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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 génada fememindayreproduccion, como

consecuencia del tratamiento con la droga o de la exposicion 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 enhembras tratadas de forma directa, como expuestas durante la

gestacion y la lactancia.

I) Metformina en condiciones fisiolégicas:

H hipoglucemiante metformina posee acciones en el sistema reproductor femenino. Sin
embargo,su mecanismo dacciony si s efectogpodrian seindependientes de la regulacion
metabdlica, aun no esta esclarecido. En este capitulo se evaluaron las acciones de metformina
en el ovario y la reproduccién en condiciones fisiolégicas, sin patologias asociadas, utilizando
un modelo @ raton. Los resultados revelaron que el tratamiento con metforriva efectos

a nivel metabolico, disminuyendel tejido adiposo mesentéricoy a nivel reproductivo,
modificando el ciclo estral, lasintesisde progesterona y estradiol, la foliculogéreyi la

angiogénesis ovarica, sin alterar la fertilidad de los animales.
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Las criagxpuesss a la droga durante la gestacion y lactancia presentaron menor peso al nacer
y mayor tejido adiposo gonadal en la adultez. Ademas, la foliculogépdaisangiogénss
ovarica se vieron alteradas, sin observarse cambios en la fertilidasegunda generacion de

los animales tratados presentbayor peso al nacer.

Este estudio aporta evidencia de las acciones de metformina en el ovario y la reproduccion
femenina en atones, brindando informacion que ayude a reposicionar a esta droga, mas alla

de sus efectos en el metabolismo de la glucosa.

II) 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 ovaricos y reproductivos de la ingegtadbeta alta

en grasas en ratones hembra y del tratamiento con metformina. Los resultados revelaron que
la dieta alta en grasas provocé importantes alteraciones metabdlicpgeyademas a nivel
reproductivo,maodifico el ciclo estral, lavulacion lasintesisde progesterona, la angiogénesis

y fibrosis ovarica, el dafio gendmigda 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 @uestas a la dietalta en grasaslurante la gestacion y lactancia presentaron
alteraciones en el peso guoral al momento del destetey mayor tejido adiposo en la alder.
Ademas, el ciclo estrdl ovulaciony laangiogénesis ovaricse vieron alterada. La segunda
generacion de los animales tratados presentd mayor peso al nagexposicion a metformina
junto con la dietalogré revertir las alteraciones metabdlicas y en la fertilidad observadas en las

crias.




Este estudio evidencils consecuencias negativas de la dieta alta en grasda génada
femenina y en la reproducciénanto por la ingesta de forma directa, como por la exposicion
intrauterina y durante la lactanciaambiénaporta evidencia sobres efectos benéficos del
tratamiento con metformina en el sistema reproductor femenino ante condiciones

metabolicamente patoldgicas.
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Metformin and female fertility: effects onphysiological and pathological
conditions caused by a high fat diet

ABSTRACT

This study addresses two aspects of the hypoglycemic agent metformin:

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

consequence ofirug treatment or intrauterine and lactational exposure.

[I) Its mitigating actions against damage caused by a-faigdiet in the ovary and female

fertility.
I) Metformin under physiological conditions:

The hypoglycemic agent metformin has effects on fls@ale 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, aut 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,
progesteone and estradiol syn#sis, fdiculogenesis, 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 folliculogesresis
ovarian angiogenesis were altered, although no changes in fertility were observed. The second

generation of treated animals showed higher birth weight.
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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 beyondeiffects on glucose

metabolism.

[I) Metformin under pathological conditions induced by a higat 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 higfat diet in female mice and the effects of nietmin treatment

were studied. The results revealed that the higihdiet caused significant metabolic alterations
and, additionally, modified the estrous cyctjulation progesterone synthesis, angiogenesis,
ovarian fibrosis, genomic damage, and féstil Meanwhile, metformin treatment managed to

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

The offspring exposed to the hidat diet during gestation and lactation showed alterations in
body weight at the time of weaningnd increased adipose tissue in adulthood. Furthermore,
the estrouscycle, ovulation, and ovarian angiogenesire affected. Thesecond generation

of treated animals exhibited higher birth weight. Metformin exposure alongside the diet was

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

This study highlights the negative consequences of consuming d&tiglet 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; Higtt Diet; Offspring.
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INTRODUCON GENERAL

EL OVARIO

El ovario de mamiferos es un érgano que tiene como principal funcién geaéracenar,
desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida fetal, como garoetagletamente
competentes para ser fertilizadas y para permitir @ésarrollo embrionario (funcién
gametogénica). Es ademas el principal portador de ciélslas secretoras de hormonas
femeninas que desarrollan y mantienen los caractesesuales secundas de la hembra y
preparan a los érganos reproductivos accesopasa la prefiez y el nacimiento de la cria,
generando un ambiente propicio para lmplantacion y desarrollo del cigoto (funcién
endocrina)[1]. La funcidn final del ovario epor lo tanto,permitir la propagacion de la especie
[2].

Observando la estructura histolégica del ovario es posible diferenciar dos regiones, una corteza
externa y una rédula interna. Lamédulaes la porciorcentraldel tejido ovarico. Esta
compuest portejido conectivo laxpdentro del cual se encuentran incorporados los vasos

sanguineos, logasos linfaticos y los nervios.

La corteza es la capa mas externa del ov&doubica por debajo de la tanica albuginea y
contiene los foliculos ovaricos, dentro de las cuales los ovocitos se desdresitanlcanzar un
estado de madurez suficiente pasar ovuladosLos foliculos varian en tamafio, dep&amtio

de la etapa de desarrollo en la que se encuemtiproceso conocido como foliculogénesis.
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@ . Vasos sanguineos

B\ Foliculo preantral
' Foliculo primordial Foliculo primario

Foliculo antral

Corteza
Foliculo preovulatorio

Cuerpo Albicans Médula

Corona radiata

.......

Cuerpo Luteo

Ovocito ovulado
Ruptura folicular

Tunica Albuginea

Cuerpo Luteo en formacion  Epitelio germinal

Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulacion y formacion del cuerpo |D@sgrama

de una seccién transversal de ovario mostrasdaestructura histologicalgs diferentes estadios de

maduracion folicular.

Foliculogénesis

El procesale foliculogénesis comprende el crecimiento del foli@uéricoy su pasaje a través

de los distintos estadios de desarrollntes del nacimiento, las células germinales primordiales

u ovogonias cesan su division mitdtica y comienzan el proceso deisyeipsdando arrestaas

en la profase de la primera divisibn meiética. En ese momento, pasan a denominarse ovocitos
primarios. Los ovocitos se rodean de una capa Unica de células foliculares aplanadas llamada

pregranulosalas superficies del ovocito y de las células foliculares envolventes son lisas y estan
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en estrecho contacto. Estos foliculos se denomif@ifculos primordialey constituyen la
reserva de foliculos en reposo, la cual disminuira progresivamente dueawital reproductiva,
conforme el crecimiento de Io®liculos se vea activag lograndosda ovulacién o la atresia
folicular. Al momento del nacimiento, el ovario humano contiene alrededor de 1.000.000 de
foliculos. Para que estos foliculos primordiatésien su crecimiento y desarrollo, es necesaria
una compleja interaccién entre factores estimulatorios e inhibitorios.

Cuando los foliculos primordiales abandonan su estado de quiescencia se convierten en
foliculos primariosen los cuales la capa Unida células de granulosa deja de ser plana para
pasar a serlbica Esta transicion implica ciertas modificaciones citoldgicas en el ovocito, en las
células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el ovocito aumenta de
tamafio, las células de granulosae dividenmediante el proceso de mitosig, forman
posteriormente un epitelio estratificaddCuando el foliculo desarrolla dos o mas capas de
células de granulosaibicas rodeando al ovocito pasa a denominaseeundario o preantral.
Estos foliculos poseen una o dos arteriolas conectadas a la red vascular fuera de la lamina basal
por lo tanto, el foliculo entra en contacto con factores que se encuentran en circulacion. En este
estadio las células de la granulosa adquieren receptdeesilta 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 |&lteoampartinento

tecal se diferencia en una cap#edrna y otra externa, la cual esta compuesta por una mayor
proporcion de tejido conectivo. Numerosos vasos pequefios penetran en la teca externa para
proporcionar un rico plexo capilarla teca internaCon el aumento de la vascularizacion de la
teca, aunenta la exposicion débliculo a factores que circulan por la sangk.compartirento

de la granulosa, por su parte, permanece avascular durante todo el crecimiento del foliculo. A

medida que las células tedatersticiales avanzan en su diferenciacion, adquieren receptores
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para la hormona luteinizantéLH y la capacidad de sintetizasteroides.Al aumentar de
tamano elfoliculo se termina de formar la zona pellcjakefinida como una fina capa acelular
formada por glicoproteinas, que recubre al ovocito deth@sniferos Las células de la granulosa
mantienen contacto con el ovocitoteavés 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 diametro aproximado de 0,2 mmeepies seis a doce capas de
células (en humanos), aparecen espacios irregulares, llenos de un liquido claro, entre las células
de la granulosa. Este@uido, denominaddluido folicular aumenta en cantidad a medida que
creceel foliculo, provocando queventualmente los espacios confluygara constituir una sola
cavidad denominada antro, lo que marca el comienzo dade antral El compartirento de la
granulosa del foliculo antral presenta un engrosamiento localizado en uno de sus lados, llamado
cumulusoophorus; sus células se encuentran unidas entre si y al ovocito mediante uniones
estrechas. Al desprenderse el ovocito, una o0 mas capas de células del cumulus permanecen
unidas a él, formando la corona radiata, una envoltura celular laxa que persisteesgnés de

la ovulacion.

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 estimulacion #e[FSLos
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 administracién de
gonadotrofina coriénica humana (hCG). Desde el momento en que el foliculo ha sido
seleccionado para la ovulacién, el mismo comienza a crecer notablemdasecélulagie la
granulosa sufren transformaciones morfoldgicas, tales como el aumento de su voldnah

foliculo cuyo destino es la ovulacion, se lmdmina foliculoddominante[5].

20

——
| —



Figura 2:Clasificacion de los estadios del desarrollo folicular en ovado.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 granulBaZona peldlcida.

Seleccién del foliculo dominante

El reclutamiento ciclico ka seleccion de los foliculos representa un procesotioon, que
eventualmente finaliza cota formacién de uno o mas foliculos preovulatorios, cuyo namero
varia en cada especie. En los primeros dias del ciclo menstrual en la mujer, aumentan los niveles

circulantes de FSKIbmo consecuencia, una cohorte de foliculos antrales escapa de la ajgoptos
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gue 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, seleccionandose entre
éstos el foliculo dominante.

A pesar de que no se conoce exatmte por qué un foliculo emerge como dominante, se
postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una mayosiG@xmte
receptores para esta gonadotrofinAsociado a este proceslas grandes concentraciones de
estradiol (E2)y de factores de crecimiento localgsroducidos por los foliculos en crecimiento,
ejercen un efecto permisivo, arificando la accién de la FSH. Sin embargo, el aumento de
estradiole inhibina, también ejerce una retroalimentacion negativa sobre la liberacion de FSH
anivel hipotalamehipdfisis, lo cual evita que otros foliculasenos sensibles a esta hormona,
sigan desarrollandose,6].

La disminucién de FSlkdomo consecuencia del efecto inhibitorio a nivel hipotalamico
hipofisario,provocaademasun descenso de la actividad de la aromatasaeteliente de FSH
(enzima que transforma andrégenos a es&#fgs). En consecuencia, se encuefitratada la
disponibilidad de estrogenos en los foltwsimenos maduros. Esto lleada disminucién de la
proliferacion de las células de granulosa y al autmele las concentraciones de andrégenos,
gue causamna atresia irreversible.

El folilo dominante posee unaessibilidad Unica a la FSique le permiteaumentar la
proliferacion de sus células deagulosa y obtener de esta forma armmayor cantidad de
receptores para esta gadotrofina. Ademas, lofoliculos seleccionadosenen una mayor
vasculatura en el compartimento tec#d, que lleva aina entrada preferencial deSH. Por lo
tanto, estos foliculogo sélo tienen la ventaja de tener mayor nimero deagtores para FSH,

sino que ademas poseen una gran vasculatura que permite un facil acceso para esta hormona.

En larata, 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 aumentahdsta llegar a valores maximos antes de la
ovulacion [7,8]. EI aumento de estrogenos provocademas, por un mecanismo de
retroalimentacion positiva, la estimulacién del pico preovulatorio de LH. Estos procesos,
actuando en forma sincronizada, permiten la seleccion de los foliculos dominantes hasta llegar
a la ovulaciorf2]. Por otro lado, se ha postulado, que el foliculo dominante prodaogbién

factores que inhiben el desarrollo de los foliculos vecinos o subordifads

Atresia Folicular

La atresia folicular es uno de los mecanismos caracteristicos en vertebrados mamiferos
mamiferos. En humanos, se calcula que mas del €88%os foliculos sufrercambios
degenerativos durante el normal funcionamiento ovarico. El proceso por elasiédliculos

son eliminados se denomina atresia. Este fenbmeno ocurre por la apop®&s células de
granulosa y del ovocito. La atresiai¢alar podria significar unaentaja evolutiva, siendo
seleccionados aquellos foliculos que contengan ovoc#&gdables para que puedan llegar
exitosamente a ser ovulados. El tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis mas
claramente es el de la®lulas 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 tardig10,11]
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Figura 3:Microfotografias de foliculostrésicosequinostefiidos conhematoxilinaeosina.A: foliculo

atrésico. B: células de granulosa de un foliculo atrésico. Nétese la condensacion de la cromatina (flecha
blanca). C: foliculo en estado de atresia avanzada, con restos de proteinas de la zona pellcida en la zona
central. D: células de la granulosa desprendidas de un foliculo atrésico, se pueden observar cuerpos
apoptoticos y nacleos picnéticos (flecha negra). E: células tecales de un foliculo atrésico avanzado,
algunas han adquirido caracteristica de tejido conectivo. diiculo atrésico, con ovocito en
degeneracién. Obsérvese la retraccidon del citoplasma del oocito (flecha roja). Modificado de Pedersen y

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 retroalimentacion positiva, un pico de
gonadotrofinas (LH y en menor medida de FSH). El pico de LH es el gatitjogatdoliculo
dominante ovule y origine un cuerpo liteo en cada ciclo menstrual en humanos (éste no es
anico en el ciclo estral de roedores y otros mamifer&s).este momento la sintesis de E2
declina considerablemente, mientras que se produce un aumeatable en la produccién de
progesterona(P4)[13].

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

Luego de la ovulacion, el foliculo ovarico se transforma en cuerpo IUteo. Ademas, el ovocito

gue estaba detenido en profase I, reasume la meiosis y es aveladl estadio de metafase Il.

Luteinizacion

El cuerpo luteo es un 6rgano edatino transitoro formado por las células foliculares
remanentes del foliculo que ha sido ovulado (Fédl). Su principahccdn consiste ersecretar
progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la preparacién del Utero para el
periodo de prefiez o embara y la regulacion de las contracciones del oviducto para el
transporte del 6vulo al utero. Por lo tant@m formacién del cuerpo liteen mamiferos se

considera un evento esencial para la supervivencia e implantacion del embrién. El
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establecimiento de un cuerpo lateo funcional, en los dias siguientes a la ovulacion, implica
cambios morfolégicos y ademas una rapida vascularizacion de las capas celulares que se
originan de la granulosa y de la teca, fenomeno inducido probablementeapaptura de la
membrana basal que separa a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que
elfactor de crecimiento del endotelio vascul®EGcumple un rol importante en el desarrollo

y mantenimiento de un cuerpo liteo funciofab]. En ausencia de embarazo o prefiez al final

de cada ciclo ovarico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento decémfalael

cuerpo luteo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso denominado lutedlisis.

Se ha demostrado que la muerte celular programada o0 apoptosis esta asociada a este proceso

[16¢18].

Ciclo ovérico en roedores

Tanto el ratén como la rata de laboratorio son mamiferos no estacionales, de ovulacion
espontanea y poliéstrico&s decir, el ciclo ovarico ocurre durante todo el afio y la ovulacién no
depende del estimulo de la copula. Por dichas caracteristicas, sumadas a su facil reproduccion
y mantenimiento en el bioterio, representan un modelo excelente para el estudio d@ladia
ovarica.

El términcestrofue 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
denominoproestroal periodo anterior al estro, ge caracteriza por el momento en el cual el
animal entra en celoSe puede distinguir mediante un frotis vaginal por la presencia de células
epiteliales pequefas, redondas nucleadas, de aspecto y tamafio uniforme, sin observarse
presencia de neutr6filogL9]. Es el periodo durante el cual finaliza el desarrollo de los foliculos

y concluye con la ovulacién, dando inicio a la fase de ¢$8pEl estro se caracteriza por la
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presencia predominante de células epiteliales queratinizadas anucl¢2dh&n ausacia de
concepcion, el ciclo progresa haghmetaestrq también conocido comaliestro | que se
corresponde con el desarrollo inicial de los cuerpos Ijtlesscuales secretan progesterona por

un breveperiodo detiempo[19]. Eldiestro Ise caracteriza por la presencia de una combinacién
de células epiteliales anucleadas, células epiteliales queratinizadas y neuf@&ff]lds periodo
siguiente,diestro || constituye el tiempo durante el cual la secrecién ovérica prepara a los
tejidos reproductivos para la recefpn del ovulo fertilizadoEn esta fase se observa una
marcada disminucion de células epiteliales anucleadas queratinizadas, con abundante
presencia de neutroéfilos y alguna presencia de células epiteliales redondas al finalizar el estadio
[20]. Enel estadio deliestroll los cuerpos Iuteoalcanzan su maxima actividad lyepitelio de

la vagina se encuentra en suinimo nivel de desarrollfi9]. Tanto eldiestro lcomo eldiestro

Il son fases anovulatorias dentro del ciclo estral.

Un rasgo particular de los roedores es la capacidad de entrar em @ésttro de las 24 horas
posteriores al parto. Este fendmeno se conoce como estro-patb y permite a la hembra

guedar preflada inmediatamente, aumentando su prolificidad.

Proestro Diestro | Diestro Il

Figura 4 Citologia vaginal representativa de cada fase del ciclo estkalProestro. B) Estro. C) Diestro

I. D) Diestro Il. Figura adaptadaldeLeany col [21].
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EJE HIPOTAMICGHIPOFISARIGONADAL

El eje hipotaldamico-hipofisariogonadal (HPG) es un sistema neural y Ganitho
intercomunicante que funciona da regulacién de la fertilidad, permitiendo no solo el correcto
desarrollo de las gametasino también el dimorfismo sexual y funcional y el comportamiento
sexual. El control de la secrecibn hormonal sucede a través del mecanismo de
retroalimentacion, en donde se presenta una interrelacion entre el hipotalamo y la hipofisis con
las gonadas, uya produccion hormonal periférica interactia con el sistema hipotatamo
hipofisario, regulando a su vez la sintesis y liberacion de las hormonas troficas que afectan a las

glandulad22] (Figurab).

Hormona hipotalamica
(GnRH)

Hipofisis

Trofina hipofisaria
(FSH-LH)

Gonada

(E2-P&)

periférica

Efecto biologico

( )
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Figura5. Esquematizacion del ejbipotalamico-hipofisario-gonadal Se muestran los tres niveles de
regulacion y se esquematiza el mecanismo de retroalimentacion, en donde las dotidas indican

acciones estimulatoriag las punteadasefalan acciones inhibitorias

La hormona liberad@a de gonadotrofinas (GnRH) es producida por neuronas secretoras
ubicadas en loslcleosarcuato y ventromediaén primates. En las células gonadotropas de la
hipofisis cuenta con un unico receptor, el cual induce la secrecién de LH y FSH. Para lograr un
efectodptimo de GnRH sobre su recept@l estimulo de la misma debe ser en forma de pulsos,
logrando que los aceptores (de membrana) se sinteticen, aumenten su namero y/o se
desenmascaren volviéndose visibles y mejorando la respuesta (fenédmeno conocido como up
regulation). Las neuronas GnRH estan a su vez bajo el control de esteroides gonadales,
hormonas hipotadmicas, 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 independienteEn la mujer, durante la mayor parte del ciclo los niveles
circulantes de estas gonadotrofinas son bajos, lo cual regula el desarrollo folicular y la secrecién
de estradiol (durante la fase folicular del ciclo) yptegesterona (durante la fasetia). La
secrecion basal de LH y F&##aregulada por la retroalimenta@h negativa ejercida por los
esteroides ovaricos, principalmente estradiol. En cambio, el pico preovulatorio de LH y FSH es
gatillado por una retroalimentacion positiva provocada por este esteroide, que desencadena la

ovulacién y la suliguiente formaciordel cuerpo léeo.
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REPRODUGON FEMENINA

La literatura estéepletade numerosos ejemplos del valor de los modelos animatesratones

se consideran un modelo animal excelente porque son pequefios, manejables, faciles de criar
en cautividad y con un ciclo vital rapiddunque tanto los humanos como los ratones son
mamiferos con ovarios, trompas de Falopio, Utero y placentasidnilares, existen varias
diferencias estructurales y funcionales entre el sistema reproductor femenino de ambas
especiegFigurab). En particular, la anatomia macroscopica varia considerablemente, mientras

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

Ovario Oviducto

HUMANO

Ligamento Trompa de Falopio

/ Cervix

Ovario

Vagina

Figura6: Diagrama comparativo entre el aparato reproductor femenino de humanos y de ratohas.
diferencia més notable se observa en el Utero bicorne de los ratdmegyen adaptada d&erald R

Cunhay col. Reproductive tract biology: of mice and nja].
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Los ovawms de ratones y humanos son estructuras pares de forma esféricavoide
respectivamente. La principal diferencia anatomica entre ambos radica en que los ovarios de
los ratones se encuentran d#n de una bolsa elastica transparente, conocida como hursa
inmersos en depdsitos de grasa que los rodea.pubertad en los ratones se desencadena
aproximadamente a las cuatro semanas de vida, mientras que en losnlesnmsucede
generalmente entre losliez y treceafios.Durante la foliculogénesis varios foliculos maduran
simultaneamente en ambas especies; sin embargo, tipicamente solo se libera un 6vulo en
humanos, mientras que en ratones se liberan varaigeniéndose en promedio camadas de
entre seisy doce crias. Dado que no se observan grandes diferencias en el proceso de
maduracion y ovulacion, los ratones son muy buenos modelos para el estudio de la fertilidad.
Conforme sucede la ovulacién, los ovocitos son captados y transportados por el oyghcto
roedores)o las trompas dé-alopio(en humanoshacia el UteroTanto 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 casale haberse logrado la fecundacion, los embriones se desarrollan en el Gtero, el cual
GASYS dzyl FyFGd2YNI 0A02NYyS Sy f 23 leduiadoyiSa 2
de lagestaciores muy distinta entre especies, siendo entre 19 y 21 dias en ratones y de 37 a 42

semanas en humanos.

ANGIOENESIS

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

embrionario y consiste en la diferenciacion de células precursoras en células endof2fihles
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La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguineos nuevos a partir de
vasculatura preexistent®5]. Estavasculatura 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
desestabilizarsgara permitir la formacion 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. Durdatmaduracién las nuevas
células endoteliales se integran y se unen fuertemente a células de soporte (célukas peri
endoteliales), como pericitos y células musculares lisas, y a la matriz queebdesd26]. El
desenlace de este proceso en una elaborada red vascular permite cubrir las demandas
nutricionales y funcionales del 6rgafzy].

La angiogénesis ha sido ampliamente estudiath condiciones patolégicasbservandoen
algunoscasosuna excesiva tasa mitogénica de las células endoteliales (crecimiento tumoral,
retinopatias, hemangiomas, artritis reumatoidea, fibrosis, ef29¢30], y en otros una
disminucion en la angiogénesis normal (retraso en cicatrizacion de heridas, Ulceras varicosas
cronicas, falta de cicatrizacion ffacturas)[29].

En el adultoes un procesdnfrecuente en condiciones fisioldgicas y el endotelio de la mayoria
de los tejidos es una poblacion estable yhidga tasa mitéticgd28], ocurriendoangiogénesis
principalmente en procesos de reparacion de tejidos, como cicatrizacion de heridas y fracturas
y de forma fisiol6gica Unicamenten el tracto reproductor femeninatanto enla placenta
durante la implantacibncomodurante los cambios ciclisoque ocurren en los ovarios y el
endometrio[31].

Los tejidos del sistema reproductor femenino adulto presentan una alta tasa mitogénica solo
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comparable al crecimiento tumor@?2]. Sin embargo, 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

mayortasa de crecimientegan altamente irrigado$32].

Las células peendoteliales, que incluyen células de musculo liso vasculares (VSMC) y pericitos,
residen en la interfase entre el endotelio y el tejido circundabhtes VSMQsroveen 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 asociarias 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 paredel capilaf33]. Estascélulas 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 adherenfgg]. También puede haber interdigitaciones entre
células endoteliales y pericitos, tal que una célula puede formar una extension citoplasmética
dentro de la otra. Este tipo de uniones se denominan complejadS 3 | y RFig&2JO1 S i €
Se han propuesto diversdunciones para las células peridoteliales. Por ejemplo, pueden
censarlos requerimientos fisioldgicos del tejido, la presencia de estimulos angiogénicos y las
fuerzas hemodinamicas dentro del vaso; pueden controlar de manera paracrina o por contacto
célulacélula la proliferacion y diferenciacion del endotelip,; por dltimo, al contactar
numerosas células endoteliales en simultaneo, pueden integrar sefiales a lo largo del vaso
sanguined34]. La correcta formacion del peendotelio es fmdamental 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
SYR2GSt A GAEYIO2RE WA Qdsmida yiardigefo dé relanoma de alto
peso molecular RGSV @ / ' 6S NBal f GFNJljdzS yAy3ddzy2 RS Sai

su expesion varia dependiendo de la especie, del tipo de tejido y del estado de desgbqllo
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Figura 7: Interaccién entre endotelio y células peendoteliales. A. Fotografias obtenidas por
microscopia electronica de barrido y posteriormente coloreadas digitalmente. i. Pericito rodeando un
capilar. Pueden observarse los procesos primarios eeadn 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. Micrografiaieectron
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 Satd36jol.

FACTORES ANGIBGCOS

Para que el proceso de angiogénesisirra de forma adecuada y los nuevos vasos sanguineos
generados sean funcionales y estables, debe haber un delicado aquéitire factores pro y
anti-angiogénicos. Cualquier desregulacién en éstos, ya sea por exceso o por defecto, puede
generar un desaollo vascular defectuosyg, por ende, una deficiente irrigacién sanguinea en

el organo. Los factores involucrados en este delicado procesaisensos. & detallan a

continuacion los principales:

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

El VEGHA o VEGF es un potente factor mitogénico y estimulante de la migraciés délulas
endoteliales. También participa en el mantenimiento estructural y aumenpedaeabilidad

de capilares y vénuld83]. La molécula es una glicoproteina homodimékaaica, que se une

a receptores especificos en las células endoteliales. Este faettgnece a una familia de
proteinas compuesta por VE®E VEGB, VEGE, VEGHD, y el factor de crecimiento
placentario (PIGHR6]. Se sabe que varios tipaglulares, como las célulandoteliales, las
células del méculo liso, fibroblastgsadipocitosy células inmunes sintetizan VEGF y que este

factor puede actuar tanto de maneeatocrina como paracring87].
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La sintesis de este factor estd estrictamente regulada en todos los tejidos, debidoua que
déficit o una sobreexpresion de esta molécula causarian diversas patologiasedtgéaion se

da a traves de diferentes mecanismos y factores, siendo uno dwitaspales, la tension de
oxigeno. Se ha demostrado que la expresion del ARNmMiEEd es inducidejo condiciones

de hipoxia ocasionadas en diversas situacidisgslogicas o patologicd88].

Las hormonas también son importantes reguladoradadexpresion del gen de VEG@e ha
demostrado quela tirotropina TSH y la hormona adenocorticotropaACTH inducen la
expresion de VEGF en lineas celulaesarcinoma tiroideo y en células de la corteza adrenal

en cultivo[39,40] Lasgonadotrofinas son potentes inductoras de la transcripcion de VEGF en
ovario, tantoin vivo como in vitro [41]. Existen ademas diversos estudios que ubican a los
esteroidessexuales como potentes inductores de la expresién de VEGFidostepormone
sensible§42¢44].

Existen tres receptores de VEGF descriptos y son de tipo tirosina quindsaogenan VEGFR

1 (también llamado FLET), VEGFR (también llamado KDR BLK1) y VEGFR (también
llamado FLF4). EI KDR es el principal receptor para VEGF responsable de la angiogénesis,
mitogénesisy aumento de la permeabilidad vascular observados como respuestas a VEGF.
Luego dda autofosforilacion de este receptor en diversas tirosinas, se obsefeaforilacion

de diversa proteinas transductoras de sefiales. El receptor KDR ademas, media los efectos

antiapoptoticos de VEGF descriptos en células endoteléigs

Angiopoyetinas

Mientras que el VEGF es el principal iniciador de la angiogénesis, la formadéneryciacion
de una red vascular madura y funcional requiere de la accion coordohadarios factores.

Entre estos se encuentran las angiopoyetinas 1 y 2 (ANGRNGPT2) las cuales actian a
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través de sus receptores tirosina quinasaTig Tie2.

El sistma de ANGPTSs es critico para el normal desarrollo, maduracion y estabildaden
vasculatura en desarroll6], asi como también para promover la quiescenciategridad
estructural de la vasculatura adulfd7]. Las accionede las ANGPTs saliferentes a las de
VEGFA. ANGPTL1 actia en forma coordinada y complementarME&GSFA, jugando un papel
més tardio en el desarrollo vasculMientras que la ANGPT1 se expresa ampliamente y en
forma constitutiva en tejidosdultos nornales para cumplir su funcion estabilizadora de los
vasosya formados, ANGPT2 estd altamente expresada sélo en sitios con alto grado de
angiogénesis y en sitios de regresionldevasculaturaSepostula que ANGPT2 es un factor
desestabilizante de vasos garineos, permitiendaue otros factores angiogénicos puedan
ejercer sus efectogl8]. Por lo tanto, & alta expresiéon dANGPT2 resulta en la desestabilizacion
de los vasos, lo que, en presencia MEGFA, conduce a la proliferacion de las células
endoteliales y formacion de vassarguineos nuevos. Pal contrariq la alta expresion de

ANGPT2 en ausencia de VEEGFesulta en la regresion de la vasculatj4al.

Factor de crecimiento derivado glaquetas (PDGF)

La familia de factores PDGF juega un papel critico en la proliferacién y desaghaléo[50¢
52]. El PDGF fue el primer factor sérico identificado como factor que estlenplaliferacion
de las células del musculo liso artef&E8] y se sabe que es sintetizado por amplio rango de
tipos celulares dentro de los cualesiseluyen plaquetasfibroblastos, ovocitoy blastocitos
[54]. La forma biolégicamente activa de PDGF esdimero formado por dos cadenas
polipeptidicas, unidas por puentes disulfU&b]. Puedeestar presente como homodimero o
como heterodimero y dependiendo dgbo de dimero formado muestra actividad diferencial.

Las cinco isoformas de PDGF son: A&\, BB, CC y DD, siendo las cadenas C y D las mas

37

——
| —



recientemente identificadas.

El PDGBBcumple un papel vital en la angiogénesis: la sefializaciGuviaceptor(PDGFR)

es critica para el reclutamiento de células musculares lisas. Durante la remodelacion
angiogénica, PD@#B es expresado por las células endoteliales ubicadas en los dpites
vasos sanguineos nacientes, lo cual conduce a la proliferaciérridegseycélulas de musculo

liso vasculaas que expresan PDGFREI PDGBB determina también la migracién y/o la
supervivencia de estas células pendoteliales do largo del endotelio incipiente. Una vez que
llegaron a destino, los pericitos y célsilde masculo liso vasculares rodean al endotelio y se
asocian estrechamente con él. Liastores de supervivencia y aqioliferativos producidos

por las células peendoteliales estabilizan los vasos nacierj&52,56] El rol de PDGBBes

de gran relevanciporque la gran mayoria de los vasos sanguineos, sino todos, comienzan como
tubosendoteliales que luego adquieren un recubrimiento de pericitos o células de muisculo
vasculares. Estd demostrado queedlutamiento de células peendoteliales ewital para una
completa funcionalidad del vaso sanguineo,qye tanto PDGHBB comot 5 DCwi azy
indispensable§19,57,58] Ademadde su rol angiogénicda via de sializacion de PDEBBesta
involucrada en el desarrollo de las células deta y en la produccién de esteroides por parte

del ovario[59]. En nuestro laboratorio seemostrd que la via de sefializacion de PIBBEs
ademasecesaria para un correcto desarroltdicular en rat [60]. A su vez, la sefializacion de
PDGHBB/t 5 D Chaisido reconocida como una de kisis involucradas en foliculogénesis
temprana, promoviendo la activacion del folicyboimordial [61¢63]. En este sentido, los

efectos de PDGBB son opuestos a los efectosldédhormona anti Mulleriana (AMH).

METFORMINA

La metformina es una biguanida utilizada como hipoglucemiante oral ptnatahiento de la
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diabetes tipo 2(DT2) S introdujo en el Reino Unido en 19%@ra el tratamiento de esta
patologia y afios mas tardepara el tratamiento de pacientes cosindrome de ovario
poliquistico 8OP)que presentaban hiperglucemia y resistencia a insulina. Sin emblagyo,
efectos de estadroga son variados y exceden ampliamente aquetklacionados con el
metabolismo dela glucosala metforminaes una droga estable que no se metaboliza y se
excreta pororina (aproximadamente el 90% en 12 horaSuvida media plasm&ta esde
aproximadamente 2 a 6 hs, aunque en otros compartimentos, como en los eritrgogiol
tracto gastrointestingl es auin mayor, contribuyendo a una vida media npéslongada
(eliminacion de hasta 14 hord$y]. Se transporta activamental interior de las células, través
de transportadores de cationes organicos (OQdr®sentes en distintos tipos celularelsa
difusion pasiva a través de las membranas celulares esta limitada debido a solbhjidad
en los lipidos. Los principales miembros responsables del transpornt® detimetformina al
interior de la célla son el OCT 1, 2 yBstas proteinas scuentran ampliamente distribuidas
en los distintos tejidofs5,66] Se ha obsenao la presencia de ldsestransportadores (OCT1,
OCT2 y OCT3) gilacenta humaa y en placenta y fetos de rat&n nuestro laboratorip
ademassedemostré la presencia de los tres transportadores en células de granulosa de rata
y encélulas del cimulusumano[67].

Metformina ejerce sus acciones hipoglucemiantes a través de distintos mecaniEmas.
higado inhibe la sintesis de glucosa y de lipidos, en el mlUaontenta la sensibilidad a la
insulina y en el intestino disminuye la captacion de glugmsaparte de bs enterocitog68].
Todos estos efectos podrian deberse a la fosforilaciéomgecuente activacion de la proteina
guinasa activada por AMRdenosinmonofosfato(AMPK en los distintos tipos celulareka
AMPK es una seriftgeonina quinasa que actlia como un sensor de energia erélakas de los

mamiferoscapaz desensa la relacion AMP:ATRiendoactivada por unncremento de AMP o
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unadisminucionde ATP. Dicha activacion bloquea los procesaiergénicos (via anabdlica) y
activa los procesos exergonicos (via catabdlreglandoasi la homeostasis energétifés].
Metformina puede activar de manera directa aAMPK fosforilando su quinasa o bien de
manera indirecta inhibiendo al complejo | Becadena rgsiratoria mitocondrial y alteando asi

la relacion AMP/ATB9].

£ AMP/ATP \\‘
*
io®
o
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 ¥

Figura8: Enzima blanco de la etformina: El ejercicio, elgrés, o bien, farmacos comoeetformina,
estimulan un aumento en la relacion AMP/ATP y eso conduce a la activacion de la enzima AMPK. Esta

enzima favorece logrocesos egrgdnicos e inhibe los procesesdergdnicos.
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Ademas de sus efectos en el metabolismo de la glucesaa visto quanetformina regula la
angiogeénesis en diferentes sistemas, taimwivocomoin vitro. Su efecto en la mayorée los
casossla disminucion de la mismprincipalmente debido a la inhibicid@e la sintesis de VEGF.
Este efecto ha sido demostrado en diversos cancpt@sr 3], asi como también ediabetes
obesidad[74,75]y angiogénesis de retinan donde prewdne el aumento de microvasos y el
crecimiento de nuevos vasos sanguinp@. Porel contrario, en ciertas patologias metformina
actua promoviendod angiogénesis, demostrando efectbsnéficosen el tratamiento de
afecciones como accidente cerebrovascular isquénifdg78] e isquemia de extremidades
después de una cirug[®&9], en un modelo de raton. En patologias reproductivas que cursan
con desregulaciones angiogénicas, como P{B0F preeclampsia[81] o el sindrome de
hiperestimulacién ovaricd OHSS)82], metformina ha sido propuesta como un posible
tratamiento [81,83,84] al actuar como un farmaco regulador de la angiogénesis, capaz de
aumentata en condicionesn las qe es insuficientep disminuirla en casos en donde se

encuentra exacerbada.
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INTRODUCON

Metformina ha demostrado beneficios en términos de reduccién de peso corporal, efectos
cardiovasculares y tasas de mortalidad en pacientesl@etes tipo 2D T2) [85], Sn embargo,

el impacto de esta droga mas alla del metabolismo de la glucdsbuso de metformina en el
SOPR para tratar el estado de insulimasistencia y de hiperglucemia caracteristicos de esta
enfermedad, revel efectosen el sistema reproduot femenino,entre los cuales se encuentran
una mejora en léasa de ovulacién, en la tasa de embarazos y en la de nacidod88;83] A
pesarde esas observaadnes debido a la falta de estudios especificelsefecto demetformina

en la fertilidad sigue siendo controvertido. Los metaanalisis dispemitpue han evaluado su
accionen el ovario han mostrado resultados diferentdre si Por esta razon, en el afio 2007,

el grupo de la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y Embriologia/Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva recomendo el uso de metformina en el SOResaloujeres con
alteraciones en el metabolismo die glucosay no para la induccion de la ovulaci@®8]. En los
ultimos afnos, sin embargse han encontrado nuevas evidencias solms posibles beneficios
demetformina en el tratamiento de la fertilatl de pacientes con SOPaibs trabajoseportan

gue el uso deesta drogaconduce a un aumento en las tasas de ovulacion y emb§88z62].

Otros, ademashan informado un aumento elas tesas de nacidos vivos eemparacion con
pacientes no tratadas [227].

Los mecanismos a traves de los cuatextformina actlda en edistema reproductor femenino y
particularmente en ebvario para mejorar la fertilidgdatn siguen siendo una incognitaPor

esta razon, era clinicaestaindicado su uso solo para mejorar desbalances metabdlicos en las
pacientes, y no para tratar patologias reproductivas, asociadas o0 no a un estado de
hiperglucemia. Ademas, como la mayoria de los estudios realizadosdeieaminar los efectos

de la droga hasta el momento han sido bajo condiciones metabdlicamente patoldgi€as,
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efectos reportadosa nivel reproductivo podrian ser indirectos, relacionadoson la
estabilizacién de moléculas que sefalizan en el ovario y @&@em®, como por ejemplo insulina.
Poco se sabe sobre las acciones directas de metforemred sistema reproductor femenino, y
menos auren aquellas patologias independientes del metabolismo de la glucosa

Por otra parte, metformina también ha sido propuesta para el tratamiento deidhetes
mellitus gestacionaldMG) o laDT2 en el embarazd.aDMGes una condicién metabdlica que

se presenta como un estado de hiperglucemia durante el embarazo, en mujeresdenian
diabetesantes de quedar embarazadds etiologia de la enfermedad radica en la incapacidad
del pancreas materno de ajustarse al aumento de la demanda de insulinatel@f@mbarazo.
Normalmene se resuelve después del parto, sin embaegesencial detectar y tratar esta
patologiadurante el embarazo debido al impacto perjudicial que tiene tanto en la madre com
en el feto, a corto y a largo plazo. Dentro dedamplicacions que puede provocar durante la
gestacionse encuentran la presidarterial elevadala necesidad de una ceséarea, preeclampsia
y dificultades durante el partf®3]. A largo plazo, puede reaparecer en embarazos posteriores
y aumentarel riesgo de la madre de desarroll@i2 mas adelante en la vida4,95] Dentro de

las estratégicas terapéuticas, se encuentra como primera opcion la realizacion de un cambio en
el estilo devida de la paciente, sugiriendo modificaciones en la alimentacion, 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 medicacion, como insulinacigliibela o
metformina. La administracion deinsulina es el tratamiento de primera lingaor ser una
moléculanatural, ya producida por la madre. Sin embargouslizacionconlleva ekiesgo de
generar un estado de hipoglucemiademas de ser un tratamiento invasivdediosopara la
pacente al implicar mediciones constantes de los niveles de gluceméapermitan ajustar la

dosis administrada Metformina, en cambio, es un hipoglucemiante oral, de faclil
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administracion, con muy pos efectos adversos, capaz de reducir la produccion hepatica de
glucosa por el higado y de aumentar la sensibilidad a insulina por tejidos periféricos,
provocandouna disminucion de la glucemi&demas es un farmacoecondmico que no
requiere cadena de i, lo que hace qusu utilizacién en pacientes que viven en zonas alejadas
de centros urbanos o que cuentan con bajos recusseasnas sencilla y accesibigin embargo,
metformina atraviesa placentapor lo quesu administraciony mantenimiento durante el
embarazo para tratar IBMGo D12 es controversial, ya que poco se sabe sobre los potenciales
efectos adversos tanto en la madecemo en el fetoPor otro ladg en mujeres corDT2 que
venian tomando metforminala interrupcion del tratamientodebido al embarazquede
implicar riesgos para el manejo de la glucemia

Teniendo en cuentastos antecedentes, podemos observar daéecision sobre egué casos
recomendarla utilizacionde metformina en la clinicajuedaa criterio del médico tratante
siendo enalgunos casosdministrada durante los primeros tres meses de gestapara
disminuirla ocurrencia de abortos, y luego suspendida por el resto del embharazo

Gomo se menciono previamente, la droga es capaz de atravesar la [dagieanzando re el

feto concentraciones similares a la de la maj@®, principalmente a medida que el embarazo
avanzaTrabajos previos demostraron su presenerael cordon umbilical de madres a las que
se les administré el farmaco durante enbarazo[97,98] lo que indica que es capaz de
transferirseentre los compartimentos maternimfantil. Esto genera preocupacion en relacion

a los posibles efectos adversais varios 6rganos y sistemas durante el desarrollo embrionario
de la descendencia expuesta a la drogin embargo,ds trabajos en donde se teslian los
efectos en la descendencia a largtazo son escasqslo cual limita el uso de metformina
durante el embarazodebido a la falta de informacién en cuantewseguridad

Comocontoda droga a ser administrada durantedastacion, los primeros estudios que se
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realizaron analizaron posibles efectos teratogénicos de metforjrewaluandoel riesgo de
anomalias congénitas en los bebes expuestos. En ninguno de estos trabajos se encontr
evidencia sobre la asociacion entrelgosicion a la droga y el aumento del riesgo de presentar
defectos al momento detacimiento[99,100]

A continuacién debido a quéa principalaccionde metforminaes sobre el metabolismo, los
pocos trabajos que estudiaron efectos a largo plascentraron en el andlisis gmsibles
alteraciones en parametros metabdlicos th descendencjano habiendo hasta el momento
suficientesantecedentes de estudios reproductivos en la progeritre estos trabajos, se
encuentran reportesde mujeres que recibemetformina debido a la presencia dbesidad o
SOPR en donde nose encontraroncambics en eltamafio de losebés. Sh embargo,se han
observado menores pesate los mismosl nacer[101,102] Un seguimiento de los hijos de
madres con QP tratadas con la droga, revejoealos 510 afios, los nifios tenian un indobe
masa corpaal mas alto, una relacion cintwatura mas elevada gue eran mas propensos a
ser obeso0$103]. En otro de los estudios, sealizoun seguimiento por dos afios de los nifios
de madres co®MG, tratadas con metforminal.os nifios, que habian presentado menor peso
corporal al nacimiento, a los dos afios de edadian circunferencias mayores de la parte
superior del brazo, y mayor espesor daceps y delpliegue cutaneo subescapular, en
compara&ion de los hijos de madres tratadas con insulia.embargo, la masa grasa corporal
era igual que en los niflos expuestos a insulina en el desarfsto. sugiere que, aunque la
concentracion total de grasa es similar en los hijos de madres trateatasnetformina e
insulina,metformina podria alterar la distsucion de la mism§L04].

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

descendencigara lograr una gestacion exitosael nacimiento de un bebe sandambién
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puedenobservarse alteraciones en el perfil hormonal, resultando en la faltaenage enddcrino
saludable que conlleve demas deefectosen la fertilidad, el desarrollo de patologias mas

Severas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a leexpuestq se postuairon las siguientes hipotesis:

« El hipoglucemiante metformina tiene acciones directas en el sistema reproductor ferenino

ratones hembraindependientemente de sus efectos en el metabolismo de la glucosa.

« Metforminaregula procesofundamentales paraal funcionalidad ovarica y la reproduccion

de las hembras.

« La exposicién a metforminaitero y durante la lactanciafectael ovario y la fertilidad de la

descendencia.

Para ello se plantearon los siguientggetivos generales

A. Estudiar el efecton vivoque produce el tratamiento con el hipoglucemianmtetformina

sobre lafuncionalidad ovérica y la reproduccion en un modelo fisioldgico sin patologia

metabodlica asociada.

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

lactancia sobre el metabolismo y la reproduccion de sus crias hembra.
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De acuerdo con los objetivos generalespmtearon los siguientesbjetivos especificos:

A. Estudiar en un modelo fisiolégico de hembras en edad fértil que reciben metformina:
w 9f LISaz2 O2NL1LRNIf RS t2a |yAYlFfSa
w 9f LSaz RSt (S2AR2 [RALRaz2 3J2y IRt & YS
w [ 02y OSYiNI OAsy &aSNARAOI RS 3fdz02al @& a&dz
w [ 02y OSydédiNsulidaA 5y & SNA Ol
w [da O2yOSYiGNrOA2ySa &ASNAOFA RS LINR3ISal
involucradas en su sintesis

w [ 02y OSYiNI OAsy &SNAOF RS cCc{lI @& [

w 9f OAO0ft2 SaidNf
w 9f RSalINNRff2 F2fA0dz | NJ
w [ RSLIR2aAOAsy 2@t NAOI RS O2ft 3Sy?2

®w 9f R Slaésthiiigad fagculad en el ovario
w [2&4 YAOStSa 201 NAO2a RS FLBB2NBA y3arz3a

w [ FSNIAETARIR ipvitradzNI € & fF FSNIAEATF OAs

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

w 9f LJSaz O2NLJ]2NJ f

A

w 9f LSaz2 RSt (4S2AR2 | RALRaz2 3I2ylFRIf & YS

w»

w [ 02y OSYiGN)} OAsy &aSNAROIF RS 3IfdzO2al @& 4&dz
wLaconcentraciérsérica de progesteronaestradiol

w [ I nteagioh &8ca de FSHy LH
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w 9f OAOf 2

w 9f RSal NN
w 9f RS&l NN
w [2& YAQSt

wlLa fertilidad natural

F2fAOdz | NJ

t

Sali

20t NAO2a R

——
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Capitulo 1 A

Metformina enccondiciones-fisioldgicas:

Animales: tratados
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METODOLOIA

MODELO ANIMAL

El cuidado y alojamiento de los animales se realizdé en el Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitio axtébdumal alimento y

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

Ratones hembra C57BL/6 (de 14 semanas de )efd@don divididos aleatoriamente en dos
grupos. Uno d ellos recibié metforming300 mg/kg, sc202000C, Santa Cruz Biotechrgpip

Inc.) por via oral, disuelta en el agua de bebida durante 4 semgngso Met). La dosis de
metformina fue equivalente a la dosis recibida por pacientegun la convsion propuesta

por ReagarShaw y cqlque utiliza el método de normalizacion dedasis segun la superficie
corporal[105]. La dosise ajustdé semanalmente para mantenerla constadeacuerdo al peso
corporal y al agua ingerid&l otro grupo recibié solo aggrupo @ntrol). Se monitored el

peso corporal semanalmente. Durant@s 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 metformindos animales fueron divididos en 3 gubpos

En el primero, ratones de cada uno de los grupos experimentales que se encontraban en el
estadio proestraestro fueron anestesiados y se recolectd sangre por puncion directa del
corazon previo al sacrificiddna vez coagulada la sangre y después de la centrifugacion, el suero
obtenido se almacend é80°C. Se aislaron los tejidos adiposos mesentérico y gonadal, y se
extrajeron los ovarios limpiandolos del tejido adherente. Uno de los ovarios fue congelado,

mientras que el otro se fijé en solucién de Bouin (Biopur Diagnostics) para ensayos posteriores.
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Otro sulgrupo de animalesfue apareado con ratones machos C57BL/6 de fertilidad
comprobada. El dia 1 de prefiez se determind mediante la deteccién del tapdn lyagina
resultado de la@pula. El tratamiento se mantuvo durante toda la prefiez. Se registro el nimero

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

Por dltimo, el tercer surupode animales fue sometido a una fertilizaciérvitro (FIV)

La Figura@muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.

SUBGRUPO 1
GTT+ Ciclado+ Puncién
GRUPOS cardiaca
EXPERIMENTALES
/ Sacrificio
Control | | |
Semana Semana SUBGRUPO 2
0 4 —
Apareo
Met \
Semana J Semana
0 Met 4
SUBGRUPO 3
Superovulacion + FIV

Figura D: Diagrama esquematico del disefio experimentdet: grupo metforminaGTT: Curva de

tolerancia a la glucos&]V: Fertilizaciém vitro.
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TECNICAS

Analisis del ciclo estral

Durante 14 dias consecutivos, se recolectaron secreciones vagitealeeda ratorentre las
8:00 y las 9:00 amSe llenébuy G A LI RS LI t & dOdluciork fisialdgiga, 82y n
introdujo en la vagina del animal y se tom6 una muestra. A continuacion, una gota del fluido
vaginal resultante se extendid en un portaobjetos de vidrio limpio. ElI material sin tefir se
observo bajo un microscopio 6ptico, puddd 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 determinacion de las fases del

cicloestral.

Aislamiento del tejido adiposo

Luego del sacrificio, los animales fueron colocaoposicion delecubito dorsal y se procedio

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 érgarsesdejoal descubierto la cavidad abdominal. Con

el objetivo de estudiar las difeneias de peso del tejido adiposo gonadal y mesentéseo,
aislaronlos mismos, definiendo al tejido adiposo gonadal como aquel que rodea a los ovarios,
utero y vejiggFigural1A);y al tejido adiposo mesentérico como aquel asociado a los intestinos

(Figura11B)[106]. A continuacion, se procedio al pesdie mismoen balanza .

Tejido adiposo gonadal Tejido adiposo mesentérico
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Figurall: Imagenes representativas de los distintos tipos de tejido adiposo analizad83 Tejido
adiposo gonadal rodeandolas ovarios, Utero y vejiga. (B) Tejido adiposo mesentérico rodeando a los

intestinos.

Estudio de la morfologia ovarica

Los ovarios fueron removidos, fijados en solucién Bouin (Biopur) durante 12 horas, y luego
embebidos en parafind continuacién se nontaron en portaobjetos de microscopio laminas

de cinco micrometros cortadas a intervalos de 50 micrometros para evitar contar la misma
estructura dos veces, segun el método descripto \Wmodruff y col. [107]. Algunos de estos
portaobjetos fueron tefiidos con Hematoxilitsosina (H&E)ara poder contar el nimero de
estructuras foliculares y de cuerpa#dos por seccion de ovario, mientras que losostse
utilizaron para realizar técnicas de inmunohistoquimica.

Los foliculos se clasificaron como primarios (presencia dealaaapa de células de granulosa
cubicas), preantrales (dos capas de células de granulosa cubicas, sin antro), falitales
tempranos o maduros (con mas de dos capas de células de granulosa cubicas y presencia de
antro, de acuerdo al tamafio), cuerpos lateos recién formagofoliculos atrésicos. Las
caracteristicas morfologicas de los foliculos atrésicos incluyen Igendeacion vy
desprendimiento de la capa de células de granulosa de la membrana basal, la presencia de
nucleos picnoticos en este tipo celular y la degeneraciéon del oMd€i8109] El porcentaje de

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

Tincién con colorante Picrosirius Red (PSR) vy cuantificacién del area fibrética

Las laminas desparafinadas se rehidrataron egradliente de etanl (100%, 90% y 70%) y se

incubaron durante 40 minutos con una solucién de PSR preparada disolviendo Sirius Red F3BA

55

——
| —



(Direct Red 80, C.l.: 357.82, Sigaddrich, St. Louis, MO) en una solucidon acuosa saturada de
acido picrico (Sigmaldrich. St. Louis, MO) al 0,184. Las laminas se lavaron tres veces en una
solucién de &cido acético glacial al 0,5% y luego se deshidrataron con etanol al 100%. A
continuacion, se procesaron al mismo tiempo para reducir la variacién en la intensidad de la
tincion. Las imagenes de campo claro y de luz polarizada se capturaron utilizando un
microscopio Olympus, modelo IX88U. El area tefiida positivamente del tejido ovarico se
midio utilizando el protocolo descripto en: https://imagej.nih.gov/ij/docs/examptained
sections/index.html (fecha de acceso: marzo de 2023). Se utiliz6 ImageJ para cuantificar el area
de tincion PSR roja positiva. Para evaluar la birrefringencia de la seccidon ovarica tefiida con
Picrosirius ed, se utilizO microscopia de lymlarizada circular en el mismo microscopio

[110,111]

Fertilizacionin vitro (FIV) y desarrollo temprano de embriones

La fertilizacionin vitro se realizé segun Idescriptopreviamente[112]. Los espermatozoides
FdzZSNRPY NBOdzZLISNY R2a&4 NBIFf AT FYyR2 dzylt AyOAaAsy S
(Irvine Scientifienc., EE. UU.) suplementado con 0,4% (p/v) de albumina sérica bovina (Sigma)
bajo aceite de parafina (Ewe, Sanitas SA, Buenos Aires, Argentina). Se afiadieron alicuotas de la
ddzal)lSyaiasy + onn >f RS YSRA2 FTNRaO®x L NI | f
células/ml, y los espermatozoides se incubaron durante 90 min a 37 °C en una atmdsfera de 5%
(v/v) de CQ@en aire. Las hembras de raton de los diferentes grupos experimentales fueron
superovubdas mediante una inyeccion intraperitonatd eCG (7,5 IJSyntex, Buenos Aires,
Argentira) seguida de una inyeccion intraperitondalhCG (5 Ul, Syntex) 48 horas después. Los
complejos cumulebvocitos (CCOs) se recolectaron de los oviductes41Boras después de la

administracion de hCG y se colocaron irdiiegimente en medio HTF bajo aceite. Los CCOs
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fueron inseminados con una concentracion final d& 2 13 células/ml y los gametos se o
incubaron durante 3 horas a 37 °C en una atmdsfera de 5% (v/v) deeiC@ire. Luego, los
ovocitosfueron lavados en med fresco para determinar el nimero total deocitosovulados

por hembra, y 15 horas después, se registrd el numero de embriones de 2 células. Los
SYONR2YySa aS Odz G§A DI NPy [18)a 3p°C erpuha attnBsfedd 85802 Y {

(v/v) de CQen aire durante 4 dias, y se determiné el porcentaje de blastocistos.

Inmunohistoquimica

Las laminas de tejido fueron desparafinadas en xileno y rehidratadas utilizando lavados
graduales de etanol. La actividad peroxidasa enddégena fue blogueada con perdxido de
hidrogeno al 3% en PBS, y la unidn no especifica fue bloqueada con suero bo¥%rauah@te

20 minutos. Las secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonatagbdenti-h -

actina de células musculares lisas (Ab18147, 1:100; Abcam,olnte) conejoanti-CD34
(sc74499, 1:100; Santa Cruz) o skMH @Ab24542; 1:200; Abcam, Indurante la noche a 4 °C.
Después de los lavados, los cortes fueron incubados con anticuerpos de calbg@ahei raton

o deconejobiotinilados (BA9200; Vectorlabs) y luegmn complejo de peroxidasaonjugada

a biotina-avidina (sistema Vectastain ABC; tdecLaboratories) durante30 minutos. La
expresion de proteinas se visualizé utilizando tincion con diaminobencidina (catalogo
11718096001; Roche). La reaccién se detuvo con agua destilada, y luego los cortes se tifieron
con hematoxilina y se deshidratarantes de montarse con medio de montaje (CanBdisam
Synthetic; Biopack). La tinciébn marrén se considero positiva.

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

de gris) para su analisis.
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Para la cuantificacion ded areas endoteliales y periendoteliales de los vasogtilizo el
programalmage Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics). Las areas fueron determinadas en 4
secciones por ovaridSolo se tomaron en cuenta foliculos y estroma para&onteoentre
grupos.Las microfotografias fueron analizadas por un observaiggoal tipo de tratamiento.

S consideraron como foliculos AMH positivos aquellostgnénun 80% de las células de la
granulosa marcadas. Para el conteo no se tuvieron en cuenta los cuerpos lateos ni los foliculos

atrésicos.

Western blot

Los ovarios fueron congelados8 °C hasta la extraccion de proteinas y luego resuspendidos
en buffer lisis (20 mM THACI [pH = 8], 137 mM NaCl, 1% Nonide40 y 10% glicerol)
suplementado con inhibidores de proteasas (0.5 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 0.025 MM N
CB4.-fenilalanina clorometil cetona, 0.025 mMNtosil-lisina clorometil cetna y 0.025 mM
L-1-tosilamida2-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 Utarax (IKAVerke GmbH & &). 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
0. N RF2NRZ MpTcOP® 5SaLJzSa& RS ¢Kdd NtidindlenRidzpel y G S
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 11P%o, 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 eom buffer de bloqueo (2% BSA y 0.1% en
solucion salina tamponada con Tris 20 mM [4 mM-HA@ y 100 mM NacCl; pH 8]) durante 1 h

a temperatura ambiente e incubada con los anticuerpomarios apropiados: StAR (sc25806,
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1:1000; Santa Cruz); CD34 (sc7449900; Santa Cruz); anticuerpo monoclonal-driactina

RS OSfdzZ a YdzaOdzZ I NS&a fA&ala 6!0X mMmymMntI MYMnA.
ol 1{5 6a0OpmpmMHnE wmYpnnT {FydGlt [ NUzZL3BB40,+ 9 DC «
1:500; LSBio), Ayopoyetina2 (ab155106, 1:500, begam), GAPDH (14c10, 1:5000, Cell

{ A 3y | tAktiladsa1616, 00O, Santa CruzAromatasa (L-€801343, 1:500, LS Bie)

0.1% Tween 20 en solucion saleralris20 mM [4 mM TrigHCl y 100 mM NacCl; pH 8]) durante

la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios
anti-conejo (P4.000, 1:1000; Vector Laboratories) o araton (HAF007, 1:1000; R&D Systems)
conjugados coperoxidasaPorultimo, la deteccién fue realizada poriguioluminiscencia con

un equipo Gbox (GeneSnap Version 7.12.01). Los niveles de proteina fueron analizados por
RSYaAG2YSUNNEF dziAtATlIyR2 {OA2Yy LYIF3IS F2NI2AYF

[ & oL y-Bectind o ®&PDH se utilizaron comantrol interno. Los datos ddensidad

Opticase expresan en unidades arbitrarias + SEM.

Parametros metabdlicos

La glucemia se midio utilizando un medidor de glucosa OneTouch Ultramini (Lifescan) a partir
de sangre de la cola de los animales despuésliw®s de ayuno. Para el analisis de la Prueba

de Tolerancia a la Glucosa (GTT, por sus siglas en inglés), se midio la glucemia basal y luego se
administré una inyeccién intraperitoneal de 2 g de glucosa/kg a los ratones. Se realizaron
mediciones adicionatedespués de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos y luego se calcul6 el area bajo

la curva.

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

Ultra Sensible (Crystal Che@atalogo #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
guimioluminiscentein vitro (MAGLUMI; Snibe Diagnogtig el analizador de inmunoensayo
quimioluminiscente totalmente automético de la serie MAGLUMI, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

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

respectivamenteyiguiendo 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.). atms de expresan como la media SEM. La normalidad

se prob6 con una prueba dEolmogorovSmirnov Luego, ds diferencias significativas se
analizaron con uff-test no pareado o con la prueba déann-Whitney, segun la normalidad.

La significanciastadisticase definié como p <,05.
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RESULTADOS

Efecto de metforminasobreparametros metabdlicos

Para caracterizar los efectos de la administracion de metformina sobre el metabolismo, se
realizaron las mediciones semanales del peso corporal deahimales(n=17%23). No se
observaron diferencias significativas en el peso corporal en comparacion con los animales
control (Figura 1 A). Después de la eutanasia, observamos que el tejido adiposo mesentérico
se redujo en el grupo metformina (p 001)(n=12) sin diferencias en el tejido adiposo gonadal

(p > Q05) (Figura 1 B-C)(n=1213).

Se estudid la glucemia basal y su metabolizacion mediante una Prueba de Tolerancia a la
Glucosa (GT)n=6-8). No se encontraron diferencias en los nivédasalesle glucosa en sangre

ni en el area bajo la curva de glucosa entre los grpesQ05) (Tabla 1). Los animales tratados

con metformina también presentaron niveles de insulina similares al grupo cdqptrolQ05)

(Tabla 1)n=67).
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Figura 1. Pesocorporal y tejido adiposo en los grupos control y metformingd) Curvade 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 l& reeieor

estandar de la media (SEM). ***p €01
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Tabla 1:Parametros metabdlicog hormonalesde 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 +0.75 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 = &eMutiliz6T-test para realizar comparaciones entre

grupos. ABCAreabajo la curva de glucos&e definieron diferencias significativa@mo p<Q05.
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Hecto de metformina en el ciclo estral y las hormonas ovaricas

A continuacién, nuestro objetivo fue analizaekiratamiento conmetformina causaba alguna
alteracion en el ciclo estral. Analizamos el nUm@rel114)y la duracién de los ciclgs=7-11)

y encontramos quéos animales tratadotuvieron ciclos mas cortos que los de los animales
control, lo que llevé an mayor nimero total de cicl@n el periodo analizadg < Q01) (Figura

12 A-B). No se encontraron diferencias en la proporcién de tiempo que los animales pasaron en
cada etapa del cicln=1%20) (Figural2 GD).

Para estudiar si el tratamiento con nietmina podria alterar la produccion hormonal, medimos

los niveles séricos de F$ES10), LH(n=9) progesteronah=610) y estradiol(n=56). Los
animales tratados con metformina mostraron concentraciones elevadas de estradio)dp)< 0

y concentraciones reducidas de progesterona (pG5p(Tabla 1).

No se encontraron diferencias en los niveles de FSH o LH entre los rup085) (Tabla 1).
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Figural2. Efecto del tratamiento con metformina en el ciclo estrglA) Duracion de los ciclo®) (
Numero de ciclos en 14 dias. ([mpo transcurrido en las fases Proestro y Esimorelacion con el
grupo control. (DYiempo transcurrido en las fases Diestro | y Diestro Il en relacion con el grupo control.

Los datos se expresan como la media + el error estandar de la media (SEM)0%p <0

Efecto de metformina en la expresion de proteinas esteroidogénicas

Dado que la produccion de estradiol y progesterona se vio alterada, analizamos la
concentracion ovarica de las proteinas SthR56)> o i (h=H6® y aromatasa(n=56).
Encontramos que lasiveles de StAR (p sOm 0 € o i ,d5)sebenadritdaban disminuidps

y que los niveles de aromatas& encontraban aumentadosn los animales tratados con

metformina en comparacion con los animales control (p080(Figurd3 A-C).
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Figural3. Expresion de proteinas esteroidogénicas en los grupos control y metfornikaStAR.
0.0 ol 1l {5d 6/0 ! NYILGF&alFl® [ RSyaaRIR RS OIFIRI oly
inferiores muestran bandas representativas de cada proteina adalizas datos se expresan como la

media % el error estandar de la media (SEM). *p05.0*p < Q01

Efecto de metformina en el desarrollo folicular vy la fibrosis ovarica

Como se muestra en la FigudA, determinamos el porcentaje asstructuras ercada estadio
folicular en secciones histologicas tefiidas ddamatoxilinaEosina (n=69). Metformina
disminuyo el porcentaje de foliculos primarios y aumento el porcentaje de foliculos preantrales
en comparacion con el grupo control (p %). No seencontraron diferencias significativas en

el porcentaje de otros estadios foliculargs> Q05). EI nUmero total de estructuras permanecio
inalterado entre los grupo&ontrol: 48,67 + 6,28 ; Met: 52,50 + 7,8d)> Q05).

Dado que la fibrosis puede altrla arquitectura y la funcion del tejido ovarico, utilizamos
Picrosirius Red (PSR) para evaluar el posible efecto de metfo(nsib&). La fibrosis ovarica

medida mediante tincion con P&k similar entre los grupa® > Q05) (Figurd4 B).
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Figurald. Efecto del tratamiento con metformina en el desarrollo foliculgra 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 liteo recientemente formadoBarra deed O f I = *pws0,@5. (B) Daposicion 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 (ayribagroscopia de luz polarizada (abajo) de
ambas grupos experimentales. Las cabezas de flaahestran tincion positiva con P3Barra de scala:
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Efecto de metformina en la densidad y estabilidad vascular

Considerandajue la calidad del ovocito depende en gran medida de un desarrollo vascular
adecuado, evaluamos si el tratamiento con metformina afectaba la formacién y estabilidad del
sistema vasculakEn primer lugar, @alizamos por inmunohistoquimitas proteina D3} (n=5-

6) y ' -SMA(n=56), marcadores de células endoteliales y periendoteliasculares (pericitos

y células musculares lisas), respectivamente. Observamos que los ratones tratados con
metformina tenian una menor expresion de CD34 en comparacion con los ratones control (p <
0,001) (Figurdl5 B), y que, ademagnetformina disminuy& & OSf dzZf & h m{ a! LJz
ovario (p < M5) (Figurd5D). Estos resultados fueron corroborades ambos casomediante
western blot (n=5-6) (p < Q05) (Figural5 A y Q. Luegq estudiamos elprincipal factor
angiogénico: VEGQR=6) La expresia de la proteina VEGF fue menor en el grupo metformina

(p < Q01) (Figural5 E). Por ultimg analizamos los niveles de dos factores angiogénicos
involucrados en la estabilidad de los vasanguineos PDGHB (n=56) (Figural5 F) y
angiopoyetina2 (ANGPR) (n=5) (Figural5 Q). El tratamiento con metformina redujo la

expresion de ambas proteinas (p %).

68

——
| —



o
25 ——— B

}

20 -1 s
g 2 -
%15 £ 3
3 fol [
> H 3
310 g . —a—
8 s -
05 Zs
00 =
Control Met 0 - ;
Control Met

CD34 (52kDa) W 4
GAPDH (38 kDa) s s

1

1.0
E 3 D 15
a 0.8 . =
§ 06 $
i i I S 10
g oa . 5
3 s !I g
g o2 o
s . g s
w -~
0.0 . . <
Control Met x
SMC a-Actina (42 kDa) == ~ =
GAPDH (38 kD —
(38 kDa) Control
0.3 = Fooa . G 0.8
. 1 "
- S 3 e 2 0.6
2 02 1 g g ﬁ—.
g b s A
b . <2 _T_ ~ 04 1
S s Py ~ . ]
S o4 & 9 & —a—
> o & 4
1 L) - = 02 -
» . <
0.0 v . o l%l o
Control Met T A 0. T T
Control Met Control Met
|
VEGF (24 kpa) I PDGFB (27 kDa) = ANGPT2 (65 kDa) e W
GAPDH (38 kDa) et e GAPDH (38 kDa) & e

B Actina (42 kDa) =D &%

Figural5. Angiogénesi®varica en los grupos control y metformingd) CD34.K) Inmunotincion de
células endoteliales con anticuerpo a@b34. ¢ SM@ -actina. D) Inmunotincion de células
periendoteliales con anticuerpo SMGactina. Para las inmunohistoquimicase snalizaron cuatro
secciones por ovarid.as fotos muestran secciones histologicas representativas de los oBaios de

e OFf Y pn >YT Nk chleiad de@dcha hsirayi inmumatincidn positivdE) VEGF H
PDGFB.GQ) ANGPT2Para loswestern blots, la densidad de cada banda se normaliz6 a las bandas de
GAPDH b-Actina Lospaneles inferiores muestrdmandas representativas de cada proteina analizada.

Los datos se expresan como la media + el error estandar de la media {BEM)05 **p < 001.
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Efecto de metformina en parametros de fertilidad

Para evaluar el efecto de la administracion de metformina en el rendimiento reproductivo de
los ratones, apareamos hembras con machosBL%7 de fertilidad comprobada. No se
encontraron cambiogn el tiempo que demoraron los animales en lograr la prdies-8) ni

en el niumero de crias por camafta=69) (p > 005) (Figural6 A-B). Sin embarg, las crias de
animales tratads con metformina mostraron un menor peso al nacér=4080)

(p < 0001) (Figurd6 C). La duracion de la prefiez no cambié entre los grupos.
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Figural6. Efecto @l tratamiento con metformina sobrda fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr
prefiez. (B) Nimero de crias por camada. (C) Peso de las cridatdsose expresan como la media + el

error estardar de la media (SEM). ***p <@@,.
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Efecto de metformina en la calidad ovocitaria y la fertilizacignvitro (FIV)

Por altimo, analizamos el efecto de metformina en la fertilizadadwitro. No se encontnan
diferencias en el numero de ovocitos recuperados, el porcentaje de ovocitos normales y

anormales, embriones de dos células y la formacion de blasto¢ist@3(p > 005) (Tabla 2).

Tabla 2:Fertilizacionn vitrodel 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 + SeMutilizo Ttest 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 deriemds de dos céluladiferencias

significdivas fueron definidas como p<5.
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DISCUSIN

La gestion de la fertilidad en patologias metabdlicas en mujeres, como el sindrome de ovario
poliquisti® (SOP), plantea un desafio meédico significativo. La metformina, un farmaco
hipoglucemiante ampliamente utilizado, ha surgido en los Ultimos afios como un tratamiento
paralasalteraciones en el metabolismo de la glucosa en mujeres con SOP, lo que resuita e
mejora en la fertilidad y la glucemj&6]. Asi, el uso de metformina para mejorar latiledad

en mujeresenpatologias como SOP, obesidald T ha comenzado a considerarse. Los posibles
beneficios para la fertilidad podriaderivar no solo de un perfil metabolico mejorado, sino
también de otros efectos de la drogan el tracto reproductivo Investigaciones previas,
incluidas las nuestratian demostrado quenetformina puede actuar directamente sobre las
células ovaricas, activando AMPB7,114,116] Ademasregula la expresion de VEGF en células

de la granulosan vitro [67]. Sin embargo, los estudids vivoque evallan los efectos de la
metformina en el ovario, independientemente de los efectos metabdlicos y sistémicos, son
escasosNuestro estudio revela quaetformina puedenfluir en la funcién ovéaricafectando

el ciclo estral, el desarrollo folicular, la esteroidogénesis y la angiogénesitoaas sanosSin
embargq la administracion de metformina no alterd la fertilidad natural ni la ovulacién inducida
hormonalmente.

Primero analizamos parametros metabodlicos en ambos grupos de animales para evaluar
posibles acciones metabdlicas de metformina en ratones no hiperglucémicos. Aunque este
medicamento no afecté 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 ratonem® tratados lo que indica la capacidad de metformina de mitigar

la deposicionde tejido adiposo incluso en animales sin anomalias b@ieas. Estconcuerda

con numerosos estudios previos que haportado una reduccién era deposicién de tejido

72

——
| —



adiposo en humanof17]y en modelos animalg414,115]118,119]

El ciclo ovérico refleja la capacidad de las hembras pamaltentre una fase receptiva y una

no receptiva, permitiendo el logro de la prefiez 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 amtatorias que los animaseno tratadosDado que el ciclo

estral esta regulado por hormonas hipofisarias y ovaricas, evaluamos si estas moléculas estaban
involucradas en los cambios observados. No hubo variaciones significativas en los niveles
séricos degonadotrofinas entre los grupos. Sin embargo, metformina aumentd los niveles
séricos de estradiol y disminuyo los niveles de progesterona. Este cambio hormonal no afecté
el porcentaje de cuerpos lutep# cual sugiere que la disminucion de progesterondedse

mas probablemente a una menor sintesis, que a una disminucion en la ovulacién o en la
formacion de cuerpoduteos Al analizarlas proteinas esteroidogénicancontramosuna
RA&AYAY dzOAsy -BSD ef (bs wvarids deo fatoneésatados con metformina,
correlacionando con la reduccién de los niveles séricos de progesteyoma aumento de
aromatasa, lo cual explicaria las mayores concentraciones de estradiol en.gamgomjunto

estos resultadopodrian indicaque metformina actla sobrkas células ovaricas, afectando la
produccion de hormonas esteroideas e induciendo modificaciones en el ciclo, estral
independientemente de la presencia de disfuncion metabdlica sisténisaprobable que
metformina, al menos a esta dosis y duraciontdalamiento, no tenga efectos en la hipofisis

con respecto a la secrecion de gonadotrofinas.

A continuacion, realizamosstidios histolégicos en el ovanoencontramosjue metformina
induce cambios enleadesarrollo folicular temprano. Los animales tratadmsm metformina
mostraronun menor porcentaje de foliculos primarios y un mayor porcentaje de preantrales,

sugiriendo una promocion del crecimiento de foliculos primaribgstadio secundarm. La
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regulacion del desarrollo folicular temprano involucra umenpleja interaccion de factes
endocrinos, paracrinos y autdinos, lo que motiva una mayor investigacion sobre los
mecanismos reguladores de metformii@ontrariamenteel tratamiento con la drogao afecta

los estadiosantralesde la foliculogénesis, la atresia ni el porcentaje de cuerpos IUiesies
estadios, a diferencia de los estadios tempranos de la foliculogénesis, estan regulados
principalmente por gonadotrofinas. Dado quss Iniveles de gonadotrofinas son similaresrent
los animalesle ambos grupases esperable que la proporcién de foliculos cuyo crecimiento
depende deéstas,se vea inalterada.

Si bien metformina muestra eficacia en la prevencion de la fib[d2Q), no afecta la fibrosis
ovarica en ovarios sanpmdicando que la inflamacién en el 6rgano no sefectada por el
tratamiento con la droga

Por otra parte,como se mencion0 anteriormentanetformina tiene muchos efectos bien
probados sobre la angiogénesis en diferentes sistemas, tantvocomoin vitro[67,80,12%
124]. En el presente trabajo, encontramama reduccion en la angiogénesis en los ovarios
después del tratamientoin vivo con metformina, incluso en ausencia de condiciones
patolégi@as y una disminucion en lo$actores angiogénicos relacionados al endotelio y
periendotelio,VEGF, PDGFB y ANGRATZeriormente,en nuestro laboratoriocomprobama
que en un modelo de rata con SOP metformina pudo revertir el aumento en la angiogénesis
ovarica[83], ademas de disminuila expresion de VEG# un cultivo celular primario de
granulosa de ratd67]. En este trabajo, corroboramosste Ultimo hallazgg utilizando un
modelo de ratonesin vivo de animales saludablesCoincidentementg estudios previos
encontraronque metforminafue capaz de revertel aumento en la angiogénesis en diferentes
tipos de cancef125¢128], asi como en modelos animales de obesifigh] y angiogénesis

retiniana anormal76]. En esteanodeloencontramos quel tratamiento con la drogdisminuye
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la angiogénesis en un contexto ovarico saludable, a dif@eede otos procesos, como la
fibrosis,la foliculogénesitardiao la ovulacibndonde metformina tiene efectos principalmente
frente a una alteraciéfB3,129,130] Teniendo en cuenta nuestros resultados, seria interesante
realizar estudios adicionales en mujeres paterminar si metformina puede reducir la
angiogénesis ovaricade modo de poderaprovechar este efecto en patologias con un
crecimiento excesivo de vasos sanguineos, como SOP, OHSS o cancer.

En cuanto a la fertilidad, metformina no tuvo efectos ni ertéilfdad natural ni en la ovulacion
inducida hormonalmente. Al realizar la induccion de la ovulacion seguida de fertiligagito

en hembras de ambos grupos experimentatesse observaroalteraciones en ninguno de los
parametros medidosPor otrolado, cuandoapareamos las hembrasn estimularcon machos

de fertilidad comprobadaencontramos que el tiempo hasta lograr la prefiez y el nimero de
crias por camada no cambiaron entre los grupos. Sin embargo, las crias presentarenain
peso al nacecuandolas madres recibieron el tratamientmon metforminaantes y durante la
prefiez.En los dltimos afios, metformina comenzd a proponerse como tratamiento para las
mujeres embarazadas con patologias relacionadas al metabolismo de la glucosa, como la DT2 o
la DMG. Sin embargta seguridad de metformina, especialmente en relacion con los efactos
largo plazeen la descendencia, sigue sin estar completamente demostEadaabajos previos,

se evaluo el peso al nacer de los hijoswdres corDMGtratadascon insulina o metformina

y se obtuvieron resultados controvertidos. Por ejemplo, en un metanalisis realizado pgr Guo
col, losrecién nacidosexpuestosin utero a metformina fueron mas livianos que aquellos
expuestos a insulinfl31]. El estudio MiTy encontré una disminucién en el peso al nacer en
recién nacidogxpuestos a terapia combinada en comparacion con metiiga 0 insulina sola
[101]. Por el contrario, Ainuddig col no encontraron diferencias en el peso al nacer entre los

grupos cuando las madres corMBG fueron expuestas solo a metformina, insulina o un
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tratamiento combinadd132]. 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 tratadg4d.33,134] Nuestro estudio en ratones sanos trdtas con metformina
durante la prefiez tiene la ventaja de aislar posibles factores de confusion didenencias
debido a las distintas patologias de la madta esta condicion, el peso al nacer disminuye en
las crias de ratones expuestos a metformina dteaoda la prefiez, lo que sugiegeie, bajo
condiciones normales, la administracion de metformina reduce el peso al nacer de las crias de
madres tratadas.

En conclusién, metformina influye en la funcibn ovéarica en condiciones saludables,
independientemeng 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 pequefios en el ovario, que crecen indepamedmente de las gonadotrofinag

pesar de estas alteraciones observadas, la fertilidad permanece intacta en estos animales, tanto
cuando se produce de fornretural comode formainducida 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 mggmiecanismos de eatdroga

sobre la reproduccion la fertilidad. Esto permitira a los investigadores y neédievaluar el

uso demetformina en mujeres que necesitan tratamientos de fertilidad mas alla de sus

indicaciones actuales como farmaco hipoglucemiante.
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METODOLOIA

MODELO EXPERIMENTAL

Como ya fue descripto en el Capitulo 1a8,FembrasC57BL/&ontrol o tratadas con metformina

por 4 semanasfueron apareadas con machos de fertilidad comprohbadasteniendo el
tratamiento durante toda la prefiez y lactancian&izada la misma, las crias fueron sexadas,
pesadas y separadas de sus madres. Se conservé solo a las hembras, obteniendo dos grupos
experimentalesgrupo F1Control y grupo F1 Met Durante las 7 semanas siguientes, se permitio

que las crias de ambos grupos crecieran con disponibiddibitumde alimento y bebida, sin

ningun tratamiento adicional realizad8e registré el pessemanainente y durante los ultimos

14 dias del experimento, se ddle forma diaria a algunos animales de ambos grupos para
estudiar posibles alteraciones del ciclo estralas 10 semanas de vidse realizdé también una

curva de tolerancia a la glucosa y luesgoseparo a las hembras en dosguipos

En el primeo, se anestesio a los animales y se realizdé una puncidfacargdara obtener sangre.

Una vez coagulada y centrifugada la misma, se obtuvo suero que fue conserd@d@ara su
posterior utilizacién. Se extrajo y peso el tejido adiposo mesentérico y gonadal, el higado y los
ovarios, los cuales fueron limpiados dejido adherente subyacente y congelados o fijados en
solucion de Buin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de

inmunohistoquimica.

En el segundo sgjoupolos animales de ambos grupos fueron puestos en apareo con machos de
fertilidad comprobada. Se estudio el tiempo que demoraron hasta lograr la prefiez, tomando
como dia 1 aquel en el cual se visualizo el tap6n vaginal, resultado dgula.cLa cantidad de

crias obtenidagn la F2/ 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 esquemaético del disefio experimeritéét: metformina.GTT: Curva de tolerancia a

la glucosa.

TECNICAS

Las técnicasle ciclado, GTT, medicion hormonal, inmunohistoquimica, western blot, recuento
foliculary apareo fueron ealizadasegun lo descripten el Capitulo 1 Aal igual que el analisis

estadistico.
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RESULTADOS

Efectos en parametros metabdlicos

Con el objetivo de analizar posibles alteraciones metabdlicas en las cniakdes hembra
tratadas con metformina en comparacién ctas no tratadas, pesamos a los animales al
momento de nace(n=4080), al finalizar la lactancia y luego una vez poraeadurante siete
semanas, alcanzando la adul{iez=1224).

Como ya fue descripto en el Capitulo 1la#s crias deok animalegsratados con la droga
mostraron menor peso corporal al momento aelcimiento (Figurd6 G (p <0001) Finalizada
la lactancia,no selogré una recuperacion del mism@ <0001) sn embargo, una vez
transcurrida la primera semana de alimentacion independiente de los animales, el peso
corporal se restableg, no mostrando diferencias con el peso de las crias de los anioaltsl
(Figural8 A) (p >005).

Por otro lado, © encontramos diferencias significativaslen valores de glucemia bagak5)

ni en la curva de tolerancia a la glucosa entre grypabla 3)r{=6;p >005), comoasitampoco
en el peso del higad¢F1 Cotrol: 0,96 + 0,03); F1 Met: 0,87 + 04 @), ni en el tejido adiposo
mesentérico(Figura 8 B) (n=1315; p >005). Contrariamentegl tejido adiposo gonadale

mostré significativamente aumentado en el grupo F1 Niegura 8C)(n=14;p <0001).
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Tabla3: Parametros metabdlicog hormonales de ratones F1 Control y F1 Metselaana 1@e edad

F1 Control F1 Met
Glucemia (mg/dL) 141.40 + 12.57 139.20 +6.43
ABC (min*mg/dL) 22887 £1271 20432 £1173
Estradiol (pg/mL) 1348 +2.86 9.14+154
Progesterona (ng/mL) 5.09+0.41 4.82+0.60
LH (ng/mL) 8.89 + 0.86 8.24+1.13
FSH (ng/mL) 112.7 #1257 137.7+ 25.85

Los datos estan expresados como la med&EM. Ttest se utilizOpara realizar comparaciones entre

grupos. ABCArea bajo la curva de glucodBiferencias signifitavas fueron definidas como p<5.
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Figura B. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos F1 Control y F1 igtGanancia de peso
corporaldurante lassietesemanas del experimen{®) Peso del tejido adiposo mesentérico. (C) Peso
del tejido adiposo gonadal. Los datos se expresan como la media + el error estandar die [ESEB).

***p <0,001.

Efectos en el ciclo estrgl en la produccién hormonal

Dado que ds animaledratados can 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 duracién de los mismes el tiempo que pasaban los
animales ercada una de las fases del ciclo estral, comparado a las criasheenbsascontrol
(Figural9) (n=1012; p >005).

Tampoco se observaron diferencias en las concentraciones sériessrddiol, progestrona,

FSHo LH(n=57; p >005), (Tabla3), indicandoque el ejereproductivono se emontraba

alterado.
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Figura B. dclo estral de las crias de madres tratadas con metformi(@) Duracion de los cicloB)(
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 desarrtd foliculary en la expresion 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 foliclar 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 grupdd®itrol (n=6-7; p <005). El porcentaje de
foliculos preantrales y de cuerpos luteos no mostré diferencias entre los gfop6s; p

>005) (Figura20 A).

A continuacion, se estudio 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, comparadon el grupo F1 controh€56; p <001) (Figura20

B)
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Figura20. Recuento foliculare inmunomarcacion de hormona antimullerian$A) Porcentaje de cada

estructura en secciones ovaricas tefiidas con H&EfdfBulo primario. FPADliculo preantral. FAT:

foliculo antral temprano. FAMfoliculo antral maduro. FAfoliculo atrésico. CLRF: Cuerpteb
recientemente formadolas fotografias muestran imégenes representativas de los ovarios. Paneles
AdzLISNRA2NBAY oFNNI RS SaoOl f FA yRFSS Ni2iNBaYYs o FdNGY GRS RS
aumento de 100X; n=8. Las puntas de flecha indican foliculos antrales tempranos; las flechas indican
foliculos antrales tardio$ps signos numeraldsdican foliculos atrésicos; los asteriscos indican cuerpo

Iuteo. (B)Foliculos AMH positivosnarcados pommunchistoquimicalLas cabezas de flechauestran

tincion positiva colAMH Escalal00> YT Y I 3 y Z0GXXpG0 A $py& 001.

Efecto en la vasculatura ovarica

Con el fin de analizar el estado de Vasculatura del ovariogstudiamos mediante
AYYdzy 2 KA aid 2l dzNSmi Onarcddores 8eocélulag endloteliales y periendoteliales
vasculares (pericitos y células musculares lisas), respectivamente. Como resultado observamos
gue los animales del grupo Met, tenian una mayor expresion de CD34 en comparacién con

el grupo FlGontrol (Figura 21 Ajn=6;p <0p5),& dzy'l YSy2NJ SELINB&AsY F
positivas(Figura 21 Bn=6;p <005).

Ademas, pdimos observar un aumento significativo del faaogiogénico VEGFigura 2 Q

(n=57; p <0001) y una disminucion significativa del factor PDGFB en el grupo F{Fidetra

21 D) (n=6-7; p <0.®), sin cambios en el factor AngiopoyetinéFxgura 2 E) (n=6;p >005).
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Figura2l. Angiogénesis ovaricaA) Inmunotincién de células endoteliales con anticuerpo-a&ii34.

(B) Inmunotinciéon de célulgseriendoteliales con anticuerpo SMGactina.Para la inmunohistoquimica

se analizaron cuatro secciones por ovario, seis ovarios por grupo. Las fotografias muestran secciones
histoldgicas representativas de los ovarios. Paneles superiores: barradeR&alaunn >Y 3 | dzYSy
Man-® tkyStSa AYFSNA2NBaY o6FNNY RS Saolfl RS Hp
inmunotincion positiva(C) VEGF..) PDGFBH ANGPT2Para los western blots, la densidad de cada

banda se normaliz6 a las bandas@é t 51 2 i | OGAYylI ® [2& LI ySftSa Ay
representativas de cada proteina analizada. Los datos se expresan como la media + elérdar efst

la media (SEM). *p <@5.

Hectos en parametros de fertilida

Para evaluar el rendimieatreproductivo de los ratones, apareasa las hembras con machos
C5BL6 de fertilidad comprobada. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo
guetardaron los animales para lograr la prefiez, ni en la cantidad de crias obtenidas por camada
(n=58; p >005), pero $en el peso de las mismas al nacer, que fue significativamente mayor en
las crias del grupo F1 Met, comparado con las crias del gruponfdl (Figura22 A-C) (h=28

35:p <0P5).
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FHgura 22. Efectos en |dertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr prefiez. (B) Nimero de crias por
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*p < 0P5.
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DISCUSIN

A pesar de que elso de metformina como agente hipoglucemiante esta ampliamente
adoptado en la préctica clinica debido a su efectividad, facilidad de administracion y minimos
efectos secundarigses un farmaco capaz de atravesar la placenta, lo que podria afectar
potencidmente el desarrollo feta]98,135] Por esta razon, su uso durante el esméizo en
condiciones como I®BMGo SOPsigue siendo controvertid{88,136] Se han realizado pocos
estudios a corto, mediano y largo plazo para observar los efectos en la descendencia,
centrandose generalmente en el analisis de posibles consecuencias teratogénicas y metabdlicas
en los hijos de madres tratadas con metformina dueael embarazg137]. Debido alas
discrepancias encontradas, es extremadamente necesadliveg andlisis a largo plazo para
esclarecer los posibles efectos adversos en la descendencia de madres tratadas con metformina
durante el embarazg138]. En este capitulsmos enfocamos en los efectos reproductivos y
metabdlicos a largo plazo en las crias hembra adultas que fueron expuestas a metfiormina
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 angiogénesisabgé vieron alteradas

por la exposicion a metformina, aunque no se observaron efectos en ladidtilile los
animales. No obstantel peso al nacer de la generacion F2 de animales expuestos a metformina

fue mayorque en los animales no expuestos a la droga

Estudios previoban informado que el tratamiento con metformina en pacientes conduce a una
reducaddn en el peso corpordgl39], efecto que tambén reportaremosn 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 segun la condicion 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 obdgHs142]o madrescon SOP
[134,143]tratadas con metformina, los recién nacidos de madres tratgoasDMGo D12

tenian un peso al nacer mas bajo en comparacion con losreei@dos de madres no tratadas

con metformina[101,102] Como ya discutimos en ehpitulo1l A, en nuestro modelo de
ratones sin patologias subyacentes, el peso al nacer de las crias expuestas a metformina fue
mas bajoJo que sugiere que metformina ejerce un efecto sobre el crecimiento intrauterino que

es independiente de la condicion previa de la madiste efecto probablerante 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 anteriormentg144].

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 evallen el peso corporal o la distribuciéon
del tejido adiposo en la descendencia adulta de madres que fueatad#s con metformina
durante el embarazo. Sin embargo, existen algunos estudios de seguimiento en nifios expuestos
a metforminain utero. Los resultados también varian segun la condicién de la madre. Mientras
gue no se observaron diferencias enirdlice & masa corporallfMC) en nifios de 5y 2 afios
nacidos de mujeres obes§45,146]y mujeres con MR [147] tratadas con metformina, los

nifios de madres con SOMdIGtratadas con metforrima tenian un IMC mas alto que aquellos

no expuestos al farmadd 03,104,148,149]Un estidio de seguimiento de los hijos de 2 afios

de madres corbMGtratadas con metformina o insulina encontré que, aunque la masa grasa
total era similar en ambos grupos, la grasa subcutédnea en los nifios tratados con metformina

era mayor, concluyendo que metfoina podria causar una redistribucion de los depdésitos de

90

——
| —



grasa en estos nifidd04]. Nuestros resultados en ratones adultos también sugieren que, a
pesar deque no se observan diferencias en el peso corpesaste una redistribucionel tejido
adiposq ya que encontramos mayor grasa gonadal en comparacion con ratones no @gyuest

a metformina.Es posible que la droga, actuando sobre las células del embrién, pueda inducir
una reprogramacion metabdlica del desarrollo que conduce a una redistribucion del tejido
adiposo en la adulteEstos resultados son interesantes y refuerzandeesidad de evaluar el
patrén de distribucion de grasa en humanos adultos que fueron expuestos a metfoimmina
utero, ya que podria tener impliogiasimportantes para la sensibilidad a la insulina. En linea
con los estudios sobre efectos metabodlicosamyd plazo en humandd50,151]y animales

[152], en nuestro estudio no observamos diferencias en el metabolismo ni en los niveles basales

de glucosan ratones adultos expuestos a metformimautero.

Ademas de las alteraciones metabodlicas, las alteracienddcrinas pueden tenemportantes
consecuencias para la salud reproductiva de los animales. Por lo tanto, estudiamjes el
reproductivo de las criaanalizando las concentraciones séricas deagstl, 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 metf@3jigain aumento

en el estradiol sérico en la descendencia adulta de ratas expuestas al farmaco durante la
gestacion y lactancifl54]. 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 previoempueberse 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 razon, es necesario analizar posibles alteraciones
hormonales y cambios en el ciclo menstrual rmjeres adultas que fueron expuestas a

metformina durante su desarrollo y lactancia.

91

——
| —



Posteriormente, estudiamos el ciclo estral de la descendencia en su adultez. En estudios previos
con animales, no se observaron alteraciones en los parametros analizados la edad en la

gue ocurrio el primer estro, su duracion o el tiempo pasado en cada una de las fases en animales
expuestos a metforminain utero [154,155] Esto permiti6 que los animales ciclaran
normalmente y se aparearan regularmerjfié4], en contraste con la descendencia masculina

de madres tratadas con metformina, quienes mostraron alteraciones en el comportamiento
sexual[156]. En consonancia con tes estudios, en nuestro modelel ciclo estral no mostré

alteraciones en comparacion con los animales no expuestos al farmaco.

Mas allad del comportamiento sexude los animales y su estado emdido, lafertilidad
depende del adecuado desarrollo folicular yolailacién de un ovocito de buemalidad. Para

gue esto ocurra, es necesaria una vasculatura ovarica estable, que no debe estar ni exacerbada
ni deficiente, permitiendo la entrega de nutrientes, hwnas, oxigeno y factores de
crecimiento a los foliculos en desarrolldetformina tiene la capacidad de regular la
angiogénesis en varios sistemas. La mayoria de los estudios reportan un efecto inhibidor en el
desarrollo vasculagonde la angiogénes@isminuye principalmental reducirsda expresion

del principal factor proangiogénico, VE{ZE,83,140,157,158]Con el objetivo de analizar la
vasculatura ovérica da descendencia de animales tratados con el farmaco, estudiamos el area
vascular, observando un aumento en el area endotelial y una disminucion 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 expresion de los
factores angiogénicos mas importantes, encontrando un aumento en las concentraciones de
VEGF y una disminucion en los niveles de PDGFB. Estos resultados podrian explgar el ma
desarrollo de vasos sanguineos en el ovario, los cuales son inestables, inmaduros y poco

funcionales debido a la insuficiente cobertura periendotelieh estudios previogjue
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realizanos en ratas con SOP, asi como en células de granulosaadmreditivo, encontramos

gue metformina disminuye VEGF y aumenta PDGFB en el 48&&8] 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 efectoedito de la metformina en el ovario. Hasta
donde sabemos, no existen estudios hasta la fecha que evallen la vasculatura ovarica en
mujeres que fueron expuestas a metformina durante su desarrollo. Basandonos en nuestros
resultados en ratones, seria importanévaluar este parametro en estas mujeres, ya que su
alteracion podria estar relacionada con problemas de fertilidatbmas, seria crucial investigar

la vasculatura en otros 6rganos de mujeres y hombres expuestos a metformina durante el
desarrollo. Dado ge la angiogénesis es poco comun en adultos bajo condiciones fisiologicas, es
posible que, en respuesta a una lesion o a una patologia que requiera la formacion de nuevos

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

En nuesto laboratorio,también demostramos que el tratamiento con metformina mejora la
dindmica folicular en umodelo de ratas corsOP[83]. En este trabajo, olesvamos 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 expos&imetformina durante el
desarrollo y la lactancia en ratas hembras adultas, y no encontré diferencias significatogs en |
diferentes estadiosfoliculares[154]. Sin embargo, en ese trabajo, los autores clasificansn |
estadiodoliculares de manera diferente, lo que puede haber enmascarado las alteraciones que
si observamos en nuestro estudorotro lado, se tratade un modelo diferente al haber sido
realizado en otra especi&n 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 estéinfluenciado por la sefializacion de varias moléculas. Entre ellas, el PDGFB es capaz de
promover la transicion de foliculos primordiales a foliculos prim#@@j mientras que la AMH,

por el contrario, es capaz de inhibiflE69]. En este modelo, observamos una disminucion en

las concentraciones ovaricas de PDGFB, lo que podria explicar parcialmente la disminucion en
el porcentaje de foliculos primarios, y un aumento en las concentraciones de AMH, coincidiendo
con elmayor 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 folienlanimales expuestos a
metformina. Por otro lado, encontramos un aumento en el porcentaje de foliculos antrales
tempranos que no se reflej6 en un aumento en el nimero de foliculos antrales maduros o
cuerpos luteos, sino en el numero de foliculos atrégitesentes en el ovario. Esto sugiere que,
aunque la transicion de los foliculos de la etapa primaria a la antral temprana est4 exacerbada,
no todos estos contindan su desarrollo; mas bien, una parte significdgivas foliculosufre
atresia.Lasalteraciones observadas en la microvasculatura ovéécks animales expuestos a
metformina, pueden explicar parcialmente la mayor proporcién de foliculos atrésicos y la
menor proporcion de foliculos antrales madures embargo,&snecesitan mas estuas 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 metformina tuvieron algun efecto en la fertilidad de estos animales. Los
animales expuestos a metformimauteroy durante la lactancia tardaron el mismo tiempo que

los animales control en logréa prefiez y el nUmero de crias que tuvieron fue similade los
animales no expuestos al farmaco. Estos resultados son consistentes con estudios previos

realizados en la descendencidultade ratas expuestas a metformina durante el desarrollo y
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la lactancialasque no mostraron diferencias en los parametdesfertilidad en comparacion

con las ratas no expuestt54]. Sin embargo, la descendencia de los animales expuestos a
metforminain uterg es decir, la generacion F2, tuvo un mayor pes@aeér, 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 tratamieotm 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. Ademéss 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 podriareafar 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 ovéricas de la descendencia que no estuvo expuesta directamente a
metformina [160]. Ademas, en nuestro modelo, los embriones eslton expuestos a
metformina in utero durante todo el embarazo. Por lo tanto, estos dos mecanismtss
alteraciones en la maduracion de los ovocitos y los cambios inducidos durante el desarrollo
embrionariac  podrian contribuir de forma independiente o sigé&a a los fenotipos
observados en la progenie adulta, incluidas las alteraciones en la angiogénesis ovarica, el
desarrollo folicular y la redistribucién del tejido adiposo. Se requieren mas estudios para
esclarecer la influencia especifica de cada meraaien la fisiologia ovarica y el metabolismo

de la descendencia en la adultez.

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

ratones hembra tratadas con metformina antes y durante la gestacion, asi como eudsant
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lactancia. Se observaron cambios en la angiogénesis y el desarrollo folicular en este 6rgano. No
se observaro alteraciones en las gonadotimoés, en los niveles séricos de estradiol y
progesterona, ni en el ciclo estral. La fertilidad natural dealisales no se modificé, pero se

observaron cambios en el peso corporal de la segusageracion de ratones tratados

Concluimos que metformina puede inducir programacion fetal en animales expuestos durante
el desarrollo, afectando tanto el metabolismo como la funcionalidad ovarica en la edad adulta.
Sin embargo, en condiciones fisiologicas, estas alteraciones no resaltama reduccion de la
fertilidad ni enuna disrupciorenddcrina. Se requiere mas investigacion para esclarecer si los
cambios ovaricos observados exacerban el descenso de la fertilidad cuando coexisten con
factores ambientales adversos o patologias rejuciivas que afecten a mujeres u hombres.
Nuestros datos justifican la realizacion de estudios en mujeres para trasladar estos hallazgos a
la poblacion humana y tomar decisiones informadas sobre la administracion de metformina
durante periodos criticos ddesarrollo en entornos clinicos. Basandonos en nuestros hallazgos,
consideramos que la decision de administrar metformina en mujeres embarazadas debe
implicar siempre una evaluacion de la relacion riesgoeficio. Las alteraciones observadas en
este estulio, a menos que estudios en mujeres indiquen lo contrario, no son lo suficientemente
significativas como para contraindicar la administracion de metformina durante el embarazo en

pacientes que puedan beneficiarse de este farmaco.
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INTRODUCON

H GSNXYAYy2 aYSGlro2ftAayz2é NBFASNE It O2yedzyiz2
ocurren en todas las células de los sew@gs 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 dggradaciorde sustancia para obtener energia (catabolismo). El metabolismo permite a los
organismos mantener sus funciones vitales, como la respiracion, la digestion, 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 pancreas, 6rgano metabdlico clave que regula la achrdiel
carbohidratos en sangre, ya sea liberando cantidades significativas de insulina para reducir los
niveles de glucosa circulante o liberando glucagon para aumentarlos; el higado, que procesa los
aminoacidos y lipidos absorbidos por el intestino delgadi@mas de regular el ciclo de la urea

y procesos metabdlicos esenciales como la gluconeogénesis y el depésito de glucégeno; vy el
tejido adiposo, cuya principal funcion es almacenar energia en forma de @aaado el
ingreso de nutrientes a través deitayesta es mayor que el gasto energético, el tejido adiposo
sufre dos fendmenos conocidos como hipertrofiahiperplasia[161]. Las célulagjue lo
conforman, denominadas adipocitos, aumentan de tamafio durante la hipertrofia, al
depositarse en ellos una mayor cantidad de lipidepeeificamente triglicéridos. Este es el
mecanismo inicial y mas comudn 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 pradipocitos capaces de diferenciarse en nuevos adipocitos. De esta

forma, el nimero 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. Lésscélu
adiposas agrandadas pueden liberar citoquinasipf@amatorias que generan un estado de
inflamacion sistémica crénica de bajo grdd62,163]y que ademasnterfieren en distios
procesos fisiolégicos, como la accion de la insulina, lo cual provoca una disminucion en la
capacidad del cuerpo para regular los niveles de glucosa en s&syreezlos adipocitos muy
agrandados pueden volverse menos eficientes en la gestion dega y en la liberaciéon 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 antiinflamajtb8ibls

Por otro lado, al subir de peso, ademas de aumentar la inflamacion, 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 tafi®s$ Este fenomeno, conduce

a la secrecion de factores pamgiogénicos que estimulan la formacion de nuevos vasos,
satisfacerasi los requisitos de oxige. Dado que la angiogénesis es necesaria para el aumento
del tejido adiposo, algunos compuestos aatigiogénicos han sido propuestos para tratar la
obesidad. Por el contrario, la pérdida de peso se acompafia de la regresion de los vasos

sanguineos, lo gumuestra la plasticidad de este tejifb66].

Las patologias metabdlicas presentes erpddlacion 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 obesid&dresistencia a la insulipdislipidemias

el sindrome metablico y la DMG Las enfermedades metabdlicas hereditariasuielen
diagnosticarse en la infancia, mientras que las adquiridas, comDT2ao el sindrome

metabdlico, pueden desarrollarse mas adelante en la vida.
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Si bien inicialmente estas patoli@g se encontraban asociadas a la edad avanzada, los cambios
en el estilo de vida han adelantado su aparicion, aumentando su prevalencia a nivel mundial.
Paises industrializados donde las dietas son mas caldricas y el estilo de vida es sedentario,
muestranuna mayor incidencia de enfermedades como la obesida)Tay el sindrome
metabolico, las cuales afectan entre un 10 y un 25% de la poblacion m{i&#el69] A su

vez, la presencia de estas patologias aumenta el riesgo en los pacientes de sufrir enfermedades
cardiovasculares y de presentar diferentes-noorbilidades asociadas, asi como también
aumenta en grado variable el riesgo de padecer diversos tiposudeeres[170]. Mas auln,
recientemente se ha descripto que ciertas alteraciones metabdlicas pusgtemansmitidas a

las generaciones siguientes por mecanismos de herencia no cromosémica 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 seapgramae

el eje no se encuentre alteradh76]. Es poresto que se ha visto un retraso en la pubertad en
jovenes extremadamente delgadas mientras que en jovenes obesas es muy comun la pubertad
precoz[177,178] En mujeres en edad reproductiva que presentan patologias como el sindrome
metabdlico, séhan visto asociados problemas de subfertilidad, aumento de las tagardiela

precoz del enbarazo y preeclampsia79].

En mujeres obesas, se ha observado una mayor incidencia de irregularidades menstruales y un
aumento en la duracion de los ciclos en comparacion con mujeredMGnindicativo de
normopeso[180. t 2 NJ 2 G NJ LI NI S>> Sy €1 a Ydz2SNBa Oz2y
alteraciones ovulatnas es aun maydi81,182] ademas de tener un mayor riesgo relativo de
sufrir infertilidad que aquellas con IMC normal, siendo el promedio de tiempo hagtar lun

embarazo mayor en las primerds82¢184] A su vez, la obesidad impacta negativamente sobre
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el éxito de la reproduccién asistida, causando disminucién de embarazos y de nacidos vivos en
este grupo en comparacion con las mujeres normopd85¢187]. Los mecanismos por los
cuales ocurren estos trastornos son variados, desde alteraciones hipotalhipafsarias

hasta desequilibrios de factores locales dentro del ovEl88]. Estas alteraciones afectan la
calidad del ovocito, el desarrollo folicular y la implantacion eaoraria. Con respecto a las
gonadotrofinas, tanto la FSH como la LH se encontraron disminuidas en pacientes obesas
durante todo el ciclo foliculg.80,189]

Cabe destacar quexsste una gran variabilidad en los estudios en humanos debido a la
presencia de multiples factores que pueden influir en los parametros reproductivos (tanto
ambientales como genéticos), o que puede ocasionar resultados controversiales. Es por esto
gue eluso de modelos animales que mimeticen trastornos metabdlicos, resulta de suma
utilidad para estudios de fertilidgd90,191] Muchos de estos modelos son realizados a partir

de la utilizacion de ratones knockopéra determinados genes, como por ejemplo aquellos
deficientes en LPL (lipoproteina lipasa), que permiten el estudio de trastornos como la
hiperlipidemia y la resistencia a la insulina; o ratones LBLdRie no expresan el receptor de

LDL, lo que los Nex a desarrollar aterosclerosis y niveles elevados de colesterol. Otros, como
los ratonesob/ob, tienen una mutacién en el gen de la leptina, lo que causa obesidad mérbida

y DT2. Sin embargo, no todos los modelos implican alteraciones a nivel genético. La
administracion de dietas altas en grag@¥AG) en azicares 0 en ambas, son un modelo
aceptado y extensamente utilizado en investigacion. Entre ellas, algunos autdizan las
llamadas dieta de cafeteria, en donde permiten a los animales el conaibntibitum de
alimentos ultra procesados comunmente 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 poajdetiel 30% de las calorias
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[192,193] Muchos estudios que evaluan el efecto reproductivo de G han utilizado
dietas que contienen un 60% de calorias provenientes de grasas, también conocidas como
dietas muy altas en grasasMBG), lo cual duplica el maximo recomendadatras, 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 conduzcasidaloe

Muchas de las consecuencias en la salud provocadas por los trastornos metabolicos
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 lago sbn la prevencion de la

DT2 y de las complicaciones cardiovasculdié€gl]. Sin embargo, cuando el cambio de habitos

se dificulta o resulta insuficiente, el uso de farmacos, se presenta como una opcion necesaria.
En esta linea, la administracion de metformina paratdagniveles de glucosa en sangre es un
tratamiento efectivg que, en algunos casos, mejora ademas otras comorbilidades asociadas a
la hiperglucemia, como por ejemplo el sobrepeBeniendo en cuenta que metformina impacta
sobre el sistema reproductor femenincsu utilizacion para revertir las potenciales
consecuencias negativas deD&G podria convertirseen una herramienta terapéutica para
patologias reproductivas en mujeres qiienen asociadas patologias metabdlicas.

CGomo ya fue mencionado anteriorment®s desbalances metabdliceaceden a edades cada

vez mas tempranas solapandose con la edad reproductiva de las mujergsor esto que
resulta también muyimportante estudiarlos efectos de la exposicion a umBAGen la
descendencia.S bien rumerosos trabajos presentaron evidencia sobre consecuencias
metabdlicas[195,196]y neurolégicag197] en la progenie de madres alimentadas dOAG
durante la gestacion y lactancils trabajos queanalizanefectos a nivel reproductiveon

escasogy los resultados obtenidos son muchas veces controversiales y dificiles de comparar, al
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ser realizados en modelos experimentales muy diferentes entfd38,199] Por otro lado,

hasta el momento, no hay trabajos que evallen la utilizacion de farsng&m mejorar o
intentar revertir las consecuencias reproductivas negativas provocadas en la descendencia por
exposicion a IDAGIn uteroy durante la lactancieges por esto que nos propusimos estudiar el
efecto de la DAGsobre 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. cBso de observarse efectos beneficiosos de la
metformina en la descendenciagsultaria prometedorasu utilizacion como herramienta

terapéutica para evitadafos en la progenie debidd@s habitos alimenticios de la madre
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Debido a lo expuest®e postub la siguientehipotesis:

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

consecuencias observadas.

« La exposicidén a una dieta alta en grasagtero y durante la lactancia afecta mletabolismo,
alovario y la fertilidad de la descendendthtratamiento con metformina de las madres mejora

las alteraciones observadas en las crias.

Para ello se plantearon los siguientdgetivos generales

A. Estudiar el efectin vivoque produce la administracion de una dieta alta en grasas

o sin la administracion de metforminsgbre la funcionalidad ovarigela reproduccion

de ratones hembra

B. Estudiar los efectos sobre el metabolismo ydaroduccion 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 siguieljtets/os especificos:
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A. Edudiar en un modelo de dieta alta en grasas a hembras en edad fértil que reciben o no

metformina:

w 9f LISaz2 O2NLR2NIf RS f2a FyAYlIfSa

w 9f LSaz RSt (S2AR2 [RALRAaz2 3J2y I RIf & Y
w [ LINBEaSyOAl RS SaidSrdz2ara KSL* GdAOI

w [ 02y 0S8y (idlicoSatysymetatplitdcion RS

w [ 02y OSy iGN} OAsy aSNAOF RS AyadzZ Ayl

w 9f GFt2NI RSt NyYyRAOS | ha!

w [ 02y OSy(iN} OAsy &SNAOIFI RS GNAItAOSNAR
w [Fda O2yOSYiGN}IOA2ySa aSNAROFa RS LINR3ISa
involucradas ersu sintesis.

w [ 02y OSYiGN} OAsy &asSNAROIF RS c{lI @& [I

w 9f OAOf2 S&AGNIT O

w 9f RSAIFINNRtt2 ¥F2tA0dzZ I NJ

w 9f RIFI32 3SYysYAO2 Sy OSftfdzZ | & 2@t NAOI &
w [ RSLIR2aAOAsy RS O2ft 3Sy?2

w 9f RSalFINNRBfft2 & I SadloAtARIFIR @I aoOdz |
w [2& YAOSt Sa 2gbgdNiBoS ¥EGFREGPT2, BEBBENS & |y

w [F FSNIAEARFIR ipvitrd dzNJ £ & fF FSNIAEAT I OA

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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METODOLOIA

MODELO ANIMAL

Los ratones fueron cuidados y alojados en el bioterio Idstituto de Biologia y Medicina
Experimental IBYyME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitio acaedibituma 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 bi(geujo

Control) (24 g de proteina/100 g de alimento, 32 g debwdmidratos/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 DietseW 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 (s€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 pacientefl05]y se ajusté semanalmente teniendo en cteerl peso corporal de

los ratones y la cantidad de agua consumida. El grupo DAG continud recibiendo sqlragmia

DAGQ. El ciclo estral se determind en algunos animales de cada grupo experimental durante las
ultimas dos semanas. A las 15 semanas, ktenes de los tres grupos se dividieron
aleatoriamente en 3 sufrupos

En el primer suprupo, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT). Aquellos animales
gue se encontraban en el estadio del ciclo proestro/e$treron anestesiados y se les extrajo
sangre por puncion directa del coraz@revio al sacrificioUna vez coaguladas las muestras y
después de la centrifugacion, el suero resultante se almacerR80%C. A continuacion, se

extrajeron los ovarios y los mi®s fueron limpiados de tejidgrasoadherente, procediendo a
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congelar uno de ellos y a fijar el otro en solucion de Bouin (Biopur Diagnostics) para el analisis
histoldgico posteriorTambién se extrajo y peso el tejido adiposo mesentérico y gonadal de los
animales. Los higados fueron aislados, fijados y teflidos con H&E.

El segundo sujrupo fue apareado con ratones machos C57Rlgertilidad comprobada. El dia

1 de prefiez se determind mediante la deteccion del tapdn vaginal, resultado dpuéaclLos
tratamientos se mantuvieron durante toda la prefiez. Se esteldi@mpo que tardaron en lograr

la prefiezel nUmero de crias por camada y el peso corporal de las mismas.

Por ultimo, el tercer surupo de animales fue sometido a una fertilizaciarvitro (RV).

La Figur&3 muestra un diagrama esquematico del disefxperimental.

SUBGRUPO 1
GRUPOS GTT+ Ciclado+ Puncién cardiaca
EXPERIMENTALES DAG+Met 4l\llet / Sacrificio
DAG
SUBGRUPO 2
Semana Semana —
0 11
(21 dias de edad) DAG Apareo
Control | | | \
Semana Semana SUBGRUPO3
0 15
Superovulacion + FIV

Figura 3. Diagrama esquematico del disefio experimentBIAG: Grupo dieta alta en grasas; DAG+Met

Grupo dieta alta en grasas+metformina; FIV: Fertilizaiciditro.
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TECNICAS

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

folicular, apareo y FIV fueron realizadas segun lo descripto @apgulo 1 A.

Parametros metabdlicos

Ademasde las mediciones ya descriptas en el capitulo 1 paréir de las concentracionesd
insulina y de glucosa smlcul6 el indice HOMIR comansulina en ayunas (mU/ml) x Glucosa

en ayunas (mmol/L) 22.5.Los niveles totalede colesterol en suero (Colestat enzimatico AA,;
catalogo 870360022/01) y triglicéridos (TG Color GPO/PAP AA; catalogo 870920022/01) se

midieron utilizando kits de laboratorio Wiener, de acuerdo con 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 expresan como la §tediaLa normalidad

se prob6é con una prueba dKolmogorovSmirnov Luego, &s diferencias significativas se
analizaron con ANOVA, seguido de la prueb&NdermanKeulso de KruskalWallis segun la

normalidad.La significancia estadistisa defini6 como p < 0.05
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RESULTADOS

Efecto de la dieta alta en grasas y metformipa parametros metabodlicos

Para caracterizar los efectos de la ingesta deA&y la administraciéon de metformina en el
metabolismo, pesamos a los animales una vez por serfreri827). Desde la semana 3 hasta

la semana 15de administracion de DAQos animales DAG mostraron un peso corporal
significativamente mayor en comparacion con los anim@tegrol (Control: 17,3 £ 0,2 g; DAG:
17.8 £ 0,2 g; p <05). Una semana después del inicio de la administracion de metformina, este
aumento de peso sdetuvoen d grupo DAG+Met (DAG: 31,9 £ 1.1 g; DAG+Met: 28,6 £ 0.6 g, p
< 005) (Figra24 A). Luego de la eutanasia, también observamos que tanto el tejido adiposo
gonadal(n=813) como el mesentéricgn=913) aumentaron en el grupo DAG (p <001 vs
Gontrol) y que el tratamiento con metformina revirtiG® aumento (mesentérico: p < 0,05 vs
DAG; gonadal: p <@, vs DAG) (Ritp 24 BcD). Las secciones de higado tefiidas con
HematoxilinaEosinade ratonesControl mostraron una estructura bien organizada, ntr@s

gue las de los grupos DAG y DAG+Met mostraron signos de esteatosis, con presencia de gotas
lipidicas (Figra24 E).

La glucemia se midi6 antés=8)y despuégn=810) del tratamiento con metformina. Los
animales DAG mostraron niveles mas altosldeaga ersangre en ambos momentos (p €9,

vs Qontrol) y la administracion de metforménredujo esta alteraciém valores similares al
Gontrol (p > 005 vsControl) (Tablad). Para estudiala metabolizacién d& glucosarealizamos

una prueba de tolerancia a la glucosa (Gm¥p10). Observamos que los animales DAG tenian
mayor area bajo la curva (p <001 vsControl), mientras que la administracion de metfoima
revirtié este efecto (p < 05 vs DAG) (Tabig.

El colesterol total en suero fue mayor en los animales DAG y DAGR#€i0) (DAG: p < 01
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vs Gontrol; DAG+Met: p < 001 vsControl), pero no se encontraron diferencias significativas
en los niveles de triglicéridga=810) e insulina(n=5-6) entre los grupos (TabK). La relacion
entre la insulina y la glucosa nos permitié calcular el indice HIR{#A=5-6), quese encontrod
aumertado en los animales DAG (p <O®,vs Gontrol), sugiriendo un posible estado de
resistencia a la insulin&l tratamiento con metformina mejor6 ldtaeracion de este indice (p >

0,05 vsControl) (Tabl&ad) .

A -4+~ DAG + Met
-#- DAG b

-8~ Control

Semanas

% % %
’;3 %* % %k % l I
— 2.0+ [ 1 T 1 — 2.5+ dkok ok *
._9_, - C = | IL]] 1
2 15 3 207 ®
2 g 2
o " & 1.5
E 1.0 . & i "
2 . A S 10 A
o o 1.0 L
Q. E Pt =
B 05 :5. et ® = YV
5 I’y'l o 05 eee

-
S =
T 0.0 $ . . = 5 al
Control DAG+Met DAG+Met Control DAG DAG+Met
E -
— R =g bia LT
Control DAG DAG+Met Control DAG DAG+Met
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Figura 24. Peso corporal, tejido adiposo y morfologia hepatica en los grugsitrol, DAG vy

DAG+Met(A) Ganancia de peso corporal durantel&ssemanas del experimenio viva (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
secciones8 LY GAOFa RS FyAaAYLFLtSa RS (2R2a f2& 3INHaRE SE
expresan como la media * el error &stlar de la media (SEM). *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p <

0,001. Las letras diferentes representan diferencias estadisticamenteicidinéis entre 1os grupos
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Tabla4: Pardmetros metabdlicos y hormonales de anim&eastrol, DAG y DAG+Mee¢n 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;;f;ﬁem"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 estan expresados como la media +.SEMUtilizGANOVAseguido de Newmai#euls's

posttest para la comparacion entre grupos. La significancfadéstica fue definida como p<j.

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

A continuaciénanalizamosi la ingesta de IBAGcausaba alguna alteracicen el ciclo estral.
Estudiamosel numero (n=911) y la duracion de los cicld®=7-9) y encontramos que los
animales DAG tenian ciclos mas cortos que los anin@esol, lo quellevdo a una mayor
cantidad de ciclos totale=n el periodo analizado (p <0Q,vsControl) (Figira25A y B). También
evaluamos la proporcién de tiempo que los ratones pasaron en cada etapa dé€hei@lt).
Los animales DAG pasaron mas dias en losiestatovulatorios diestro y menos dias en los
estadios ovudtorios proestro y estro (p <@ vsControl). La administracion de metformina no

tuvo efecto en niguno de estos parametros (p >08,vs DAG) (Riga 5 GD).

Dado que se sabe que laalteraciones metabdlicas causan alteraciones hormonales,
estudiamos los niveles séricos de H8EB10), LH(n=89), progesteronan=5-9) y estradiol
(n=67). Los animales DAG mostraron nivedéssados de progesterona (p <0Q,vsControl), lo
cual fue revertido por la admistracion de metformina (p <@l vs DAG). No se encontraron

diferencias en los niveles de estradidgHro LH entre los grupos (p 83),(Tablad).
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Figura 25. Efecto dda dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en el ciclo estral.
(A) Numero de ciclos en 14 dias. (B) Duracién del ¢i€Jdiempotranscurrido en las fases geoestro
y estro con respecto al contro(D)Tiempotranscurrido en las fases d@#estro | y Diestro Hon respecto

al control. Los datos se expsan como la media £ SEM. *p < 0,05, **p &10,

Efecto de la dieta alta en grasas y metformipa la expresioérde proteinas esteroidogénicas

Posteriormente, analizamos la expresibn de dos proteinas clave involucradas en la
esteroidogénesis ovérica, StiiR=56)e o1 (h=HBH. Como se ilustra en la i 26A, no

hubo diferenciaen la expresion de StAR (p ®®entre los grupos). Sinemb&rg ol | { 5% f
enzima que convierte la pregnenolona en progesterona, faganen los animales DAG (p <

0,05 vsQontrol), mientras que la metformina redujo estos niveles a valonr@daies al grupo

Gontrol (p > 005 vsControl) (Figira 26 B).

2.5 .
A B 45, —
© 2.04 i [ ]
£ z '
T 1.5- u a 1.04 JL
o L] —— < = A
e ) . - -4
= 1.0 2o + > 1
5 JI 7 * n IA
3 + l‘l _‘_ 5_ 0'5- A
0.5- oo = o *
|
u A
00 T T 1 00 T T T
Control DAG DAG+Met Control DAG DAG+Met
STAR (30 kDa) | 3B-HSD (42 Kda) o e
B actina (42 kDa) [ B8 B8 GAPDH (38 kDa) e

Figura 3. Efecto de la dieta alta en grasas el tratamiento con metformina en las proteinas
esteroidogénicasAndlisis densitométricos de las proteinas (A) SARO . 0 o0l | {5 Sy f A&l |
mediante Western Blot. La densidad de cada banda se normaliz6 a la densidad de las bandas de GAPDH

2 -dctina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina analizada. Los

datos se expresan comoiiaedia + el error estandar de la media (SEM)< 005.
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Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en el desarrollo folicular

Como se muestra en la Figu#d, determiramos el porcentaje destructuras en cada estadio

folicular en secciones histoldgisatefiidas con 8BE (n=89). No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de ninguna estructura folicular entre los gr@wsmbargo,le

porcentaje decuerpos luteos recién formaddsie menor en los animales DAG (p9O®,vs

Gontrol). El tatamiento con metformina aumento este porcentaje a vaksimilares abontrol

(p < 005 vs DAG) (Figu2/ A). Para analizar el impacto de I®AGy la administracion de
metformina en el dafio al ADN, medimos el marcador molecularH (n=5-7). Curiosamente,

f2a NBadzZ iFR2&8 Y2&GNI NRY 1jdz§ t1 SELNB&AsY R
animales DAG comparadmn los animaleg€ontrol (p < 005 vsControl) y que el tratamiento

con metforminarevirtio esta alteracion (p <@5 vs DAG) (Figu27 C).
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Figura 27. Efecto de la dieta alta en grasgsel tratamiento con metformina en el desarrollo folicular

y en el dafio al ADN(A) Porcentaje de cada estructura en secciones ovaricas teflidas con H&E. FP:
Foliculo primario. FPA: Foliculo preantral. FAT: Foliculo antral temprano. FAM: Foliculo antral maduro.

FA: Foliculo atrésico. CLRF: Cueitsmlrecientemente formado. (B) Seones ovaricas representativas
G§S3ARIFaA O2y 139d .| NN} & RS SaoOl f-H28X, eniisadosovatico$ / 0 a |
medido por Western Blot. La densidad de cada banda se normalizé a la densidad de las bandas de
GAPDH. Los paneles inferionegestran bandas representativas de cauateina Los datos se expsan

como la media £ SEM. *p <08,

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

Dado que la calidad delocitodepende en gran medida de un desarrollo vascular adecuado,
evaluamos si el tratamiento con BAGy con metformina afectaa la formacion y estabilidad
del sistema vascular. En primer lugar, estudiataosexpresionde CD34(n=5) (marcador de
células endotkales) Observamos una mayor expresion en el grupo AG0001 vsControl),

lo cual se restakkio en el grupo DAG+Met (p ©0,vs DAG) (Riga 28 A-B).

La expresion de aHactina en células musculares lisas (marcador de periendotelio vascular) fue
ligeramente menor en los animales DAG cuandarsdizOpor inmunohistoquimicgn=56) (p
< 005 vsQontrol) pero no se observaron cambigsiando seanalizy mediante Western blot

(n=56) (Figura 28 GD).

A continuacion estudiamos la expresion de los fage angiogénicomasimportantes.VEGF

se mostré aumentado en el grupo DAGS-8) (p < 005 vsControl), mientras que metformina
revirtid esteefecto(p < 005 vs DAG) (Riga 28 B. Luego, analizamos los niveles de dos factores
angiogeénicos involucradan la estabilidad de los vasos: PEEYR=5)y angiopgetina-2 (n=5

6). PDGB disminuyo en el grupo DAG siiecto de la metformina (p <@ vsControl) (Figira

28 B. El nivel de angiopetina-2 permanecio sin alteraciones entre los gruposuiEigs G.
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Figura 28. Angiogénesis ovarica en los grupos control, DAG y DAG+ginmunotincionde células
endoteliales con anticuerpo ar@D34. 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 histolégicas representativas dermscontrol, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpo
anti-CD34. Se analizaron cuatro secciones por ovario. Las flechas muestran tincidn positiva. Barra de
SaldlftryY pn >YT YIBaAhdiFisAdenisitOmérigh dék Barcadorrenddtelidl COBH.
Inmunotincidn de células periendoteliales con anticuerpo -affé-actina de musculo liso. El grafico
muestra la cuantificacion del area de células periendoteliales en los ovarios de animales de los tres
grupos analizados. Los paneles inferiores muestrani@ees histolégicas representativas de ovarios
control, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpos-afgiactina de musculo liso. Se analizaron
Odzr GNP aSO0A2ySa LN 20FNA2d [lFa FitSOKIFa YdzSail
magnificacion de 60%.(D) Analisis densitométrico del marcador de células periendotelialesaatiaa

de musculo liso(E) Analisis densitométricde VEGF.H) Analisis densitométricde PDGFB Q) Analisis
densitométricode ANGPT2Para Western blots, la densidad de cadadia se normalizé a las bandas

RS D! t 5actina2 Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteina

analizada. Los datos se exgam como la media + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, **pGoQ,

Efecto de la dieta alta en grasasnetformina en ladeposicion de colageno

Analizamosd fibrosis ovaricastudiando la deposicién de las fibras de colageno. Observamos
mediante tincion con PSR (n8hun aumento de la fibrosisen el grupo DAG (p <% vs
Control). Sin embargo, los ovarios de ratones DAG+Met mostraron niveldsmjoasie tincion

con PSRespecto a los ovarios DA < 005 vs DAG) (Figur® 2).
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Figura ®. Deposicién de colagenen los gruposontrol, DAG y DAG+MetDeposicién de colageno
analizada mediante tincion con picrosirigsl (PRS). El grafico muestra el % de &rea 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 flechammtireson
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Efecto de la dieta alta en grasasnetformina en parametros de fertilidad

Para evaluar el efecto de la ingestal@&Gy la administracién de metformina en el rendimiento
reproductivo de los ratones, apareamos hembras con mac&§BL/6 de fertilidad
comprobada. Las hembras DAG requirieron mas gi@rpara lograr la prefiez (p <08, vs
Control), mientras que en el grupo @AMet el tiempdue similar alde los ratonesControl (p

< 0p5 vs DAQ@n=68)(Tabla5). También analizamos el nimero de crias por canfadé

9), que fue nenor en los animales DAG (p 8®ysControl), observando una mejora en el grupo
DAG+Met (p> 0,05 vsControl) (Tablab). No se encontraron cambi@n el peso promedio de
las criagdn=53-83) (p > 005 entre los grupos). Siembargo, el peso total de la camada fue
menoren los animales DAG (p<0B,vsControl), reduccion que se mejoré conddminigracion

de metformina (p> @5 vsControl) (n=67) (Tablab).

Tablab: Fertilidad naturatle animalegControl, 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 + SeMItilizGANOVA seguido de Newmeuls'spost-
test para la comparacidn entre grupos. La significandiadéstica fue definida como p<h. Letras

diferentes represatan diferencias significatiga

Hecto de la dieta alta en grasas y metformina en la calidad ovocitaria v la fertilizamontro

FIV

Pasteriormente, analizamos el efecto de la ingestdal®AGy de metformina en la fertilizacion

in vitro (n=56). Encontramos un menor nimero de ovocitos recuperados egnmsos DAG y
DAG+Met (p < 01 vsControl) (Figira 29 A). Sin embargo, nee encontraron diferencias en el
porcentaje de ovocitos normales y anormales, embriones de dos célulasmadion de

blastocistos (p > 05 entre los grupos) (Rigg 29 B-E).
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Figura 30. Analisis de la calidad ovocitariaensayo de fertilizaciénn 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 recupef@iidorcentaje de

ovocitos normales que alcanzaron la etapa de embriémlads 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 €98,**p < 001.
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DISCUSIN

En los dltimos afiognuchasmujeres sehan vistoafectadas por el consumo de una dieta
occidental, rica en grasas saturadas, carbohidratos refinados y sodio, y pobre en vegetales y
micronutrientes. Esta claro que los efectos de testa de esta dieta no se limitan a trastornos
metabdlicos, sino que también afectan a otros érganos y sistemas, dando lugar a diversas
disfunciones aparentemente no relacionadas. En cuanto a la fertilidad femenina, los factores
de riesgo metabolicos, esplmente 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 DRG
independientemente de la obesidad, afecta la fertilidad femenG2]. A pesar de tod® los
estudios realizados tanto en modelos animales como en mujeres, los mecanismos por los cuales
la ingesta de un®AGafecta la funcion reproductiva no se comprenden completamente. En
este estudio, encontramos que los ratones expuestos al@desde la prepubertad hasta la
adultez, ademas de alteraciones metabdlicas, también presentan parametros anormales de
fertiidad y angiogénesis ovaricda angiogénesis alteragaobablemente sea uno de los
mecanismos involucrados en la disfuncion ovarkdemas, encontramos que la metformina
puede restaurar parcialmente las alteraciones observaddsesanimales

Primero caracterizamos las alteraciones metabdlicas en nuestro modelo experimental de
ratonesalimentados con DAG (45% Kcal grasa) con o sin metfariran@etformina detuvo el
aumento de peso corporal inducido por la administraciéibdesy disminuyo el peso del tejido
adiposo gonadal y mesentérico. El tejido adiposo gonpddicipa en la funcinalidad del

ovario al actuar como un Organo @arino que regula la angiogénesis ovarica y la
foliculogénesis[203,204] alterando el desarrollo folicular y la ovulaciéfor lo tanto, la

reduccion del tejido adiposgonadal podria ser uno de los mecanismos por los cuales
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metforminaregula estos procesos y disminuye los efectos nocivos de la DAG en el ovario.

H ciclo estral se monitored en los grupos experimentales durante 14 dias. Observamos que los
ratones alimenados conDAGtenian 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 efectosgsificativos. Estos resultados son consiges

con estudios previos que utilizaron una dieta simj05] y con otros que alimentaron a los
animales cordietas muy altas en grasaBNIAQ (60% Kcal gras§202,206,207] Nuestros
resultados refuerzan la hipotesis de que cuanto mas tiempo se consume una dieta alta en
grasas, mas afectada se ve ldicidad.

Por otro ladg estudiamos la morfologia ovarica para comprender BiA&afecta el desarrollo
folicular y la formacién de cuerpos luteos. No encontramos diferencias en la proporcion de
ninguna estructura foliculani de foliculos atrésicos. Sin embargo, el porcentaje de cuerpos
luteos recién formados disminuy6 en el grupo DAG. Curiosamente, metformina aumentoé el
porcentaje de cuerpos liteos en animakdénentados con I®DAG Estos resultados sugieren

gue, en nuestranodelo, los foliculos fueron capaces de desarrollargaegla tasa de atresia

no aument después del consumo de la dieta. Sin embargo, no lograernovulados
adecuadamente y el numero de cuerpos luteos dismimegpecto a los animales contr@sto
esconsistente con resultados anteriores obtenidos poneharay col, quienes demostraron

gue los ovarios de ratones obesos tienen menos cuerpos liteos en comparacion con los ovarios
de ratones delgadog08].

A continuacion, analizamoslaédp & A 5y RSt YI NOIFR2NJ RS Rl 32 3Sy
aumentado en el grupo DAGste marcador permite la deteccion de las primeras etapas del
dafio en el ADNR09]. 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 dpoptosis Se ha demostrado que metformina reduce la
apoptosis en células ovéricas en diferentes condiciones, como en céligesdosa lutéicas

de pacientes co®OH210], en modelos de ratas y ratones c8@H211,212] en dafio ovarico
inducido por ciclofosfamida en ratongxl3]y en gallinas ponedoras de edad avanzgda].

Por otro lado, observamos también un aumento de la fibrosis ovarica en los ovarios desraton
alimentados con [&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 cuabesistente

con el informe dd.andryy col, quienesncontraron que este medicamento previene la fibrosis
ovarica asociada con la ed@t0]. En conjunto, estos resultados sugieren que metformina
protege al ovario del dafio en el ADN y de la fibrosis, mejorando como consecuencia la
ovulacion.

A continuacion, 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 luteosEste aumento en la progesterona sérica se correlaciona con el aumento
00 aSNIBI R2 Sy f I Sy IHSH INiveks eleSad® deRppogeStgfdnjuinto @on

la ausencia de cambios en el estradiol se describieron previamente en un modelo de rata con
obesidad alimentadascon unaDMAGdurante 120 o 180 dig216]. Los autores explican que
f2a yA@StSa St S@FIR2a RS Ay adASRghllas déRlad Mfdricas, | dzY S
lo que llevaria a niveles mas altos de progesterona. No encontramos nivetesltoa de

insulina en nuestro modelo, lo que sugiere que otro mecanisodrip estar regulando las
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enzimas esteroidogénicas y, por lo tanto, los niveles de hormonas ovafieagpoco se
encontraron cambios en los niveles de FSH y LH, lo que sugiereaguesgito de progesterona

se debe a alteraciones ovaricgmno aalteraciones en la sefalizacion de gonadotrofinas. Se
necesitan mas estudios padilucidar estos mecanismos.

MSUTF2NNXAY L NB JA NIBD a valbréssimijaressSds Seligrupafobnas! como

la concentracién 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 AMBKL7]. En nuestro modelan vivg metformina podria estar
actuando tanto directamente sobre las célulagiricascomo a través de una mejora en el
estado metabdlico del animal. En ambos casos, metformina mejora la esteroidogénesis ovarica,
lo que podria mejorata ovulacion en un modelo de dieta grasa que presente disfuncion
ovulatoria y esteroidogénica.

Por otro lado, se sabe que los vasos sanguineos estan altamente involucrados en la
remodelacion de los tejidos. Un ejemplo de esto se observa en el crecimintegresion del

tejido adiposo en donde lBormacién de una red de vasos sanguineos es esencial para que los
adipocitosse hipertrofien Se han encontrado niveles elevados de factores proangiogénicos
durante la expansion del tejido adiposo, junto conaumento de las sefiales inflamatorias
[166]. En el ovario, la angiogénesis es un procesacesmente regulado y esencial que permite

la nutricion adecuada y la estimulacion 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 disfunciovarica 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 desregulacién en la formacion de vasos sanguineos después

de laingesta de I&DAG con un mayor niumero 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 VE§SFoearios de
ratones alimentados coBAGtambién sugiere una falta de irrigacion adecuada a los foliculos

en desarrollo En primer lugarYEGF se expresa en respuesta a hipe@sadecircuando las
conceriraciones deoxigenoen un sistema o tejido en particular son bajas, estas son sensadas
por HFMh = ljdzA Sy 3+ GAt et 1+ SELINBa&AsYy RS +9DCZ
[218,219] En segundo lugaporgue niveles altos de VEGF no acompafados por niveles altos
de PDGFBllevan a la formacion de vasos tortuosos, sin células periendoteliales que los
estabilicen,que no son funcionale220]. En relacién a estogsha informado que los ratones
alimentados coruna DMAGnNas fructosa tienen menos vases el ovarig lo que podria estar
relacionado con m aumento en los niveles de-1D0 [203]. En otro estudio, animales
alimentados corDAGdurante 20 semanas tenian menos vasos sanguineos foliculares que
animales alimentados con dietas contfdR1]. En conjunto, estos resultados sugieren que la
angiogeénesis ovarica esta desregulada por la ingesta de la dieta, independientemente de la
cantidad de grasa y la duracion de la admiaisibn de la misma. Esto demuestra que las
alteraciones en los factores angiogénicos y la formacién de vasos sanguineos pueden ser un
proceso clave en la disfuncién ovarica que ocurre después de la ingesta BAGna

Metformina regula la angiogénesis ov@iprincipalmente disminuyendo VEGF y estabilizando

el sistema vasculg67,80,83] En trabajos anteriores en nuestro laboratorigmostramos que
metformina actda directamente sobre las células de granulosa de rata disminuyendo la
expresion de VEGR vitro [67]. En el modelo actual, los ratones que recibieron metformina
tienen menos vasos ovaricos que el grupo Dademas de tener menores niveles ovaricos de
VEGF Probablemente, la disminucion de VEGF fue lo que condujo #&shaindicion en la

formacion de vasos sanguineos. Por otro laamumero 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 madurosincibnales. Se ha descripto que
metformina mejora la angiogénesis ovarica ers€H83,222,223]lo que lleva a una mejora

en los parametros de fertilidad. Por lo tantegriainteresanteestudiar sus efectos sobre la
fertilidad en mujeres con patologias que presentan desregulacion de la angiogénesis ovarica,
como alteraciones metabdlicas y reproductivas debido a la alta ingesta de grasas.

La fertilidad femenina depende de una funcion dearsaludable, donde tanto los factores
locales como los sistémicos pueden infleir losresultados reproductivos. Por lo tant@s
alteraciones ovaricas no siempre se reflejan en una disminucion de la fertilidad, ya que podria
haber mecanismos compensaios que actlen para preservar la reproduccion. Es por esto que
evaluamos si las alteraciones ovaricas observadas en nuestro modek@mndujeron a una
disminucién de la fertilidad. Al aparear los ratones con machos de fertilidad comprobada, las
hembras DAG requirieromas tiempo para lograr la prefiez. También tuvieron menos crias por
camada, en consistencia con el menor nimero de cuerpos lateos observados por histologia
ovérica. Esto también concuerda con estudios previos en los que se administidDMAG
durante 10 semanagesultandoen tasas de prefiez mas bajas y menos crias por camada en
comparaciéon con los animales contf@R4]. En conjunto, estos resultados sugieren que las
alteraciones ovéricas en los animales alimentados@aGdisminuyen el nGmero de ovocitos
ovulados y de crias por camada. Ademas, la ovulacion ocurre después de periodagosas la

lo que conduce a una disminucién de la fertilidad con un aumento en el tiempo para lograr la
prefiez. La administracion de metformina a los ratones alimentados cbA@&disminuyo el
tiempo para lograr la prefiez y restaurd el nimero de crias por daraavalores similares a los

del grupo control. Estos resultados sugieren que metformina podria mejdanto el

metabolismo sistémico como procesos locales del ovaestaurando asi la ovulacion y
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mejorando la fertilidad.

Para evaluar si la induccion da ovulacion puede superar la subfertiidad en ratones
alimentados coDAG superovulamosnimalesde cada grupo experimental, recolectamos sus
ovocitos y realizamos una fecundaciarvitro (FIV). Los ratones DAG ovularon menos ovocitos
gue los ratonesantrol, independientemente del tratamiento con metformina. Este resultado
refuerza el hecho de que la principal anomalia en nuestro model@Adaesta relacionada con

una disminucién de la ovulacién. Sin embargo, la calidad de los ovocitos ovulados c® pare
diferir entre los grupos, ya que estos son fertilizados y crecen de forma similar a los del grupo
control. Estos resultados concuerdan con tuabajo de Hohosy col, quienes utilizaron un
modelo de ratén codMAGdurante 10 semanas y encontraron que, después de la induccion
de la ovulacién, 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 ovulacion, como una
disminucién en la expresion de diferentes genes relacionados con la ruptura del foliculo o
anomalias epigenéticd826]. Nuestros resultados sugieren que, ademas de estos mecanismos,
laDAGaltera la angiogénesis ovarica, sieddaorrecta regulacion de los factores angiogénicos,

un mecanismo esencial para una adecuada ovulacién y formacion de cuerpoq22€éps
Metformina no aumenté el numero de ovocitos ovulados, sugiriendo que, al menos en nuestro
modelo de ratones DAG, la estimulacidon con gonadotrofinas estaria enmascarando cualquier
posible efecto de lanetformina. Es ampliamente conocido que el tratamiento con metformina

en mujeres con SOP aumenta las tasas de ovulacién cuando se combina con citrato de clomifeno
0 gonadotrofinas, asi como reduce el riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovarica y
dismiruye las tasas de aborto espontdnf&6]. En la obsidad y el sindrome metabdlico, el

efecto de metformina en la reproduccion asistida no esta bien establecido. Segun nuestros
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resultados, en un modelo de ratén con ingesta de DG metformina fue util para mejorar

la fertilidad natural pero no mejoro lagsultados reproductivos después de la induccién de la
ovulacion. Estudios adicionales, tanto en modelos animales como en mujeres, serian Utiles para
confirmar estos resultados.

En resumen, los ratones alimentados c®MAG presentaron cambios en el ciclosteal,
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 ovaricgsodrian ser algunos de los mecanismos subytsea estos resultados.
Como consecuencia, las tasas de ovulacion fueronbags en los ratones alimentados con
DAG como se evidencia ela fertilidad natural y luego en la induccién de la ovulacion con
gonadotrofinas. El tratamiento con metforminagré mejorar la angiogénesis ovérica, lo que
llevé a una mejor esteroidogénesis y ovulacion, que a su vez disminuyd el tiempo para lograr la
prefiez y aumento el tamafio de la camada. Sin embargo, metformina no aumento el nimero
de ovocitos recuperados des@s de la induccion con gonadotrofinas.

Concluimos quda 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 estastakraciones ya que mejora la formacion de vasos sanguineos
en el ovario.

Finalmente, estudiar los mecanismos por los cualddA&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 enccondiciones:patologicas
Animalescexpuestom uteroy durante

la lactancia




METMOLOGA

MODELO ANIMAL

Como ya fue descripto en el Capitulo 2 A, lamibrasC57BL/6de 21 dias de edad fueron
separadas en tres grupos. Un grugantrol, un grupo dieta alta en grasas (DAdBijnentacb con
DAGpor 15 semanas y un grufAGtratado conmetforminadurante las Gltimas 4emanasA la
semana 15, las hembrdseron apareadas con machos de fertilidad comprohaatesteniendo el
tratamiento durante toda la prefiez y lactanciandlizada la misma, las crias fueron sexadas,
pesadas y separadas csus madres. Se conservo solo a las hembras, obtenigad@rupos
experimentalesgrupo F1Control, grupo F1 BGYy grupo FIDAG-Met. Durante las 7 semanas
siguientes, se permitié que las criaslde tresgrupos crecieran con disponibilidad libitumde
alimento y bebida, sin ningun tratamiento adicional realiz&®registro el pessemanalmente y
durante los ultimos 14 dias del experimento, sedaitd forma diaria a algunos animales ckeda
grupopara estudiael ciclo estral A las 10 semanas d#da, se realizé una curva de tolerancia a la

glucosa y luego se separ6 a las hembras en dagrgpbs

En el primeo, se anestesid a los animales y se realizé una punciéiiacargara obtener sangre
previo al sacrificio Una vez coagulada y centrifugatlka misma, se obtuvo suero que fue
conservado a80° para su posterior utilizacion. Se extrajo y pesé el tejido adiposo mesentérico y
gonadal, el higado y los ovarios, los cuales fueron limpiados del tejido adherente subyacente y
congelados o fijados eBouin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de

inmunohistoquimica.

134

——
| —



En el segundo sgpoupo los animales fueron puestos en apareo con machos de fertilidad

comprobada. Se estudio el tiempo que demoraron hasta lograr la prefiez, tomando corho dia

aquel en el cual se visualizé el tapon vaginal, resultado dplda: La cantidad de crias obtenidas

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

La figuraB1 muestra un diagrama esquematico del disefio experimental.
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Figura31l. Diagrama esquematico del disefio experimentBIAG: Grupo dieta alta en grasas; DAG+Met:

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

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

TECNICAS

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

El andlisis 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 expuesi2&@ylal tratamiento con
metformina durante la gestacién y lactancia, pesamos a los aegalmomento deacer (n=53
83), al finalizar la lactancip luego una vez por semana durante siete semgna$t12).

Como ya fue descripto en el Capit@la, las crias de los animakestados no mostraron diferencias
en el peso arporal al momento del naciranto (Tabla % (p >0,05 entre grupog. Sin embargo,
finalizada la lactanciésemana 3 de vidagl grupo F1 DAG presentdé mayor peso corporal gjue
grupo F1Control(p < 005 vsF1Control) y queel grupo F1 DAG+Mép < 001 vsF1 DAG+Met)
(Figura 32 A). Luego de cuatro semanas de alimentacion independiente, las diferencias de peso
corporal ente los grupos se pierden (p >06,entre grupos) (Figura 32 A).

Luego de sacrificar a los animales analizamos el tejido adiposo de logsfrism17) y observamos
que las crias de los animales alimentados con DAG pegsenmayor tejido adiposo gonadal y
mesentérico |f < 0001 vsF1 Control) y que este aumento esvertidoa partir del tratamiento de
las madres con metforming < 0001 vsF1DAG+Me) (Figura 32 EC).

Por otro lado, o encontramos diferencias significativasles valores de glucemiaasal (n=55) ni
en la curva de tolerancia la glucosa&ntre grupos 1§=6) (Tabla6) (p>005 vs FXontrol), como asi

tampoco en épeso del higad@-1Control: 099 + 003 g; F1IDAG: 01+ 003g; F1 DAGMet: 0,88

+ 003 g).
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Figura 32 Peso corporal y tejido adiposo dns grupos F1 ControF1DAG y F1 DA®Aet. (A) Ganancia
de peso corporal durante lasete semanas del experimento (B) PBedel tejido adiposo gonadalC)Peso
del tejido adiposo mesentérich.os datos se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM).

*p < 0,05, **p < 0Q1, ***p <0,001, ****p <0,001

Tabla6: Parametros metabdlicogharmonales de ratones F1 ContrbllDAG y F1 DAG+Mata semana
10de 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 med&EM.Para realizar comparaciones entre grupss utilizo
ANOVA segudo de la prueba de Newmakeuls ABC: Area bajo la curva de glucosa. Diferencias

significdivas fuerondefinidas como p<05.

Efectos en el ciclo estrgl en la produccién hormonal

Para estudiar posibles alteraciones en el ciclo estralizamos laitologia vaginal de los animales
durante 14 dias. Si bien no seselovaron cambios en la cantidad del@sctotales(n=812) nien la
duracion de los mismo@=7-12) (p > 005 entre grupos)(Figura33 A-B), el tiempo que pasaban
los animales en cada una de las fases del el812)fue diferente, observando que los animales
expuestos tanto a DAG comdAG ymetformina pasaron mas tiempo en los estadios proestro y
estro (F1DAG:p < 0001vs F1 ControlF1DAG+Metp < 001 vs F1 Contrbly menos tiempo en
los estadios diestrqF1 DAG:p < 0001 vs F1 ControF1 DAG+Met:p < 001 vs F1 Contrl
compardo a las crias de lagmbrascontrol (Figura 33 @).

Si bien no se aervarondiferenciassignificativagen las concentraciones séricaski®l (n=6 o de
LH(n=6-7) (p >005 entre grupo} seencontrouna tendencia al aumento en las concentraciones

de FSH en los dos grupos expuestos a la g/&Gla 6)
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Figura 33 Efecto en el ciclo estral de las crias de madcesitrol o tratadas conDAG y con DAG+Met
(A) Nimero de ciclos en 14 diagB) Duracién de los ciclos. (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 estdndar de la media (3EM

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 histoldgicas tefidag&Eofm+57). No

se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de ninguna estructura folicular entre los
grupos(p > 005 entre grupos)Sin embargo, el porcentaje @eerpos luteofue menor en los
animalesF1DAG (p< @5 vsF1Control) sinobservarse efectos por Exposicién a metformina (p

> 005 vs F1 DAGIigura34 A).
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Figura34. Recuento folicularen los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+A9tPorcentaje de cada
estructura en secciones ovaricas teflidas con H&Eoliculo primario. FPAoliculo preantral. FAToliculo
antral temprano. FAMfoliculo antral maduro. FADlicub atrésico. CLCuerpo Uteo. Las fotografias

muestran imagenes representativas de los ovarios. Paneles superiores: barrade esgala des1lY = | dzY Sy (i

X«

S nn-® tlyStSa AyTSNA2NEBA&Y 100X MaNILas Rubtasié fledhd idicdadS ™ 51 n
foliculos antrales tempranogas flechas indican antrales maduréss signos numeralesdican foliculos

atrésicos; los asteriscos indican cueshgteos. *p < 0,05
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Efecto sobrda densidad vy estabilidad vascular

Con el objetivo de evaluar el estado de la vasculatura en el ovario, medimos por westete blot
ovario total al marcador de células endoteliales Cp3439) y al marcador de periendotelio
vascular,alfa-actinade musculo liso (n=9). No observamos diferencias significativas entre los
grupos experimentalesn ninguno de los dos parametrs> 0,05 entre grupos)Figura 35 /).

A continuacién, estudiamos la expresion de los factamess importantes que regulan la
angiogeénesisSi bien i encontramosdiferencias significativas erlEGRn=7-9) (Figura 35 Chi en
angiopoyetina 2ANGPT2jn=89) (p > 0,05 entre grupo$ (Figura 35 E),el factor angiogénico
PDGFB (n=8) presentd una disminucion significativa en los dos grupos expuestos a I§AG

DAG:p < 005 vsControl; F1 DAG+Mep < 0001 vsControl) (Figura 35 D).
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