6: Parametros metabdlicos y hormonales de ratones F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met a la semana
10 de edad.

F1 Control F1 DAG F1 DAG+Met
Glucemia (mg/dL) 141.1£12.57 146.7 £ 8.38 1404+ 7.78
ABC (min*mg/dL) 20953 + 1056 20265 £ 824.5 22210+ 664.1
LH (ng/mL) 8.89+0.86 8.37+0.93 9.8+ 2.04
FSH (ng/mL) 97.9+18.05 155.5+17.58 165.4 + 24.31
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Los datos estan expresados como la media + SEM. Para realizar comparaciones entre grupos se utilizd
ANOVA, seguido de la prueba de Newman-Keuls. ABC: Area bajo la curva de glucosa. Diferencias

significativas fueron definidas como p<0,05.

Efectos en el ciclo estral y en la produccion hormonal

Para estudiar posibles alteraciones en el ciclo estral, analizamos la citologia vaginal de los animales
durante 14 dias. Si bien no se observaron cambios en la cantidad de ciclos totales (n=8-12) nien la
duracion de los mismos (n=7-12) (p > 0,05 entre grupos) (Figura 33 A-B), el tiempo que pasaban
los animales en cada una de las fases del ciclo (n=8-12) fue diferente, observando que los animales
expuestos tanto a DAG como a DAG y metformina pasaron mas tiempo en los estadios proestro y
estro (F1 DAG: p < 0,001 vs F1 Control; F1 DAG+Met: p < 0,01 vs F1 Control) y menos tiempo en
los estadios diestro (F1 DAG: p < 0,001 vs F1 Control; F1 DAG+Met: p < 0,01 vs F1 Control),
comparado a las crias de las hembras control (Figura 33 C-D) .

Si bien no se observaron diferencias significativas en las concentraciones séricas de FSH (n=6) o de
LH (n=6-7) (p >0,05 entre grupos), se encontrd una tendencia al aumento en las concentraciones

de FSH en los dos grupos expuestos a la DAG (Tabla 6).
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Figura 33. Efecto en el ciclo estral de las crias de madres control o tratadas con DAG y con DAG+Met.

(A) Numero de ciclos en 14 dias. (B) Duraciéon de los ciclos. (C) % de tiempo transcurrido en las fases

Proestroy Estro. (D) % de tiempo transcurrido en las fases Diestro | y Diestro Il. Los datos se expresan como

la media * el error estandar de la media (SEM).

Efecto en el desarrollo folicular

Con el objetivo de estudiar posibles alteraciones en el desarrollo folicular, determinamos el

porcentaje de estructuras en cada estadio en secciones histolégicas tefiidas con H&E (n=5-7). No

se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de ninguna estructura folicular entre los

grupos (p > 0,05 entre grupos). Sin embargo, el porcentaje de cuerpos luteos fue menor en los

animales F1 DAG (p< 0,05 vs F1 Control), sin observarse efectos por la exposicion a metformina (p

> 0,05 vs F1 DAG) (Figura 34 A).
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Figura 34. Recuento folicular en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Porcentaje de cada
estructura en secciones ovaricas tefiidas con H&E. FP: foliculo primario. FPA: foliculo preantral. FAT: foliculo
antral temprano. FAM: foliculo antral maduro. FA: foliculo atrésico. CL: Cuerpo luteo. Las fotografias
muestran imagenes representativas de los ovarios. Paneles superiores: barra de escala de 100 um, aumento
de 40X. Paneles inferiores: barra de escala de 100 um, aumento de 100X; n=5-7. Las puntas de flecha indican

foliculos antrales tempranos; las flechas indican antrales maduros; los signos numerales indican foliculos

atrésicos; los asteriscos indican cuerpos luteos. *p < 0,05
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Efecto sobre la densidad y estabilidad vascular

Con el objetivo de evaluar el estado de la vasculatura en el ovario, medimos por western blot de
ovario total al marcador de células endoteliales CD34 (n=8-9) y al marcador de periendotelio
vascular, alfa-actina de musculo liso (n=7-9). No observamos diferencias significativas entre los
grupos experimentales en ninguno de los dos pardmetros (p > 0,05 entre grupos) (Figura 35 A-B).
A continuacién, estudiamos la expresion de los factores mds importantes que regulan la
angiogénesis. Si bien no encontramos diferencias significativas en VEGF (n=7-9) (Figura 35 C) ni en
angiopoyetina 2 (ANGPT2) (n=8-9) (p > 0,05 entre grupos) (Figura 35 E), el factor angiogénico
PDGFB (n=5-8) presentd una disminucién significativa en los dos grupos expuestos a la DAG (F1

DAG: p < 0,05 vs Control; F1 DAG+Met: p < 0,001 vs Control) (Figura 35 D).
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Figura 35. Angiogénesis ovarica en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Anilisis
densitométrico del marcador de células endoteliales CD34. (B) Analisis densitométrico del marcador de
células periendoteliales alfa-actina de musculo liso. (C) Andlisis densitométrico de VEGF. (D) Analisis
densitométrico de PDGFB. (E) Analisis densitométrico de ANGPT2. La densidad de cada banda se normalizé
alas bandas de GAPDH o B-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina

analizada. Los datos se expresan como la media = SEM. *p < 0,05, ***p <0,001.

Efecto en parametros de fertilidad

Para evaluar si el rendimiento reproductivo de los ratones se vio afectado por la exposicidn a la DAG
y al tratamiento con metformina, apareamos a las crias con machos C57BL/6 de fertilidad
comprobada. Observamos que el grupo F1 DAG mostrd una tendencia a demorar mads tiempo en
lograr la prefiez que los animales de los otros dos grupos experimentales, sin embargo, no hay
diferencias significativas entre los grupos en este parametro (n=5) (p >0,05 entre grupos) (Figura 36
A). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la cantidad de crias obtenidas por camada
(n=5) (p >0,05 vs entre grupos) (Figura 36 B), pero si en el peso de las mismas al nacer (n=28-41),
gue fue significativamente mayor en las crias del grupo F1 DAG, asi como también en las crias del

grupo F1 DAG+Met (p <0,05 vs F1 Control) (Figura 36 C).
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Figura 36. Efectos en la fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr prefiez. (B) NUmero de crias por camada.

(C) Peso de las crias al momento del nacimiento. Los datos se expresan como la media * el error estandar de

la media (SEM). *p < 0,05.
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DISCUSION

El consumo de una dieta alta en grasas durante la gestacidon y la lactancia puede tener efectos
significativos en el desarrollo y la salud de |la descendencia, tanto a corto como a largo plazo. La
nutricion materna juega un papel critico en el desarrollo fetal, y un exceso de grasas puede influir
negativamente en diferentes aspectos del crecimiento y la salud de la progenie. Entre ellos, se
observa un mayor riesgo de desarrollar obesidad y sindrome metabdlico [228-230], alteraciones en
el desarrollo neurolégico [231-233] y en el sistema inmunoldgico [234,235], impacto en la
microbiota intestinal [236], mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares [237,238] y efectos en
la salud hepatica [239-241]. Sin embargo, los efectos en la salud reproductiva de la descendencia
estan poco estudiados. En este trabajo, encontramos que las crias de ratones expuestos a una DAG
durante la gestacién y la lactancia presentaron no solo alteraciones metabdlicas en la adultez, sino
también alteraciones en parametros reproductivos, entre ellos, el ciclo estral, la ovulacidn vy la
angiogénesis ovarica. Observamos también una tendencia a demorar mas tiempo en lograr la
prefiez y consecuencias metabdlicas incluso en una segunda generacién. La exposicion a
metformina ademas de la dieta, mejord algunas de las alteraciones observadas en la descendencia,
pero no todas.

Para comenzar con el estudio, analizamos parametros metabdlicos en la descendencia de madres
alimentadas con dieta control, DAG y en aquellas tratadas con metformina ademds de la DAG. Si
bien los animales no presentaron diferencias de peso al momento del nacimiento, a las 3 semanas
de edad, es decir al finalizar la lactancia, los ratones expuestos a DAG mostraron mayor peso
corporal que la descendencia de ratones control y la descendencia de los tratados con la droga. Esta
diferencia de peso que se observa luego de la lactancia puede deberse tanto a la diferencia en el
numero de crias en las camadas, ya que el nimero de crias por camada de madres DAG fue menor

respecto a los otros dos grupos; como a alteraciones en el contenido de la leche materna. Estudios
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previos han demostrado que la leche materna proveniente de mujeres con sobrepeso u obesidad
presenta mas grasas y contenido caldrico que aquella proveniente de madres normopeso [242],
ademads de observarse alteraciones en el contenido de acidos grasos y lipidos segun los habitos
alimenticios de las madres [243,244]. En nuestro modelo observamos que cuando las madres son
tratadas con metformina, el aumento de peso en la descendencia luego de la lactancia no sucede.
Las concentraciones de metformina en leche materna son bajas [245], por lo que este efecto
probablemente se deba a una recomposicidén del contenido de la leche, mds que a una consecuencia
directa de metformina sobre la progenie. En concordancia con nuestros resultados, trabajos
anteriores han demostrado que las crias de madres alimentadas con DAG durante la lactancia son
mas pesadas en el dia post-natal 16, al encontrarse expuestas a una leche materna con mayor
contenido lipidico (mayor cantidad de acidos grasos de cadena larga omega-6 y menor cantidad de
omega-3), alteracion que es revertida al tratar con metformina a las madres [246]. Por otro lado, las
madres tratadas con DAG presentaron mayores concentraciones séricas de glucosa, por lo que la
leche consumida por las crias durante la lactancia podria también presentar un elevado contenido
de azucares. Sin embargo, si bien en este trabajo no analizamos el contenido de glucosa en la leche,
trabajos previos han demostrado que la leche materna de mujeres con diabetes tipo 1 posee
concentraciones de glucosa similares a la leche de mujeres control [247], lo que refuerza la hipdtesis
del mayor contenido lipidico.

Transcurridas las primeras semanas de alimentacion independiente de los animales, las diferencias
de peso corporal se pierden, sin embargo, los animales expuestos a la DAG presentan mayor tejido
adiposo gonadal y visceral en la adultez. Es posible que las diferencias en la cantidad de tejido
adiposo analizado no sean lo suficientemente grandes como para verse reflejadas en el peso
corporal total de los animales, el cual se encuentra ademas determinado por la cantidad de tejido

adiposo subcutaneo y el contenido no graso de los restantes tejidos y drganos.
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El aumento del tejido adiposo en la descendencia de madres tratadas con DAG, fue previamente
reportado en modelos experimentales similares [248], observandose ademas un aumento de la
ingesta caldrica de los animales [249], y diferencias en la expresion génica en el tejido adiposo
blanco y marrén de la descendencia expuesta [250]. En nuestro estudio, el tratamiento con
metformina a las madres, por su parte, logré revertir el aumento del tejido adiposo en las crias. Este
efecto de la exposicidn a la droga durante la gestacién y lactancia es un efecto metabdlico benéfico,
ya que el exceso de tejido adiposo es un factor clave para el desarrollo de patologias, tales como la
diabetes, sindrome metabdlico, hipertension y enfermedades cardiovasculares, entre otras. La
bibliografia existente en relacién a la cantidad de tejido adiposo en la descendencia de madres
tratadas con la droga es controversial. Josca M Schoonejans y col. reportaron que, en un modelo
murino, la exposicidon a metformina durante el desarrollo aumenté el riesgo de padecer patologias
metabdlicas en las crias de madres obesas, observando distinta susceptibilidad dependiendo de la
edad y del sexo de la descendencia [251,252]. Una posible explicaciéon de las diferencias en el
impacto de la metformina en las crias segun el sexo y la edad podria radicar en las acciones anti-
inflamatorias de los estrégenos [253], los cuales son menores en los machos y a su vez disminuyen
a edades avanzadas. En humanos, como ya se discutié en el Capitulo 1 B de esta tesis, los estudios
a largo plazo son escasos, y hasta ahora no hacen distincidn por sexo, por lo que seria conveniente
profundizar la investigacién en este drea. En nuestro trabajo, a pesar de que la glucemia de las
madres alimentadas con DAG se encuentra elevada, no observamos la diferencia de peso al nacer
descripta en bebés de madres con DT2 [101]. Nuestro modelo experimental, por lo tanto, se
asemeja mas a lo observado en mujeres con sobrepeso u obesidad [142,254]. Cabe resaltar que aun
no existen estudios en adultos que fueron expuestos a metformina in utero. En nuestro trabajo
encontramos que, en ratones adultos, la metformina es capaz de mejorar la redistribucién del tejido

adiposo ocasionada por la exposicidon a DAG de la madre en la prefiez y lactancia. Esto seria un efecto
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beneficioso del tratamiento con metformina a las madres en el embarazo a largo plazo.

Otro pardmetro metabdlico analizado fue la concentracién sérica de glucosa y su metabolizacion,
en donde, al igual que en otros trabajos similares, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos [252]. Esto, en principio, indicaria una alteracion metabdlica poco severa en la
descendencia, acotada al contenido graso, que no fue suficiente para alterar la regulacién de la
glucosa. En nuestro modelo, sin embargo, no estudiamos a la descendencia en la adultez tardia,
momento en el que se presenta la mayor tendencia a desarrollar alteraciones en el metabolismo de
la glucosa. Por lo tanto, consideramos que seria interesante estudiar este pardmetro a esa edad,
para ver si la exposicién a la dieta durante el desarrollo aumenta o no el riesgo de presentar un
estado de hiperglucemia o de resistencia a la insulina en la adultez tardia. También seria interesante
estudiar el metabolismo lipidico en estos animales.

A continuacion, para comenzar a caracterizar el estado reproductivo de los animales, estudiamos el
ciclo estral. Si bien los animales no presentaron alteraciones en la cantidad de ciclos ni en su
duracion, aquellos expuestos a la DAG durante el desarrollo pasaron mas tiempo en los estadios
proestro y estro y menos tiempo en los estadios diestro, sin observarse diferencias por la exposicion
a metformina. Trabajos previos realizados en ratas demostraron que los animales expuestos
durante la gestacidn y la lactancia a una dieta con 45 % de contenido graso presentaron un inicio
precoz de la pubertad y ciclos estrales irregulares, con estros mds prolongados y persistentes. Los
autores sugieren que esto puede estar relacionado con un envejecimiento ovarico temprano, en
respuesta a un ambiente de desarrollo nutricionalmente excesivo [255]. En el Capitulo 2 A de este
trabajo de tesis, caracterizamos el ciclo estral de animales directamente tratados con la DAG y con
metformina, y observamos que contrariamente a lo que vemos en la progenie, los animales pasaron
menos tiempo en los estadios ovulatorios proestro y estro y mas tiempo en los anovulatorios

diestro. Estas diferencias sugieren que las consecuencias de la DAG en el ovario son distintas si la
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misma impacta cuando el érgano se encuentra en formacién o durante la etapa reproductiva.

A continuacidn, para evaluar si las alteraciones en el ciclo estral se relacionan con desbalances
hormonales, estudiamos las concentraciones séricas de FSH y LH. No observamos diferencias
significativas entre los grupos, pero si una tendencia al aumento de las concentraciones de FSH en
los animales expuestos a DAG, con o sin exposicion a metformina. Este resultado concuerda con
trabajos previos en rata, en donde se observan concentraciones elevadas de FSH en la progenie
expuesta a DAG [198]. En este trabajo, los autores especulan que, a pesar del aumento en las
concentraciones séricas de esta hormona, los animales expuestos a la DAG poseen una disminucién
de la respuesta a la FSH que provoca deterioro folicular.

Para que el analisis del estado del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal se encuentre completo,
resultaria conveniente estudiar las concentraciones séricas de estradiol y progesterona. De esta
forma, se podria evaluar la respuesta del ovario a las gonadotrofinas, y por ende su funcionalidad.

Analizamos, luego, en nuestro modelo, los distintos estadios foliculares a partir de la realizacion de
un recuento folicular. No observamos diferencias significativas en ninguno de los estadios de
desarrollo, excepto en la cantidad de cuerpos IUteos que se encontré disminuida,
independientemente del tratamiento con metformina. Este resultado, condice con lo que
observamos en el Capitulo 2 A de esta tesis, en donde los animales tratados directamente con la
DAG, presentaron menor cantidad de cuerpos lUteos; aunque en este caso, el tratamiento directo
con la droga logrd revertir los efectos nocivos de la dieta. Trabajos previos sugieren que la
administracion de DAG durante la gestacion puede afectar la reserva ovarica y el desarrollo folicular
de la progenie, y que estos efectos no logran ser revertidos por el tipo de alimentacidn administrada
a la descendencia luego del destete; ademas de reportar disfuncién mitocondrial en los ovarios de
las crias [256]. Otros autores reportaron cambios en el estado redox [257] y mayor apoptosis en el

ovario de animales expuestos a la dieta, que compromete el desarrollo folicular y aumenta la atresia
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[198]. La mayoria de estos trabajos, sin embargo, fueron realizados con dietas obesogénicas con un
contenido calérico mucho mayor que la dieta utilizada en este trabajo de tesis, o utilizaron otras
especies como modelo experimental. Ying Cheong, M.D y col. [258], en cambio, al igual que en este
trabajo, alimentaron a ratones con una dieta con 45% de calorias provenientes de la grasa durante
6 semanas antes del apareo y luego durante la prefiez y lactancia. Evaluaron los ovarios de las crias
15 semanas después del destete y observaron menor nimero de foliculos primordiales, antrales y
preovulatorios en los animales expuestos a la DAG. Consideramos que las diferencias con los
resultados de Ying Cheong, M.D y col. pueden relacionarse tanto con las diferencias en la cantidad
de semanas previas al apareo que fue administrada la DAG a las madres, asi como también a la
diferencia en la edad de las crias al momento de estudiar sus ovarios, los cuales, en ese trabajo, se
encontraban mads envejecidos. Teniendo en cuenta que solo observamos diferencias en la cantidad
de cuerpos luteos, y no en el desarrollo de los foliculos en el ovario, podemos hipotetizar que la
exposicion a la DAG podria estar alterando la ovulacién, lo que concuerda con la tendencia a
demorar mas tiempo en lograr la prefiez en los animales expuestos a la dieta durante el desarrollo,
al analizar la fertilidad natural. Como vimos en el Capitulo 2 A, en los animales que recibieron DAG,
metformina revirtié la disminucion de los cuerpos lUteos; sin embargo, en la descendencia, la
exposiciéon a la droga no fue suficiente para mejorar la alteracion en la ovulacion. Esto demuestra
que el tratamiento de las madres con la droga, no es suficiente para revertir la posible programacion
fetal provocada por la DAG.

Como mencionamos en los capitulos anteriores de este trabajo de tesis, la presencia de una
vasculatura estable y funcional es fundamental para el correcto desarrollo folicular y la ovulacién. A
partir del andlisis de la vasculatura ovarica de la descendencia, pudimos observar que, si bien la
cantidad de vasos no presenta cambios, las crias de los animales tratados con DAG,

independientemente de la exposicion a metformina, presentan una menor expresion del factor
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angiogénico PDGFB. La consecuencia de una menor expresién de este factor, es una disminucion en
el reclutamiento y proliferacion de las células periendoteliales, encargadas de estabilizar y volver
funcional al vaso en formacidn, por lo que podria pensarse que los vasos sanguineos ovaricos de los
animales expuestos a la DAG son mas inestables que los de los animales no expuestos. Sin embargo,
al analizar el marcador de células periendoteliales a-actina por western blot, no observamos
diferencias significativas entre grupos. Seria interesante realizar estudios de inmunohistoquimica,
ya que en el western blot, las diferencias podrian no observarse por estar enmascaradas al utilizar
el ovario entero para el estudio. Los trabajos que analizan la vasculatura de la descendencia de
animales expuestos in utero a condiciones metabdlicamente desfavorables son escasos. Hayan
Kwon vy col. reportaron que la hiperglucemia materna como consecuencia del desarrollo de DMG,
provoco una disfuncién angiogénica en las células progenitoras endoteliales fetales, alterando la
expresion génica y provocando también cambios epigenéticos. Como consecuencia, las crias
presentan una mayor susceptibilidad a enfermedades cardiovasculares [259]. Por otro lado, en las
placentas de animales obesos, se observé también una disminucion de la expresion de genes
relacionados con la angiogénesis. Esto conlleva a una menor vascularizacién placentaria, capaz de
afectar el desarrollo fetal [260]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, profundizar el estudio de
las consecuencias en la vasculatura de la descendencia, resulta fundamental para analizar posibles
alteraciones en la salud reproductiva de los animales expuestos a condiciones metabdlicas
desfavorables durante el desarrollo.

En cuanto a la fertilidad natural de los animales, si bien los animales expuestos a la DAG durante el
desarrollo tienden a demorar mas tiempo en lograr la prefiez, la cantidad de crias obtenidas por
camada no difiere por la exposicion a la dieta ni al tratamiento con metformina. Sin embargo,
independientemente de la exposicidn a metformina, estos animales presentaron una descendencia

con mayor peso corporal al momento del nacimiento. Consideramos que este efecto podria estar
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respondiendo al fendmeno de herencia transgeneracional, dado que las células germinales que dan
origen a la segunda generacién (F2), estuvieron expuestas al tratamiento recibido por la FO. Otros
trabajos demostraron que el tratamiento materno con DAG o con dietas con bajo contenido
proteico, predispone a la primera generacién a desarrollar obesidad y sindrome metabdlico, y que
un fenotipo similar puede ser transmitido a la segunda e incluso tercera generacién, a pesar de la
normal nutricién de la F1 durante la gestacion [261,262].

Los mecanismos mediante los cuales sucede este tipo de herencia no responden a modificaciones
genéticas, sino a posibles alteraciones epigenéticas tales como metilaciones en el DNA,
modificaciones en las histonas, cambios en el empaquetamiento de la cromatina o por la regulacién
génica a través de RNA no codificantes. Se necesitan mas estudios para dilucidar cuales de estos
mecanismos son los responsables de los efectos transgeneracionales observados en este trabajo.
En resumen, en este capitulo pudimos caracterizar los efectos tanto metabdlicos como
reproductivos de la exposicion durante el desarrollo y lactancia a una DAG vy al tratamiento con
metformina. Observamos que las crias hembra expuestas a DAG presentaron mayor peso corporal
al momento del destete y mayor tejido adiposo en su adultez temprana, siendo ambas alteraciones
revertidas por el tratamiento materno con metformina. En cuanto a los efectos reproductivos, la
DAG provoco en la descendencia cambios en el ciclo estral, en la ovulacion y en el peso corporal de
la segunda generacién de animales expuestos. Ninguna de estas alteraciones reproductivas logré
ser revertida a partir del tratamiento materno con la droga.

Es interesante remarcar que metformina posee acciones directas en el ovario y, ademds, como
demostramos en el capitulo 2A de esta tesis, es capaz de revertir las alteraciones reproductivas en
hembras que reciben DAG en su adultez. Sin embargo, no es capaz de prevenir la programacion fetal
y las alteraciones ovadricas que ocurren en la descendencia que se desarrolla en un ambiente

intrauterino alterado por la ingesta de DAG de las madres. Es por esto que alentamos a la comunidad
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médica y cientifica a concientizar a las mujeres embarazadas sobre la importancia de mantener una
dieta sana y un estilo de vida adecuado, ya que una mala alimentacién puede repercutir no solo en
si mismas, sino también en su descendencia directa al nacery en la adultez, e incluso en una segunda

generacion.
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CONCLUSION FINAL

En este trabajo de tesis estudiamos los efectos reproductivos de metformina en un modelo
de raton hembra sin patologia y en un modelo de raton hembra con ingesta de una dieta
alta en grasas. Analizamos a su vez si metformina podria tener efectos en la fertilidad de la
descendencia femenina de madres tratadas con la droga durante la prefiez y la lactancia. A
partir de los resultados obtenidos concluimos que los efectos del hipoglucemiante
metformina exceden aquellos relacionados al metabolismo de la glucosa.

Pudimos comprobar que metformina actua sobre el ovario y la fertilidad femenina, tanto
en condiciones fisioldgicas, sin patologia metabdlica asociada, como en condiciones
patoldgicas, donde el metabolismo se encuentra alterado. Es ademds capaz de mitigar las
numerosas consecuencias negativas de la ingesta de una dieta alta en grasas sobre el ovario
y la fertilidad. Mds aun, metformina no solo afecta al ovario de hembras tratadas
directamente, sino también al de aquellas expuestas a la droga de forma indirecta, durante
su desarrollo in utero y durante la lactancia. En estas crias observamos efectos
reproductivos en la adultez e incluso encontramos que su progenie, es decir, la sequnda
generacion de madres tratadas con la droga, tiene mayor peso al nacer. Es por ello que
concluimos que la metformina estaria actuando sobre el ovario y las gametas en formacion
durante el desarrollo intrauterino de las crias.

Todos los efectos que demostramos en este estudio nos permiten proponer un
reposicionamiento de metformina como un posible candidato a utilizar en patologias
reproductivas que cursen o no asociadas a alteraciones en los niveles séricos de glucosa.
Con respecto a su administracion durante el embarazo, se necesitan mds estudios que
aumenten la evidencia de los efectos a largo plazo en la progenie, tanto metabdlicos como
también reproductivos, para recomendar el uso de esta droga a mujeres embarazadas en

forma segura.
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