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Metformina y fertilidad femenina: efectos en condiciones fisiológicas y 

patológicas provocadas por una dieta alta en grasas 

RESUMEN 

 

Este estudio aborda dos aspectos del hipoglucemiante metformina:  

 

I) Sus efectos en condiciones fisiológicas en la gónada femenina y en la reproducción, como 

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

 

II) Sus acciones mitigantes de los daños causados por una dieta alta en grasas en el ovario y la 

fertilidad femenina, tanto en hembras tratadas de forma directa, como expuestas durante la 

gestación y la lactancia. 

 

I) Metformina en condiciones fisiológicas:  

El hipoglucemiante metformina posee acciones en el sistema reproductor femenino. Sin 

embargo, su mecanismo de acción y si sus efectos podrían ser independientes de la regulación 

metabólica, aún no está esclarecido. En este capítulo se evaluaron las acciones de metformina 

en el ovario y la reproducción en condiciones fisiológicas, sin patologías asociadas, utilizando 

un modelo de ratón. Los resultados revelaron que el tratamiento con metformina tuvo efectos 

a nivel metabólico, disminuyendo el tejido adiposo mesentérico, y a nivel reproductivo, 

modificando el ciclo estral, la síntesis de progesterona y estradiol, la foliculogénesis y la 

angiogénesis ovárica, sin alterar la fertilidad de los animales.  
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Las crías expuestas a la droga durante la gestación y lactancia presentaron menor peso al nacer 

y mayor tejido adiposo gonadal en la adultez. Además, la foliculogénesis y la angiogénesis 

ovárica se vieron alteradas, sin observarse cambios en la fertilidad. La segunda generación de 

los animales tratados presentó mayor peso al nacer.  

Este estudio aporta evidencia de las acciones de metformina en el ovario y la reproducción 

femenina en ratones, brindando información que ayude a reposicionar a esta droga, más allá 

de sus efectos en el metabolismo de la glucosa.  

 

II) Metformina en condiciones patológicas provocadas por una dieta alta en grasas: 

 La reproducción femenina es altamente dependiente de un correcto aporte de energía, 

observando consecuencias en casos de desbalances entre la ingesta y el gasto energético. En 

este capítulo se estudiaron los efectos ováricos y reproductivos de la ingesta de una dieta alta 

en grasas en ratones hembra y del tratamiento con metformina. Los resultados revelaron que 

la dieta alta en grasas provocó importantes alteraciones metabólicas y que, además, a nivel 

reproductivo, modificó el ciclo estral, la ovulación, la síntesis de progesterona, la angiogénesis 

y fibrosis ovárica, el daño genómico y la fertilidad de las hembras. Por su parte, el tratamiento 

con metformina logró mitigar o en muchos casos revertir los efectos negativos provocados por 

la dieta.  

Las crías expuestas a la dieta alta en grasas durante la gestación y lactancia presentaron 

alteraciones en el peso corporal al momento del destete, y mayor tejido adiposo en la adultez. 

Además, el ciclo estral, la ovulación y la angiogénesis ovárica se vieron alteradas. La segunda 

generación de los animales tratados presentó mayor peso al nacer. La exposición a metformina 

junto con la dieta, logró revertir las alteraciones metabólicas y en la fertilidad observadas en las 

crías.  
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Este estudio evidencia las consecuencias negativas de la dieta alta en grasas en la gónada 

femenina y en la reproducción; tanto por la ingesta de forma directa, como por la exposición 

intrauterina y durante la lactancia. También aporta evidencia sobre los efectos benéficos del 

tratamiento con metformina en el sistema reproductor femenino ante condiciones 

metabólicamente patológicas. 

 

PALABRAS CLAVE: 

Ovario; Metformina; Reproducción; Angiogénesis; Dieta alta en grasas; Progenie. 
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Metformin and female fertility: effects on physiological and pathological 
conditions caused by a high fat diet 

 
ABSTRACT 

 

This study addresses two aspects of the hypoglycemic agent metformin: 

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

consequence of drug treatment or intrauterine and lactational exposure. 

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

fertility. 

I) Metformin under physiological conditions: 

The hypoglycemic agent metformin has effects on the female reproductive system. However, 

its mechanism of action and whether these effects could be independent of metabolic 

regulation remain unclear. In this chapter, the effects of metformin on the ovary and 

reproduction under physiological conditions, without associated pathologies, were evaluated 

using a mouse model. The results revealed that metformin treatment had metabolic effects, 

reducing mesenteric adipose tissue, and reproductive effects, altering the estrous cycle, 

progesterone and estradiol synthesis, foliculogenesis, and ovarian angiogenesis, without 

affecting fertility. 

Animals exposed to the drug during gestation and lactation exhibited lower birth weight and 

increased gonadal adipose tissue in adulthood. Additionally, ovarian folliculogenesis and 

ovarian angiogenesis were altered, although no changes in fertility were observed. The second 

generation of treated animals showed higher birth weight. 



 
6 

This study provides evidence of the effects of metformin on the ovary and female reproduction 

in mice, offering information that may help reposition this drug beyond its effects on glucose 

metabolism. 

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

Female reproduction is highly dependent on proper energy supply, with consequences arising 

from imbalances between energy intake and expenditure. In this chapter, the ovarian and 

reproductive effects of a high-fat diet in female mice and the effects of metformin treatment 

were studied. The results revealed that the high-fat diet caused significant metabolic alterations 

and, additionally, modified the estrous cycle, ovulation, progesterone synthesis, angiogenesis, 

ovarian fibrosis, genomic damage, and fertility. Meanwhile, metformin treatment managed to 

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

The offspring exposed to the high-fat diet during gestation and lactation showed alterations in 

body weight at the time of weaning and increased adipose tissue in adulthood. Furthermore, 

the estrous cycle, ovulation, and ovarian angiogenesis were affected. The second generation 

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

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

This study highlights the negative consequences of consuming a high-fat diet on the female 

gonad and reproduction, as well as the beneficial effects of metformin treatment on the female 

reproductive system under metabolically pathological conditions. 

 

KEYWORDS: 

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



 
7 

AGRADECIMIENTOS 

 

La realización de este trabajo de tesis no hubiera sido posible sin la participación, la ayuda, el apoyo y el 

afecto de muchas personas, a quienes en esta instancia quiero agradecer: 

 

A mi directora, Dalhia, por su guía, paciencia y dedicación a lo largo de estos años. Por confiar en 

mí para la realización de un proyecto pensado por ella, cuando todavía era una estudiante inexperta. 

Por ayudarme a evitar que las inseguridades me jueguen una mala pasada. Por expresarme sus 

ganas de seguir trabajando juntas, pero darme la libertad y el apoyo para elegir el camino que yo 

decida. Agradezco su acompañamiento, que fue fundamental para mi crecimiento académico y 

profesional. 

A mi directora adjunta, Fernanda, por abrirme las puertas de su laboratorio. Por su generosidad 

para compartir conocimiento. Por brindarme un espacio de trabajo enriquecedor y motivador, por 

la ayuda ante cualquier inconveniente y por todo el aprendizaje que me llevo de esta experiencia, 

que me permitió terminarla siendo muy distinta a como la empecé.  

A mi consejera de estudios, Cecilia Varone, por la orientación brindada a lo largo de este camino. 

 

A la Universidad de Buenos Aires, por su formación académica de excelencia y por ser durante 

tantos años un espacio de crecimiento intelectual y personal.  

 

Al Instituto de Biología y Medicina Experimental (IByME), por brindarme un entorno de trabajo 

ideal para el desarrollo de mi tesis doctoral. Por encontrar en sus instalaciones los recursos 

necesarios para llevar adelante mi investigación, además de un ambiente de colaboración e 

intercambio.  

 



 
8 

A las fuentes de financiamiento y de becas, Agencia y CONICET, que permitieron la realización de 

este trabajo de investigación y el desarrollo de esta tesis.  

 

A Yamila, con quien arranqué el doctorado a la par, mi compañera de mesada y de tantas charlas. 

Por todo lo que aprendimos y por nuestros hermosos primeros viajes solas, pero juntas. 

 

A Melanie y Mayra, por traer con su llegada tantas risas y diversión al laboratorio. Por ayudarme 

cuando lo necesité y por confiar en mi cuando pude ayudarlas.   

 

A Rocío y Majo, por los almuerzos de todos los días, las charlas y salidas compartidas. 

 

A Noelia, con quien empecé compartiendo un modelo animal, y terminé compartiendo alegrías, 

risas, ideales, profundas charlas y algunas angustias. Por acompañarme en este recorrido y por, sin 

darse cuenta y creyendo que las dos éramos estudiantes, enseñarme tanto. 

 

A todos mis amigos y amigas de la vida, por estar en cada etapa, y por hacerme reír en días 

estresantes.  

 

A mi tía Julia y mi tía Gladys, por alegrarse y felicitarme por cada logro y meta alcanzada; y por la 

compañía afectuosa de siempre. 

 

A mi cuñado, Miguel, por brindarse, ante cualquier circunstancia. Por ser alguien con quien se puede 

contar pase lo que pase, por el cariño y por los muchos años recorridos juntos. 

 

 



 
9 

A Matías, por arreglar con infinita paciencia y ternura lo que no rompió. Por cuidarme tanto y 

acompañarme siempre. Por ser la música, la risa, el abrazo y la calma después de cualquier día 

agitado. Por los hermosos momentos vividos y por todos los que quedan por vivir.  

 

A mi abuela, por recordarme y sonreír al verme cuando todo lo demás ya estaba borroso. Por 

enseñarme que, a veces, el amor es más fuerte que el olvido.  

 

A mi hermana, por caminar juntas la vida, siempre tan cerca, por la escucha atenta y los infinitos 

consejos. Por hacerme tía y por cubrirme en todas las situaciones que me sobrepasan, aunque a ella 

también la sobrepasen. 

 

A mi mamá y mi papá, sin quienes no hubiera logrado llegar a esta instancia. Por enseñarme la 

importancia del estudio y del trabajo como forma de independencia y de libertad. Por haberme 

acompañado y apoyado siempre, por nunca dudar de mis capacidades y alegrarse con cada uno de 

mis logros como si fueran propios. Por ser el sostén en el que siempre sé que puedo apoyarme. Por 

haber trabajado toda su vida en post de que mi hermana y yo no pasemos por lo que ellos pasaron, 

y fundamentalmente por darme siempre tanto amor. Los llevo conmigo en cada paso que doy.  

 

A Juan Martin, por permitirme sentir un amor como ningún otro, y por ser el sol en mis días más 

nublados. 

 

 

Agradezco, finalmente, a todas las personas que apoyan y creen en la educación pública y en el desarrollo 

científico como pilares fundamentales para construir un futuro más justo y equitativo. 

  



 
10 

Dedico esta tesis a mi sobrino, con el deseo de que nunca deje de hacerse preguntas ni de 

mirar la vida con ojos de niño. 

 

 

 

 

 

“La utopía está en el horizonte. Me acerco dos pasos, 

ella se aleja dos pasos. Camino diez pasos y el horizonte 

se desplaza diez pasos más allá. Por mucho que camine, 

nunca la alcanzaré.  

Entonces, ¿para qué sirve la utopía? 

Para eso: sirve para caminar.” 

 

Eduardo Galeano 

 

 

 

 

 

 

 



 
11 

Los resultados presentados en esta Tesis de Doctorado fueron parte de los siguientes 

trabajos científicos publicados en revistas internacionales: 

 

Velazquez C, Herrero Y, Prost K, Bordaquievich M, Neira M, Parborell F, Abramovich D. 

Reproductive outcomes in female mice offspring due to maternal metformin treatment. Life Sci. 

2025 Feb 15;363:123416. doi: 10.1016/j.lfs.2025.123416. Epub 2025 Jan 25. PMID: 39864616. 

 

 

Velazquez C, Bordaquievich M, Herrero Y, Cohen DJ, Bianchi MS, Cuasnicu P, Prost K, Pascuali 

N, Parborell F, Abramovich D. Elucidating metformin action on the ovary and fertility in healthy 

mice. Reproduction. 2024 Sep 21;168(5):e240229. doi: 10.1530/REP-24-0229. PMID: 39133154. 

 

 

Velazquez C, Herrero Y, Bianchi MS, Cohen DJ, Cuasnicu P, Prost K, Marinoni R, Pascuali N, 

Parborell F, Abramovich D. Beneficial effects of metformin on mice female fertility after a high-

fat diet intake. Mol Cell Endocrinol. 2023 Sep 15;575:111995. doi: 10.1016/j.mce.2023.111995. 

Epub 2023 Jun 25. PMID: 37364632.    



 
12 

INDICE 

 

ABREVIATURAS----------------------------------------------------------------------------------------------  15 
 
INTRODUCCIÓN GENERAL--------------------------------------------------------------------------------  17 
 
EL OVARIO--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 17 
 
Foliculogénesis---------------------------------------------------------------------------------------------------------------   18 
Selección del folículo dominante----------------------------------------------------------------------------------------  21 
Atresia folicular--------------------------------------------------------------------------------------------------------------  23 
Ovulación----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------   25 
Luteinización------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  25 
Ciclo ovárico en roedores--------------------------------------------------------------------------------------------------   26 

 
EJE HIPOTALÁMICO-HIPOFISARIO-GONADAL-------------------------------------------------------------------------  28 
 
REPRODUCCIÓN FEMENINA-----------------------------------------------------------------------------------------------  30 
 
ANGIOGÉNESIS---------------------------------------------------------------------------------------------------------------    31 

 
FACTORES ANGIOGÉNICOS------------------------------------------------------------------------------------------------  35 

 
Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)---------------------------------------------------------------  35 
Angiopoyetinas---------------------------------------------------------------------------------------------------------------   36 
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)--------------------------------------------------------------- 37 

 
METFORMINA-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------   38 

 

CAPÍTULO 1----------------------------------------------------------------------------------------------------  42 
 
INTRODUCCIÓN---------------------------------------------------------------------------------------------------------------   43 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS----------------------------------------------------------------------------------------------------- 48 
 

CAPÍTULO 1 A-------------------------------------------------------------------------------------------------- 51 
 
METODOLOGÍA---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 52 
 
Modelo Animal ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 52 
 
Técnicas-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  54 
 
Análisis del ciclo estral------------------------------------------------------------------------------------------------------- 54 
Aislamiento del tejido adiposo--------------------------------------------------------------------------------------------  54 
Estudio de la morfología ovárica------------------------------------------------------------------------------------------ 55 
Tinción con colorante Picrosirius red (PSR) y cuantificación del área fibrótica-------------------------------- 55 
Fertilización in vitro (FIV) y desarrollo temprano de embriones-------------------------------------------------- 56 
Inmunohistoquímica---------------------------------------------------------------------------------------------------------  57 
Western blot-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  58 
Parámetros metabólicos---------------------------------------------------------------------------------------------------- 59 



 
13 

Parámetros hormonales---------------------------------------------------------------------------------------------------- 60 
Análisis estadístico-----------------------------------------------------------------------------------------------------------  60 
 
RESULTADOS------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ - 61 
 
Efectos de metformina sobre parámetros metabólicos------------------------------------------------------------- 61 
Efectos de metformina en el ciclo estral y las hormonas ováricas------------------------------------------------ 64 
Efectos de metformina en la expresión de proteínas esteroidogénicas----------------------------------------- 65 
Efectos de metformina en el desarrollo folicular y la fibrosis ovárica-------------------------------------------  66 
Efectos de metformina en la densidad y estabilidad vascular----------------------------------------------------- 68 
Efectos de metformina en parámetros de fertilidad----------------------------------------------------------------- 70 
Efectos de metformina en la calidad ovocitaria y la fertilización in vitro (FIV)--------------------------------  71 
 
DISCUSIÓN---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  72 
 

CAPÍTULO 1 B-------------------------------------------------------------------------------------------------  77 
 
METODOLOGÍA---------------------------------------------------------------------------------------------------------------  78 
 
Modelo experimental-------------------------------------------------------------------------------------------------------  78 
 
Técnicas------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  79 
 
RESULTADOS-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------   80 
 
Efectos en parámetros metabólicos------------------------------------------------------------------------------------  80 
Efectos en el ciclo estral y en la producción hormonal------------------------------------------------------------  82 
Efectos en el desarrollo folicular y en la expresión de la hormona antimulleriana-------------------------  83 
Efectos en la vasculatura ovárica---------------------------------------------------------------------------------------   85 
Efectos en parámetros de fertilidad------------------------------------------------------------------------------------  87 
 
DISCUSIÓN--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 89 
 

CAPÍTULO 2---------------------------------------------------------------------------------------------------- 97 
 
INTRODUCCIÓN--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 98 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS---------------------------------------------------------------------------------------------------- 104 
 

CAPÍTULO 2 A------------------------------------------------------------------------------------------------ 107 
 
METODOLOGÍA-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 108 
 
Modelo animal--------------------------------------------------------------------------------------------------------------   108 
 
Técnicas----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 110 
 
Parámetros metabólicos-------------------------------------------------------------------------------------------------- 110 
Análisis estadístico---------------------------------------------------------------------------------------------------------  110 
 
RESULTADOS----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  111 
 



 
14 

Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en parámetros metabólicos-------------------------------- 111 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en el ciclo estral y en la producción hormonal-------- 115 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en la expresión de proteínas esteroidogénicas-------  116 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en el desarrollo folicular------------------------------------ 117 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en la densidad y estabilidad vascular-------------------- 118 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en la deposición de colágeno------------------------------ 120 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en parámetros de fertilidad-------------------------------- 122 
Efectos de la dieta alta en grasas y metformina en la calidad ovocitaria y la fertilización in vitro-------123 
 
DISCUSIÓN-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 125 
 

CAPÍTULO 2 B------------------------------------------------------------------------------------------------ 133 
 
METODOLOGÍA-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 134 
 
Modelo animal---------------------------------------------------------------------------------------------------------------  134 
 
Técnicas------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------135 
 
RESULTADOS----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 136 
 
Efectos en parámetros metabólicos-----------------------------------------------------------------------------------  136 
Efectos en el ciclo estral y en la producción hormonal------------------------------------------------------------ 138 
Efectos en el desarrollo folicular---------------------------------------------------------------------------------------- 139 
Efecto sobre la densidad y estabilidad vascular--------------------------------------------------------------------- 141 
Efectos en parámetros de fertilidad------------------------------------------------------------------------------------ 142 
 
DISCUSIÓN-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 144 
 

CONCLUSIÓN FINAL---------------------------------------------------------------------------------------- 153 
 
BIBLIOGRAFÍA-----------------------------------------------------------------------------------------------  154 

 
 
 
 

 

  



 
15 

ABREVIATURAS 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

EL OVARIO 

El ovario de mamíferos es un órgano que tiene como principal función generar, almacenar, 

desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida fetal, como gametas completamente 

competentes para ser fertilizadas y para permitir el desarrollo embrionario (función 

gametogénica). Es además el principal portador de las células secretoras de hormonas 

femeninas que desarrollan y mantienen los caracteres sexuales secundarios de la hembra y 

preparan a los órganos reproductivos accesorios para la preñez y el nacimiento de la cría, 

generando un ambiente propicio para la implantación y desarrollo del cigoto (función 

endócrina) [1]. La función final del ovario es, por lo tanto, permitir la propagación de la especie 

[2]. 

Observando la estructura histológica del ovario es posible diferenciar dos regiones, una corteza 

externa y una médula interna. La médula es la porción central del tejido ovárico. Está 

compuesta por tejido conectivo laxo, dentro del cual se encuentran incorporados los vasos 

sanguíneos, los vasos linfáticos y los nervios. 

La corteza es la capa más externa del ovario. Se ubica por debajo de la túnica albugínea y 

contiene los folículos ováricos, dentro de las cuales los ovocitos se desarrollan hasta alcanzar un 

estado de madurez suficiente para ser ovulados. Los folículos varían en tamaño, dependiendo 

de la etapa de desarrollo en la que se encuentren, proceso conocido como foliculogénesis.  

 

 

 

 

https://www.kenhub.com/es/library/anatomia-es/central-es
https://www.kenhub.com/es/library/anatomia-es/tejido-conectivo-laxo
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Figura 1: Estructura del ovario, desarrollo folicular, ovulación y formación del cuerpo lúteo. Diagrama 

de una sección transversal de ovario mostrando su estructura histológica y los diferentes estadios de 

maduración folicular.  

 

Foliculogénesis 

El proceso de foliculogénesis comprende el crecimiento del folículo ovárico y su pasaje a través 

de los distintos estadios de desarrollo. Antes del nacimiento, las células germinales primordiales 

u ovogonias cesan su división mitótica y comienzan el proceso de meiosis, quedando arrestadas 

en la profase de la primera división meiótica. En ese momento, pasan a denominarse ovocitos 

primarios. Los ovocitos se rodean de una capa única de células foliculares aplanadas llamada 

pregranulosa. Las superficies del ovocito y de las células foliculares envolventes son lisas y están 
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en estrecho contacto. Estos folículos se denominan folículos primordiales y constituyen la 

reserva de folículos en reposo, la cual disminuirá progresivamente durante la vida reproductiva, 

conforme el crecimiento de los folículos se vea activado, lográndose la ovulación o la atresia 

folicular. Al momento del nacimiento, el ovario humano contiene alrededor de 1.000.000 de 

folículos. Para que estos folículos primordiales inicien su crecimiento y desarrollo, es necesaria 

una compleja interacción entre factores estimulatorios e inhibitorios. 

Cuando los folículos primordiales abandonan su estado de quiescencia se convierten en 

folículos primarios, en los cuales la capa única de células de granulosa deja de ser plana para 

pasar a ser cúbica. Esta transición implica ciertas modificaciones citológicas en el ovocito, en las 

células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el ovocito aumenta de 

tamaño, las células de granulosa se dividen mediante el proceso de mitosis, y forman 

posteriormente un epitelio estratificado. Cuando el folículo desarrolla dos o más capas de 

células de granulosa cúbicas rodeando al ovocito pasa a denominarse secundario o preantral. 

Estos folículos poseen una o dos arteriolas conectadas a la red vascular fuera de la lámina basal, 

por lo tanto, el folículo entra en contacto con factores que se encuentran en circulación. En este 

estadio las células de la granulosa adquieren receptores de alta afinidad para la hormona 

folículo estimulante (FSH) y hormonas esteroideas. Simultáneamente se desarrolla alrededor 

del folículo otra capa de células originadas del estroma: las células de la teca. El compartimento 

tecal se diferencia en una capa interna y otra externa, la cual está compuesta por una mayor 

proporción de tejido conectivo. Numerosos vasos pequeños penetran en la teca externa para 

proporcionar un rico plexo capilar a la teca interna. Con el aumento de la vascularización de la 

teca, aumenta la exposición del folículo a factores que circulan por la sangre.. El compartimento 

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

medida que las células teca-intersticiales avanzan en su diferenciación, adquieren receptores 
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para la hormona luteinizante (LH) y la capacidad de sintetizar esteroides. Al aumentar de 

tamaño el folículo, se termina de formar la zona pelúcida, definida como una fina capa acelular 

formada por glicoproteínas, que recubre al ovocito de los mamíferos. Las células de la granulosa 

mantienen contacto con el ovocito a través de proyecciones citoplasmáticas 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 folículo alcanza un diámetro aproximado de 0,2 mm y posee de seis a doce capas de 

células (en humanos), aparecen espacios irregulares, llenos de un líquido claro, entre las células 

de la granulosa. Este líquido, denominado fluido folicular, aumenta en cantidad a medida que 

crece el folículo, provocando que eventualmente los espacios confluyan para constituir una sola 

cavidad denominada antro, lo que marca el comienzo de la fase antral. El compartimento de la 

granulosa del folículo antral presenta un engrosamiento localizado en uno de sus lados, llamado 

cumulus oophorus; sus células se encuentran unidas entre sí y al ovocito mediante uniones 

estrechas. Al desprenderse el ovocito, una o más capas de células del cumulus permanecen 

unidas a él, formando la corona radiata, una envoltura celular laxa que persiste aún después de 

la ovulación. 

La aparición de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre durante la transición 

del folículo antral hacia el folículo preovulatorio, debido a la estimulación de FSH [3]. Los 

folículos 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 administración de 

gonadotrofina coriónica humana (hCG). Desde el momento en que el folículo ha sido 

seleccionado para la ovulación, el mismo comienza a crecer notablemente y las células de la 

granulosa sufren transformaciones morfológicas, tales como el aumento de su volumen [4]. Al 

folículo cuyo destino es la ovulación, se lo denomina folículo dominante [5].  
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Figura 2: Clasificación de los estadíos del desarrollo folicular en ovario. A. Folículo primordial. B. 

Folículo primario. C. Folículo preantral. D. Folículo antral temprano. E. Folículo antral maduro. F. Folículo 

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

 

Selección del folículo dominante  

El reclutamiento cíclico y la selección de los folículos representa un proceso continuo, que 

eventualmente finaliza con la formación de uno o más folículos preovulatorios, cuyo número 

varía en cada especie. En los primeros días del ciclo menstrual en la mujer, aumentan los niveles 

circulantes de FSH. Como consecuencia, una cohorte de folículos antrales escapa de la apoptosis 
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que los llevaría a la atresia folicular. Dentro de este grupo, alrededor de 10 folículos antrales 

crecen más rápido y producen altos niveles de estrógenos e inhibina, seleccionándose entre 

éstos el folículo dominante.  

A pesar de que no se conoce exactamente por qué un folículo emerge como dominante, se 

postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una mayor expresión de 

receptores para esta gonadotrofina. Asociado a este proceso, las grandes concentraciones de 

estradiol (E2) y de factores de crecimiento locales producidos por los folículos en crecimiento, 

ejercen un efecto permisivo, amplificando la acción de la FSH. Sin embargo, el aumento de 

estradiol e inhibina, también ejerce una retroalimentación negativa sobre la liberación de FSH 

a nivel hipotálamo-hipófisis, lo cual evita que otros folículos, menos sensibles a esta hormona, 

sigan desarrollándose [2,6]. 

La disminución de FSH como consecuencia del efecto inhibitorio a nivel hipotalámico-

hipofisario, provoca además un descenso de la actividad de la aromatasa dependiente de FSH 

(enzima que transforma andrógenos a estrógenos). En consecuencia, se encuentra limitada la 

disponibilidad de estrógenos en los folículos menos maduros. Esto lleva a la disminución de la 

proliferación de las células de granulosa y al aumento de las concentraciones de andrógenos, 

que causan una atresia irreversible.  

El folículo dominante posee una sensibilidad única a la FSH, que le permite aumentar la 

proliferación de sus células de granulosa y obtener de esta forma una mayor cantidad de 

receptores para esta gonadotrofina. Además, los folículos seleccionados tienen una mayor 

vasculatura en el compartimento tecal, lo que lleva a una entrada preferencial de FSH. Por lo 

tanto, estos folículos no sólo tienen la ventaja de tener mayor número de receptores para FSH, 

sino que además poseen una gran vasculatura que permite un fácil acceso para esta hormona.  

En la rata, bajo el estímulo de FSH y en presencia de estrógenos, las células expresan receptores 
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para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a valores máximos antes de la 

ovulación [7,8]. El aumento de estrógenos provoca, además, por un mecanismo de 

retroalimentación positiva, la estimulación del pico preovulatorio de LH. Estos procesos, 

actuando en forma sincronizada, permiten la selección de los folículos dominantes hasta llegar 

a la ovulación [2]. Por otro lado, se ha postulado, que el folículo dominante produce también 

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

 

 

Atresia Folicular 

La atresia folicular es uno de los mecanismos característicos en vertebrados mamíferos y no 

mamíferos. En humanos, se calcula que más del 99% de los folículos sufren cambios 

degenerativos durante el normal funcionamiento ovárico. El proceso por el cual los folículos 

son eliminados se denomina atresia. Este fenómeno ocurre por la apoptosis de las células de 

granulosa y del ovocito. La atresia folicular podría significar una ventaja evolutiva, siendo 

seleccionados aquellos folículos que contengan ovocitos saludables para que puedan llegar 

exitosamente a ser ovulados. El tipo celular que evidencia el proceso de apoptosis más 

claramente es el de las células de granulosa. Sin embargo, en algunas especies como cerdos, 

pollo y rata, se ha observado la ocurrencia de este proceso en las células de la teca, aunque de 

forma más tardía [10,11].   
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Figura 3: Microfotografías de folículos atrésicos equinos teñidos con hematoxilina-eosina. A: folículo 

atrésico. B: células de granulosa de un folículo atrésico. Nótese la condensación de la cromatina (flecha 

blanca). C: folículo en estado de atresia avanzada, con restos de proteínas de la zona pelúcida en la zona 

central. D: células de la granulosa desprendidas de un folículo atrésico, se pueden observar cuerpos 

apoptóticos y núcleos picnóticos (flecha negra). E: células tecales de un folículo atrésico avanzado, 

algunas han adquirido característica de tejido conectivo. F: folículo atrésico, con ovocito en 

degeneración. Obsérvese la retracción del citoplasma del oocito (flecha roja). Modificado de Pedersen y 

col. (2003) [12]. 
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Ovulación 

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de estrógenos por sobre el 

umbral, el cual estimula, por un mecanismo de retroalimentación positiva, un pico de 

gonadotrofinas (LH y en menor medida de FSH). El pico de LH es el gatillo para que el folículo 

dominante ovule y origine un cuerpo lúteo en cada ciclo menstrual en humanos (éste no es 

único en el ciclo estral de roedores y otros mamíferos). En este momento la síntesis de E2 

declina considerablemente, mientras que se produce un aumento notable en la producción de 

progesterona (P4) [13]. 

En este proceso también existe un componente mecánico dado por el rápido aumento del 

tamaño folicular. Otro prerrequisito para la ruptura folicular es la digestión proteolítica de la 

pared folicular, para la cual se activan colagenasas que degradan la membrana basal y el tejido 

tecal [14]. 

 Luego de la ovulación, el folículo ovárico se transforma en cuerpo lúteo. Además, el ovocito 

que estaba detenido en profase I, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de metafase II. 

 

Luteinización  

 

El cuerpo lúteo es un órgano endócrino transitorio formado por las células foliculares 

remanentes del folículo que ha sido ovulado (Figura 1). Su principal acción consiste en secretar 

progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la preparación del útero para el 

período de preñez o embarazo y la regulación de las contracciones del oviducto para el 

transporte del óvulo al útero. Por lo tanto, la formación del cuerpo lúteo en mamíferos se 

considera un evento esencial para la supervivencia e implantación del embrión. El 
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establecimiento de un cuerpo lúteo funcional, en los días siguientes a la ovulación, implica 

cambios morfológicos y además una rápida vascularización de las capas celulares que se 

originan de la granulosa y de la teca, fenómeno inducido probablemente por la ruptura de la 

membrana basal que separa a los dos tipos celulares. Estudios recientes, han demostrado que 

el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) cumple un rol importante en el desarrollo 

y mantenimiento de un cuerpo lúteo funcional [15]. En ausencia de embarazo o preñez al final 

de cada ciclo ovárico, o cuando ya no es requerido para el mantenimiento de la placenta, el 

cuerpo lúteo deja de producir progesterona y regresiona en un proceso denominado luteólisis. 

Se ha demostrado que la muerte celular programada o apoptosis está asociada a este proceso 

[16–18]. 

 

Ciclo ovárico en roedores  

Tanto el ratón como la rata de laboratorio son mamíferos no estacionales, de ovulación 

espontánea y poliéstricos. Es decir, el ciclo ovárico ocurre durante todo el año y la ovulación no 

depende del estímulo de la cópula. Por dichas características, sumadas a su fácil reproducción 

y mantenimiento en el bioterio, representan un modelo excelente para el estudio de la fisiología 

ovárica.   

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el año 1900 para describir el período 

durante el cual la hembra está dispuesta a recibir al macho en coito fecundante. Heape 

denominó proestro al período anterior al estro, y se caracteriza por el momento en el cual el 

animal entra en celo. Se puede distinguir mediante un frotis vaginal por la presencia de células 

epiteliales pequeñas, redondas nucleadas, de aspecto y tamaño uniforme, sin observarse 

presencia de neutrófilos [19]. Es el período durante el cual finaliza el desarrollo de los folículos 

y concluye con la ovulación, dando inicio a la fase de estro [19]. El estro se caracteriza por la 
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presencia predominante de células epiteliales queratinizadas anucleadas [20]. En ausencia de 

concepción, el ciclo progresa hacia el metaestro, también conocido como diestro I, que se 

corresponde con el desarrollo inicial de los cuerpos lúteos, los cuales secretan progesterona por 

un breve período de tiempo [19]. El diestro I se caracteriza por la presencia de una combinación 

de células epiteliales anucleadas, células epiteliales queratinizadas y neutrófilos [20]. El período 

siguiente, diestro II, constituye el tiempo durante el cual la secreción ovárica prepara a los 

tejidos reproductivos para la recepción del óvulo fertilizado. En esta fase se observa una 

marcada disminución de células epiteliales anucleadas queratinizadas, con abundante 

presencia de neutrófilos y alguna presencia de células epiteliales redondas al finalizar el estadio 

[20]. En el estadio de diestro II los cuerpos lúteos alcanzan su máxima actividad y el epitelio de 

la vagina se encuentra en su mínimo nivel de desarrollo [19]. Tanto el diestro I como el diestro 

II son fases anovulatorias dentro del ciclo estral. 

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

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

quedar preñada inmediatamente, aumentando su prolificidad. 

 

  

 

 

 

 

Figura 4. Citología vaginal representativa de cada fase del ciclo estral. A) Proestro. B) Estro. C) Diestro 

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

El eje hipotalámico-hipofisario-gonadal (HPG) es un sistema neural y endócrino  

intercomunicante que funciona en la regulación de la fertilidad, permitiendo no solo el correcto 

desarrollo de las gametas, sino también el dimorfismo sexual y funcional y el comportamiento 

sexual. El control de la secreción hormonal sucede a través del mecanismo de 

retroalimentación, en donde se presenta una interrelación entre el hipotálamo y la hipófisis con 

las gónadas, cuya producción hormonal periférica interactúa con el sistema hipotálamo-

hipofisario, regulando a su vez la síntesis y liberación de las hormonas tróficas que afectan a las 

glándulas [22] (Figura 5).  
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Figura 5. Esquematización del eje hipotalámico-hipofisario-gonadal. Se muestran los tres niveles de 

regulación y se esquematiza el mecanismo de retroalimentación, en donde las líneas sólidas indican 

acciones estimulatorias y las punteadas señalan acciones inhibitorias. 

 

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es producida por neuronas secretoras 

ubicadas en los núcleos arcuato y ventromedial en primates. En las células gonadotropas de la 

hipófisis cuenta con un único receptor, el cual induce la secreción de LH y FSH. Para lograr un 

efecto óptimo de GnRH sobre su receptor, el estímulo de la misma debe ser en forma de pulsos, 

logrando que los receptores (de membrana) se sinteticen, aumenten su número y/o se 

desenmascaren volviéndose visibles y mejorando la respuesta (fenómeno conocido como up-

regulation).  Las neuronas GnRH están a su vez bajo el control de esteroides gonadales, 

hormonas hipotalámicas, neurotransmisores y estímulos ambientales y estresores.  

En la hipófisis, entre el 10 y el 15% de las células son gonadotropas, capaces de cosecretar LH y 

FSH, de forma independiente. En la mujer, durante la mayor parte del ciclo los niveles 

circulantes de estas gonadotrofinas son bajos, lo cual regula el desarrollo folicular y la secreción 

de estradiol (durante la fase folicular del ciclo) y de progesterona (durante la fase lútea). La 

secreción basal de LH y FSH está regulada por la retroalimentación negativa ejercida por los 

esteroides ováricos, principalmente estradiol. En cambio, el pico preovulatorio de LH y FSH es 

gatillado por una retroalimentación positiva provocada por este esteroide, que desencadena la 

ovulación y la subsiguiente formación del cuerpo lúteo.  
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REPRODUCCIÓN FEMENINA 

 

La literatura está repleta de numerosos ejemplos del valor de los modelos animales. Los ratones 

se consideran un modelo animal excelente porque son pequeños, manejables, fáciles de criar 

en cautividad y con un ciclo vital rápido. Aunque tanto los humanos como los ratones son 

mamíferos con ovarios, trompas de Falopio, útero y placentación similares, existen varias 

diferencias estructurales y funcionales entre el sistema reproductor femenino de ambas 

especies (Figura 6). En particular, la anatomía macroscópica varía considerablemente, mientras 

que la apariencia histológica y las funciones básicas tienden a ser más similares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

diferencia más notable se observa en el útero bicorne de los ratones. Imagen adaptada de Gerald R 

Cunha y col. Reproductive tract biology: of mice and men [23]. 
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Los ovarios de ratones y humanos son estructuras pares de forma esférica u ovoide 

respectivamente. La principal diferencia anatómica entre ambos radica en que los ovarios de 

los ratones se encuentran dentro de una bolsa elástica transparente, conocida como bursa, 

inmersos en depósitos de grasa que los rodea. La pubertad en los ratones se desencadena 

aproximadamente a las cuatro semanas de vida, mientras que en los humanos sucede 

generalmente entre los diez y trece años. Durante la foliculogénesis varios folículos maduran 

simultáneamente en ambas especies; sin embargo, típicamente solo se libera un óvulo en 

humanos, mientras que en ratones se liberan varios, obteniéndose en promedio camadas de 

entre seis y doce crías. Dado que no se observan grandes diferencias en el proceso de 

maduración y ovulación, los ratones son muy buenos modelos para el estudio de la fertilidad. 

Conforme sucede la ovulación, los ovocitos son captados y transportados por el oviducto (en 

roedores) o las trompas de Falopio (en humanos) hacia el útero. Tanto los oviductos de ratón 

como las trompas de Falopio de humanos están compuestos por una porción intramuscular, un 

istmo, una ampolla, un infundíbulo y un extremo fimbriado.  

En caso de haberse logrado la fecundación, los embriones se desarrollan en el útero, el cual 

tiene una anatomía bicorne en los ratones o con forma de “pera” en los humanos. La duración 

de la gestación es muy distinta entre especies, siendo entre 19 y 21 días en ratones y de 37 a 42 

semanas en humanos.  

 

ANGIOGÉNESIS 

Los procesos mediante los cuales se forman los vasos sanguíneos pueden dividirse en dos: 

vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis ocurre, principalmente, durante el desarrollo 

embrionario y consiste en la diferenciación de células precursoras en células endoteliales [24]. 
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La angiogénesis es el proceso por el cual se forman vasos sanguíneos nuevos a partir de 

vasculatura preexistente [25]. Esta vasculatura es modificada mediante el brote y el crecimiento 

de nuevos vasos para formar finalmente patrones de vasos interconectados característicos de 

los vasos sanguíneos maduros. La vasculatura previamente formada, debe primero 

desestabilizarse para permitir la formación de nuevos vasos sanguíneos que irriguen tejidos 

previamente avasculares. Luego, las células endoteliales proliferan y forman estructuras 

tubulares inmaduras que terminan siendo redes vasculares interconectadas. Esta vasculatura 

nueva debe madurar para ser completamente funcional. Durante la maduración, las nuevas 

células endoteliales se integran y se unen fuertemente a células de soporte (células peri-

endoteliales), como pericitos y células musculares lisas, y a la matriz que rodea el vaso [26]. El 

desenlace de este proceso en una elaborada red vascular permite cubrir las demandas 

nutricionales y funcionales del órgano [27]. 

La angiogénesis ha sido ampliamente estudiada en condiciones patológicas, observando en 

algunos casos una excesiva tasa mitogénica de las células endoteliales (crecimiento tumoral, 

retinopatías, hemangiomas, artritis reumatoidea, fibrosis, etc.) [28–30], y en otros una 

disminución en la angiogénesis normal (retraso en cicatrización de heridas, úlceras varicosas 

crónicas, falta de cicatrización de fracturas) [29]. 

En el adulto, es un proceso infrecuente en condiciones fisiológicas y el endotelio de la mayoría 

de los tejidos es una población estable y de baja tasa mitótica [28], ocurriendo angiogénesis 

principalmente en procesos de reparación de tejidos, como cicatrización de heridas y fracturas 

y de forma fisiológica únicamente en el tracto reproductor femenino, tanto en la placenta 

durante la implantación, como durante los cambios cíclicos que ocurren en los ovarios y el 

endometrio [31]. 

Los tejidos del sistema reproductor femenino adulto presentan una alta tasa mitogénica sólo 
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comparable al crecimiento tumoral [32]. Sin embargo, a diferencia de los procesos tumorales, 

el crecimiento de estos tejidos ocurre en forma limitada y muy ordenada, siendo sostenido por 

el rápido desarrollo de una red vascular. Es así como se observa entonces, que los tejidos con 

mayor tasa de crecimiento están altamente irrigados [32]. 

 

Las células peri-endoteliales, que incluyen células de músculo liso vasculares (VSMC) y pericitos, 

residen en la interfase entre el endotelio y el tejido circundante. Las VSMCs proveen soporte a 

vasos de gran calibre, como las arteriolas, y regulan el flujo sanguíneo a través de su actividad 

contráctil, a pesar de no estar en contacto directo con el endotelio. Por su parte, los pericitos 

son células perivasculares que se asocian a las células endoteliales de la vasculatura. 

Estructuralmente, son células individuales distribuidas a lo largo de los vasos capilares que se 

caracterizan por tener un cuerpo celular que se inserta en la membrana basal y que protruye 

por sobre la pared del capilar [33]. Estas células se contactan con el endotelio a través de zonas 

en las que la membrana basal está interrumpida y que son ricas en uniones comunicantes, 

uniones estrechas y zónulas adherentes [27]. También puede haber interdigitaciones entre 

células endoteliales y pericitos, tal que una célula puede formar una extensión citoplasmática 

dentro de la otra. Este tipo de uniones se denominan complejos “peg and socket” (Figura 7). 

Se han propuesto diversas funciones para las células peri-endoteliales. Por ejemplo, pueden 

censar los requerimientos fisiológicos del tejido, la presencia de estímulos angiogénicos y las 

fuerzas hemodinámicas dentro del vaso; pueden controlar de manera parácrina o por contacto 

célula-célula la proliferación y diferenciación del endotelio; y, por último, al contactar 

numerosas células endoteliales en simultáneo, pueden integrar señales a lo largo del vaso 

sanguíneo [34]. La correcta formación del peri-endotelio es fundamental para el desarrollo de 

un vaso sanguíneo estable y funcional. 

Hasta el momento, se conocen varios marcadores de células endoteliales, como PECAM, Factor 
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de Von Willenbrand (VW) y CD34. También se han hallado marcadores de células peri-

endoteliales, como α-actina de músculo liso (α-SMA), desmina y antígeno de melanoma de alto 

peso molecular (RGS-5). Cabe resaltar que ninguno de estos marcadores es “universal”, ya que 

su expresión varía dependiendo de la especie, del tipo de tejido y del estado de desarrollo [35]. 
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Figura 7: Interacción entre endotelio y células peri-endoteliales. A. Fotografías obtenidas por 

microscopía electrónica de barrido y posteriormente coloreadas digitalmente. i. Pericito rodeando un 

capilar. Pueden observarse los procesos primarios en dirección 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 músculo liso vasculares. B. Micrografía electrónica 

de un capilar fenestrado y su pericito en corte transversal. Obsérvese que las células endoteliales del 

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

 

FACTORES ANGIOGÉNICOS 

Para que el proceso de angiogénesis ocurra de forma adecuada y los nuevos vasos sanguíneos 

generados sean funcionales y estables, debe haber un delicado equilibrio entre factores pro y 

anti-angiogénicos. Cualquier desregulación en éstos, ya sea por exceso o por defecto, puede 

generar un desarrollo vascular defectuoso y, por ende, una deficiente irrigación sanguínea en 

el órgano. Los factores involucrados en este delicado proceso son diversos. Se detallan a 

continuación los principales: 

 

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

El VEGF-A o VEGF es un potente factor mitogénico y estimulante de la migración de las células 

endoteliales. También participa en el mantenimiento estructural y aumenta la permeabilidad 

de capilares y vénulas [33]. La molécula es una glicoproteína homodimérica básica, que se une 

a receptores específicos en las células endoteliales. Este factor pertenece a una familia de 

proteínas compuesta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, y el factor de crecimiento 

placentario (PlGF) [26]. Se sabe que varios tipos celulares, como las células endoteliales, las 

células del músculo liso, fibroblastos, adipocitos y células inmunes sintetizan VEGF y que este 

factor puede actuar tanto de manera autócrina como parácrina [37].  
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La síntesis de este factor está estrictamente regulada en todos los tejidos, debido a que un 

déficit o una sobreexpresión de esta molécula causarían diversas patologías. Esta regulación se 

da a través de diferentes mecanismos y factores, siendo uno de los principales, la tensión de 

oxígeno. Se ha demostrado que la expresión del ARNm para VEGF es inducida bajo condiciones 

de hipoxia ocasionadas en diversas situaciones fisiológicas o patológicas [38]. 

Las hormonas también son importantes reguladoras de la expresión del gen de VEGF. Se ha 

demostrado que la tirotropina (TSH) y la hormona adenocorticotropa (ACTH) inducen la 

expresión de VEGF en líneas celulares de carcinoma tiroideo y en células de la corteza adrenal 

en cultivo [39,40]. Las gonadotrofinas son potentes inductoras de la transcripción de VEGF en 

ovario, tanto in vivo como in vitro [41]. Existen además diversos estudios que ubican a los 

esteroides sexuales como potentes inductores de la expresión de VEGF en tejidos hormono-

sensibles [42–44]. 

Existen tres receptores de VEGF descriptos y son de tipo tirosina quinasa. Se denominan VEGFR-

1 (también llamado FLT-1), VEGFR-2 (también llamado KDR o FLK-1) y VEGFR-3 (también 

llamado FLT-4). El KDR es el principal receptor para VEGF responsable de la angiogénesis, 

mitogénesis y aumento de la permeabilidad vascular observados como respuestas a VEGF. 

Luego de la autofosforilación de este receptor en diversas tirosinas, se observa la fosforilación 

de diversas proteínas transductoras de señales. El receptor KDR además, media los efectos 

antiapoptóticos de VEGF descriptos en células endoteliales [45]. 

 

Angiopoyetinas 

Mientras que el VEGF es el principal iniciador de la angiogénesis, la formación y diferenciación 

de una red vascular madura y funcional requiere de la acción coordinada de varios factores. 

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

El sistema de ANGPTs es crítico para el normal desarrollo, maduración y estabilización de la 

vasculatura en desarrollo [46], así como también para promover la quiescencia e integridad 

estructural de la vasculatura adulta [47]. Las acciones de las ANGPTs son diferentes a las de 

VEGF-A. ANGPT1 actúa en forma coordinada y complementaria al VEGF-A, jugando un papel 

más tardío en el desarrollo vascular. Mientras que la ANGPT1 se expresa ampliamente y en 

forma constitutiva en tejidos adultos normales para cumplir su función estabilizadora de los 

vasos ya formados, ANGPT2 está altamente expresada sólo en sitios con alto grado de 

angiogénesis y en sitios de regresión de la vasculatura. Se postula que ANGPT2 es un factor 

desestabilizante de vasos sanguíneos, permitiendo que otros factores angiogénicos puedan 

ejercer sus efectos [48]. Por lo tanto, la alta expresión de ANGPT2 resulta en la desestabilización 

de los vasos, lo que, en presencia de VEGF-A, conduce a la proliferación de las células 

endoteliales y formación de vasos sanguíneos nuevos. Por el contrario, la alta expresión de 

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

 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 

La familia de factores PDGF juega un papel crítico en la proliferación y desarrollo celular [50–

52]. El PDGF fue el primer factor sérico identificado como factor que estimula la proliferación 

de las células del músculo liso arterial [53] y se sabe que es sintetizado por un amplio rango de 

tipos celulares dentro de los cuales se incluyen plaquetas, fibroblastos, ovocitos y blastocitos 

[54]. La forma biológicamente activa de PDGF es un dímero formado por dos cadenas 

polipeptídicas, unidas por puentes disulfuro [55]. Puede estar presente como homodímero o 

como heterodímero y dependiendo del tipo de dímero formado muestra actividad diferencial. 

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

El PDGF-BB cumple un papel vital en la angiogénesis: la señalización vía su receptor (PDGFR-β) 

es crítica para el reclutamiento de células musculares lisas. Durante la remodelación 

angiogénica, PDGF-BB es expresado por las células endoteliales ubicadas en los ápices de los 

vasos sanguíneos nacientes, lo cual conduce a la proliferación de pericitos y células de músculo 

liso vasculares que expresan PDGFR-β. El PDGF-BB determina también la migración y/o la 

supervivencia de estas células peri-endoteliales a lo largo del endotelio incipiente. Una vez que 

llegaron a destino, los pericitos y células de músculo liso vasculares rodean al endotelio y se 

asocian estrechamente con él. Los factores de supervivencia y anti-proliferativos producidos 

por las células peri-endoteliales estabilizan los vasos nacientes [50–52,56]. El rol de PDGF-BB es 

de gran relevancia porque la gran mayoría de los vasos sanguíneos, sino todos, comienzan como 

tubos endoteliales que luego adquieren un recubrimiento de pericitos o células de músculo liso 

vasculares. Está demostrado que el reclutamiento de células peri-endoteliales es vital para una 

completa funcionalidad del vaso sanguíneo, y que tanto PDGF-BB como PDGFRβ son 

indispensables [49,57,58]. Además de su rol angiogénico, la vía de señalización de PDGF-BB está 

involucrada en el desarrollo de las células de la teca y en la producción de esteroides por parte 

del ovario [59]. En nuestro laboratorio se demostró que la vía de señalización de PDGF-BB es 

además necesaria para un correcto desarrollo folicular en rata [60]. A su vez, la señalización de 

PDGF-BB/ PDGFRβ ha sido reconocida como una de las vías involucradas en foliculogénesis 

temprana, promoviendo la activación del folículo primordial [61–63]. En este sentido, los 

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

 

METFORMINA 

La metformina es una biguanida utilizada como hipoglucemiante oral para el tratamiento de la 
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diabetes tipo 2 (DT2). Se introdujo en el Reino Unido en 1958 para el tratamiento de esta 

patología y, años más tarde, para el tratamiento de pacientes con síndrome de ovario 

poliquístico (SOP) que presentaban hiperglucemia y resistencia a insulina. Sin embargo, los 

efectos de esta droga son variados y exceden ampliamente aquellos relacionados con el 

metabolismo de la glucosa. La metformina es una droga estable que no se metaboliza y se 

excreta por orina (aproximadamente el 90% en 12 horas). Su vida media plasmática es de 

aproximadamente 2 a 6 hs, aunque en otros compartimentos, como en los eritrocitos y en el 

tracto gastrointestinal, es aún mayor, contribuyendo a una vida media más prolongada 

(eliminación de hasta 14 horas) [64]. Se transporta activamente al interior de las células, a través 

de transportadores de cationes orgánicos (OCTs) presentes en distintos tipos celulares. La 

difusión pasiva a través de las membranas celulares está limitada debido a su baja solubilidad 

en los lípidos. Los principales miembros responsables del transporte activo de metformina al 

interior de la célula son el OCT 1, 2 y 3. Estas proteínas se encuentran ampliamente distribuidas 

en los distintos tejidos [65,66]. Se ha observado la presencia de los tres transportadores (OCT1, 

OCT2 y OCT3) en placenta humana y en placenta y fetos de rata. En nuestro laboratorio, 

además, se demostró  la presencia de los tres transportadores en células de granulosa de rata 

y en células del cúmulus humano [67].  

Metformina ejerce sus acciones hipoglucemiantes a través de distintos mecanismos. En el 

hígado inhibe la síntesis de glucosa y de lípidos, en el músculo aumenta la sensibilidad a la 

insulina y en el intestino disminuye la captación de glucosa por parte de los enterocitos [68]. 

Todos estos efectos podrían deberse a la fosforilación y consecuente activación de la proteína 

quinasa activada por AMP- adenosin monofosfato (AMPK) en los distintos tipos celulares. La 

AMPK es una serina-treonina quinasa que actúa como un sensor de energía en las células de los 

mamíferos, capaz de sensar la relación AMP:ATP, siendo activada por un incremento de AMP o 
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una disminución de ATP. Dicha activación bloquea los procesos endergónicos (vía anabólica) y 

activa los procesos exergónicos (vía catabólica), regulando así la homeostasis energética [68]. 

Metformina puede activar de manera directa a la AMPK fosforilando su quinasa o bien de 

manera indirecta inhibiendo al complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y alterando así 

la relación AMP/ATP [69].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Enzima blanco de la metformina: El ejercicio, el estrés, o bien, fármacos como la metformina, 

estimulan un aumento en la relación AMP/ATP y eso conduce a la activación de la enzima AMPK. Esta 

enzima favorece los procesos exergónicos e inhibe los procesos endergónicos. 
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Además de sus efectos en el metabolismo de la glucosa, se ha visto que metformina regula la 

angiogénesis en diferentes sistemas, tanto in vivo como in vitro. Su efecto en la mayoría de los 

casos es la disminución de la misma, principalmente debido a la inhibición de la síntesis de VEGF. 

Este efecto ha sido demostrado en diversos cánceres [70–73], así como también en diabetes, 

obesidad [74,75] y angiogénesis de retina, en donde previene el aumento de microvasos y el 

crecimiento de nuevos vasos sanguíneos [76]. Por el contrario, en ciertas patologías metformina 

actúa promoviendo la angiogénesis, demostrando efectos benéficos en el tratamiento de 

afecciones como accidente cerebrovascular isquémico [77,78] e isquemia de extremidades 

después de una cirugía [79], en un modelo de ratón. En patologías reproductivas que cursan 

con desregulaciones angiogénicas, como PCOS [80], preeclampsia [81] o el síndrome de 

hiperestimulación ovárica (OHSS) [82], metformina ha sido propuesta como un posible 

tratamiento [81,83,84], al actuar como un fármaco regulador de la angiogénesis, capaz de 

aumentarla en condiciones en las que es insuficiente, o disminuirla en casos en donde se 

encuentra exacerbada.   
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CAPÍTULO 1: 

METFORMINA EN 

CONDICIONES FISIOLÓGICAS 
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INTRODUCCIÓN 
 

Metformina ha demostrado beneficios en términos de reducción de peso corporal, efectos 

cardiovasculares y tasas de mortalidad en pacientes con diabetes tipo 2 (DT2) [85], sin embargo, 

el impacto de esta droga va más allá del metabolismo de la glucosa. El uso de metformina en el 

SOP, para tratar el estado de insulinorresistencia y de hiperglucemia característicos de esta 

enfermedad, reveló efectos en el sistema reproductor femenino, entre los cuales se encuentran 

una mejora en la tasa de ovulación, en la tasa de embarazos y en la de nacidos vivos  [86,87].  A 

pesar de estas observaciones, debido a la falta de estudios específicos, el efecto de metformina 

en la fertilidad sigue siendo controvertido. Los metaanálisis disponibles que han evaluado su 

acción en el ovario han mostrado resultados diferentes entre sí. Por esta razón, en el año 2007, 

el grupo de la Sociedad Europea de Reproducción Humana y Embriología/Sociedad Americana 

de Medicina Reproductiva recomendó el uso de metformina en el SOP solo en mujeres con 

alteraciones en el metabolismo de la glucosa y no para la inducción de la ovulación [88]. En los 

últimos años, sin embargo, se han encontrado nuevas evidencias sobre los posibles beneficios 

de metformina en el tratamiento de la fertilidad de pacientes con SOP. Varios trabajos reportan 

que el uso de esta droga conduce a un aumento en las tasas de ovulación y embarazo [89–92]. 

Otros, además, han informado un aumento en las tasas de nacidos vivos en comparación con 

pacientes no tratadas [25–27].  

Los mecanismos a través de los cuales metformina actúa en el sistema reproductor femenino y 

particularmente en el ovario para mejorar la fertilidad, aún siguen siendo una incógnita. Por 

esta razón, en la clínica está indicado su uso solo para mejorar desbalances metabólicos en las 

pacientes, y no para tratar patologías reproductivas, asociadas o no a un estado de 

hiperglucemia.  Además, como la mayoría de los estudios realizados para determinar los efectos 

de la droga hasta el momento han sido bajo condiciones metabólicamente patológicas, los 
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efectos reportados a nivel reproductivo podrían ser indirectos, relacionados con la 

estabilización de moléculas que señalizan en el ovario y en el útero, como por ejemplo insulina.  

Poco se sabe sobre las acciones directas de metformina en el sistema reproductor femenino, y 

menos aún en aquellas patologías independientes del metabolismo de la glucosa.   

Por otra parte, metformina también ha sido propuesta para el tratamiento de la diabetes 

mellitus gestacional (DMG) o la DT2 en el embarazo. La DMG es una condición metabólica que 

se presenta como un estado de hiperglucemia durante el embarazo, en mujeres que no tenían 

diabetes antes de quedar embarazadas. La etiología de la enfermedad radica en la incapacidad 

del páncreas materno de ajustarse al aumento de la demanda de insulina durante el embarazo. 

Normalmente se resuelve después del parto, sin embargo, es esencial detectar y tratar esta 

patología durante el embarazo debido al impacto perjudicial que tiene tanto en la madre como 

en el feto, a corto y a largo plazo. Dentro de las complicaciones que puede provocar durante la 

gestación, se encuentran la presión arterial elevada, la necesidad de una cesárea, preeclampsia 

y dificultades durante el parto [93]. A largo plazo, puede reaparecer en embarazos posteriores 

y aumentar el riesgo de la madre de desarrollar DT2 más adelante en la vida [94,95]. Dentro de 

las estratégicas terapéuticas, se encuentra como primera opción la realización de un cambio en 

el estilo de vida de la paciente, sugiriendo modificaciones en la alimentación, un aumento del 

ejercicio físico y el mantenimiento de un peso corporal adecuado. Si a pesar de estos cambios, 

la condición se sostiene, se procede al uso de medicación, como insulina, glibenclamida o 

metformina. La administración de insulina es el tratamiento de primera línea, por ser una 

molécula natural, ya producida por la madre. Sin embargo, su utilización conlleva el riesgo de 

generar un estado de hipoglucemia, además de ser un tratamiento invasivo y tedioso para la 

paciente al implicar mediciones constantes de los niveles de glucemia que permitan ajustar la 

dosis administrada. Metformina, en cambio, es un hipoglucemiante oral, de fácil 
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administración, con muy pocos efectos adversos, capaz de reducir la producción hepática de 

glucosa por el hígado y de aumentar la sensibilidad a insulina por tejidos periféricos, 

provocando una disminución de la glucemia. Además, es un fármaco económico que no 

requiere cadena de frío, lo que hace que su utilización en pacientes que viven en zonas alejadas 

de centros urbanos o que cuentan con bajos recursos sea más sencilla y accesible. Sin embargo, 

metformina atraviesa placenta, por lo que su administración y mantenimiento durante el 

embarazo para tratar la DMG o DT2 es controversial, ya que poco se sabe sobre los potenciales 

efectos adversos tanto en la madre como en el feto. Por otro lado, en mujeres con DT2 que 

venían tomando metformina, la interrupción del tratamiento debido al embarazo puede 

implicar riesgos para el manejo de la glucemia.  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, podemos observar que la decisión sobre en qué casos 

recomendar la utilización de metformina en la clínica, queda a criterio del médico tratante, 

siendo en algunos casos administrada durante los primeros tres meses de gestación para 

disminuir la ocurrencia de abortos, y luego suspendida por el resto del embarazo. 

Como se mencionó previamente, la droga es capaz de atravesar la placenta alcanzando en el 

feto concentraciones similares a la de la madre [96], principalmente a medida que el embarazo 

avanza. Trabajos previos demostraron su presencia en el cordón umbilical de madres a las que 

se les administró el fármaco durante el embarazo [97,98], lo que indica que es capaz de 

transferirse entre los compartimentos materno-infantil. Esto genera preocupación en relación 

a los posibles efectos adversos en varios órganos y sistemas durante el desarrollo embrionario 

de la descendencia expuesta a la droga.  Sin embargo, los trabajos en donde se estudian los 

efectos en la descendencia a largo plazo son escasos, lo cual limita el uso de metformina 

durante el embarazo, debido a la falta de información en cuanto a su seguridad. 

 Como con toda droga a ser administrada durante la gestación, los primeros estudios que se 
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realizaron analizaron posibles efectos teratogénicos de metformina, evaluando el riesgo de 

anomalías congénitas en los bebes expuestos. En ninguno de estos trabajos se encontró 

evidencia sobre la asociación entre la exposición a la droga y el aumento del riesgo de presentar 

defectos al momento del nacimiento [99,100].   

A continuación, debido a que la principal acción de metformina es sobre el metabolismo, los 

pocos trabajos que estudiaron efectos a largo plazo, se centraron en el análisis de posibles 

alteraciones en parámetros metabólicos de la descendencia, no habiendo hasta el momento 

suficientes antecedentes de estudios reproductivos en la progenie.  Entre estos trabajos, se 

encuentran reportes de mujeres que reciben metformina debido a la presencia de obesidad o 

SOP, en donde no se encontraron cambios en el tamaño de los bebés. Sin embargo, se han 

observado menores pesos de los mismos al nacer [101,102]. Un seguimiento de los hijos de 

madres con SOP tratadas con la droga, reveló que a los 5-10 años, los niños tenían un índice de 

masa corporal más alto, una relación cintura-altura más elevada y que eran más propensos a 

ser obesos [103]. En otro de los estudios, se realizó un seguimiento por dos años de los niños 

de madres con DMG, tratadas con metformina. Los niños, que habían presentado menor peso 

corporal al nacimiento, a los dos años de edad tenían circunferencias mayores de la parte 

superior del brazo, y mayor espesor del bíceps y del pliegue cutáneo subescapular, en 

comparación de los hijos de madres tratadas con insulina. Sin embargo, la masa grasa corporal 

era igual que en los niños expuestos a insulina en el desarrollo. Esto sugiere que, aunque la 

concentración total de grasa es similar en los hijos de madres tratadas con metformina e 

insulina, metformina podría alterar la distribución de la misma [104].  

Si bien el estudio de parámetros metabólicos en la progenie es de vital importancia, 

alteraciones a nivel reproductivo pueden traer consecuencias en la capacidad de la 

descendencia para lograr una gestación exitosa y el nacimiento de un bebe sano. También 
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pueden observarse alteraciones en el perfil hormonal, resultando en la falta de un eje endócrino 

saludable, que conlleve además de efectos en la fertilidad, el desarrollo de patologías más 

severas.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Debido a lo expuesto, se postularon las siguientes hipótesis: 

 

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

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

 

« Metformina regula procesos fundamentales para la funcionalidad ovárica y la reproducción 

de las hembras.  

 

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

descendencia.  

 

 

Para ello se plantearon los siguientes objetivos generales: 

 

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

sobre la funcionalidad ovárica y la reproducción en un modelo fisiológico sin patología 

metabólica asociada.  

 

B. Analizar los efectos de la administración de metformina a madres durante la preñez y la 

lactancia sobre el metabolismo y la reproducción de sus crías hembra.  
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De acuerdo con los objetivos generales, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

 

A. Estudiar en un modelo fisiológico de hembras en edad fértil que reciben metformina:   

• El peso corporal de los animales 

• El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico 

• La concentración sérica de glucosa y su metabolización  

• La concentración sérica de insulina 

• Las concentraciones séricas de progesterona, estradiol y las enzimas ováricas 

involucradas en su síntesis 

• La concentración sérica de FSH y LH 

• El ciclo estral 

• El desarrollo folicular 

• La deposición ovárica de colágeno 

• El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario 

• Los niveles ováricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB 

• La fertilidad natural y la fertilización in vitro 

 

B. Estudiar en las crías de hembras que recibieron metformina durante la preñez y la lactancia:   

 

             • El peso corporal  

• El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico 

• La concentración sérica de glucosa y su metabolización  

• La concentración sérica de progesterona y estradiol  

• La concentración sérica de FSH y LH 
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• El ciclo estral 

• El desarrollo folicular 

• El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario 

• Los niveles ováricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB 

• La fertilidad natural  
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Capítulo 1 A 

Metformina en condiciones fisiológicas:  

 Animales tratados 
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METODOLOGÍA 

MODELO ANIMAL 

El cuidado y alojamiento de los animales se realizó en el Instituto de Biología y Medicina 

Experimental (IByME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitió acceso ad libitum al alimento y 

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

Ratones hembra C57BL/6 (de 14 semanas de edad) fueron divididos aleatoriamente en dos 

grupos. Uno de ellos recibió metformina (300 mg/kg, sc- 202000C, Santa Cruz Biotechnology, 

Inc.) por vía oral, disuelta en el agua de bebida durante 4 semanas (grupo Met). La dosis de 

metformina fue equivalente a la dosis recibida por pacientes, según la conversión propuesta 

por Reagan-Shaw y col, que utiliza el método de normalización de la dosis según la superficie 

corporal [105]. La dosis se ajustó semanalmente para mantenerla constante, de acuerdo al peso 

corporal y al agua ingerida. El otro grupo recibió solo agua (grupo Control). Se monitoreó el 

peso corporal semanalmente. Durante las últimas dos semanas de tratamiento, se 

determinaron los ciclos estrales en un subconjunto de animales de cada grupo y se realizó una 

prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) al final del experimento. Después de 4 semanas de 

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

En el primero, ratones de cada uno de los grupos experimentales que se encontraban en el 

estadio proestro/estro fueron anestesiados y se recolectó sangre por punción directa del 

corazón, previo al sacrificio. Una vez coagulada la sangre y después de la centrifugación, el suero 

obtenido se almacenó a -80ºC. Se aislaron los tejidos adiposos mesentérico y gonadal, y se 

extrajeron los ovarios limpiándolos del tejido adherente. Uno de los ovarios fue congelado, 

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

comprobada. El día 1 de preñez se determinó mediante la detección del tapón vaginal, 

resultado de la cópula. El tratamiento se mantuvo durante toda la preñez. Se registró el número 

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

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

La Figura 10 muestra un diagrama esquemático del diseño experimental. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Diagrama esquemático del diseño experimental. Met: grupo metformina; GTT: Curva de 

tolerancia a la glucosa; FIV: Fertilización in vitro. 
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TÉCNICAS 

 
Análisis del ciclo estral 
 
Durante 14 días consecutivos, se recolectaron secreciones vaginales de cada ratón entre las 

8:00 y las 9:00 a.m.  Se llenó un tip de plástico limpio con 40 μL de solución fisiológica, se 

introdujo en la vagina del animal y se tomó una muestra. A continuación, una gota del fluido 

vaginal resultante se extendió en un portaobjetos de vidrio limpio. El material sin teñir se 

observó bajo un microscopio óptico, pudiendo reconocer tres tipos de células: células epiteliales 

(redondas y nucleadas), células cornificadas (irregulares, sin núcleo) y leucocitos (redondos y 

pequeños) (Figura 4). La proporción entre ellos se utilizó para la determinación de las fases del 

ciclo estral. 

 
Aislamiento del tejido adiposo 
 
Luego del sacrificio, los animales fueron colocados en posición de decúbito dorsal y se procedió 

a la realización de una incisión en la línea media de la zona abdominal. Una vez retirada la piel 

y la pared muscular que recubre los órganos, se dejó al descubierto la cavidad abdominal. Con 

el objetivo de estudiar las diferencias de peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico, se 

aislaron los mismos, definiendo al tejido adiposo gonadal como aquel que rodea a los ovarios, 

útero y vejiga (Figura 11 A); y al tejido adiposo mesentérico como aquel asociado a los intestinos 

(Figura 11 B) [106]. A continuación, se procedió al pesaje del mismo en balanza. . 
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Figura 11: Imágenes representativas de los distintos tipos de tejido adiposo analizados. (A) Tejido 

adiposo gonadal rodeando a los ovarios, útero y vejiga. (B) Tejido adiposo mesentérico rodeando a los 

intestinos. 

 

Estudio de la morfología ovárica 

Los ovarios fueron removidos, fijados en solución Bouin (Biopur) durante 12 horas, y luego 

embebidos en parafina. A continuación, se montaron en portaobjetos de microscopio láminas 

de cinco micrómetros cortadas a intervalos de 50 micrómetros para evitar contar la misma 

estructura dos veces, según el método descripto por Woodruff y col.  [107]. Algunos de estos 

portaobjetos fueron teñidos con Hematoxilina-Eosina (H&E) para poder contar el número de 

estructuras foliculares y de cuerpos lúteos por sección de ovario, mientras que los otros se 

utilizaron para realizar técnicas de inmunohistoquímica. 

Los folículos se clasificaron como primarios (presencia de una sola capa de células de granulosa 

cúbicas), preantrales (dos capas de células de granulosa cúbicas, sin antro), folículos antrales 

tempranos o maduros (con más de dos capas de células de granulosa cúbicas y presencia de 

antro, de acuerdo al tamaño), cuerpos lúteos recién formados y folículos atrésicos. Las 

características morfológicas de los folículos atrésicos incluyen la degeneración y 

desprendimiento de la capa de células de granulosa de la membrana basal, la presencia de 

núcleos picnóticos en este tipo celular y la degeneración del ovocito [108,109]. El porcentaje de 

diferentes estructuras se determinó en 4 secciones ováricas de cada ovario.  

 

Tinción con colorante Picrosirius Red (PSR) y cuantificación del área fibrótica 

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

incubaron durante 40 minutos con una solución de PSR preparada disolviendo Sirius Red F3BA 
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(Direct Red 80, C.I.: 357.82, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en una solución acuosa saturada de 

ácido pícrico (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) al 0,1% p/v. Las láminas se lavaron tres veces en una 

solución de ácido acético glacial al 0,5% y luego se deshidrataron con etanol al 100%. A 

continuación, se procesaron al mismo tiempo para reducir la variación en la intensidad de la 

tinción. Las imágenes de campo claro y de luz polarizada se capturaron utilizando un 

microscopio Olympus, modelo IX83-DSU. El área teñida positivamente del tejido ovárico se 

midió utilizando el protocolo descripto en: https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/stained-

sections/index.html (fecha de acceso: marzo de 2023). Se utilizó ImageJ para cuantificar el área 

de tinción PSR roja positiva. Para evaluar la birrefringencia de la sección ovárica teñida con 

Picrosirius red, se utilizó microscopía de luz polarizada circular en el mismo microscopio 

[110,111]. 

 

Fertilización in vitro (FIV) y desarrollo temprano de embriones 

La fertilización in vitro se realizó según lo descripto previamente [112]. Los espermatozoides 

fueron recuperados realizando una incisión en la cola del epidídimo en 300 μl de medio HTF 

(Irvine Scientific Inc., EE. UU.) suplementado con 0,4% (p/v) de albúmina sérica bovina (Sigma) 

bajo aceite de parafina (Ewe, Sanitas SA, Buenos Aires, Argentina). Se añadieron alícuotas de la 

suspensión a 300 μl de medio fresco para alcanzar una concentración final de 1-10 × 106 

células/ml, y los espermatozoides se incubaron durante 90 min a 37 °C en una atmósfera de 5% 

(v/v) de CO2 en aire. Las hembras de ratón de los diferentes grupos experimentales fueron 

superovuladas mediante una inyección intraperitoneal de eCG (7,5 UI, Syntex, Buenos Aires, 

Argentina) seguida de una inyección intraperitoneal de hCG (5 UI, Syntex) 48 horas después. Los 

complejos cúmulo-ovocitos (CCOs) se recolectaron de los oviductos 13-14 horas después de la 

administración de hCG y se colocaron individualmente en medio HTF bajo aceite. Los CCOs 
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fueron inseminados con una concentración final de 1-5 x 105 células/ml y los gametos se co-

incubaron durante 3 horas a 37 °C en una atmósfera de 5% (v/v) de CO2 en aire. Luego, los 

ovocitos fueron lavados en medio fresco para determinar el número total de ovocitos ovulados 

por hembra, y 15 horas después, se registró el número de embriones de 2 células. Los 

embriones se cultivaron en 50 μl de medio KSOM fresco [113] a 37 °C en una atmósfera de 5% 

(v/v) de CO2 en aire durante 4 días, y se determinó el porcentaje de blastocistos.  

 

Inmunohistoquímica 

Las láminas de tejido fueron desparafinadas en xileno y rehidratadas utilizando lavados 

graduales de etanol. La actividad peroxidasa endógena fue bloqueada con peróxido de 

hidrógeno al 3% en PBS, y la unión no específica fue bloqueada con suero bovino al 2% durante 

20 minutos. Las secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonales de ratón anti-α-

actina de células musculares lisas (Ab18147, 1:100; Abcam, Inc.) o de conejo anti-CD34 

(sc74499, 1:100; Santa Cruz) o anti-AMH (Ab24542; 1:200; Abcam, Inc) durante la noche a 4 °C. 

Después de los lavados, los cortes fueron incubados con anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón 

o de conejo biotinilados (BA-9200; Vectorlabs) y luego con complejo de peroxidasa conjugada 

a biotina-avidina (sistema Vectastain ABC; Vector Laboratories) durante 30 minutos. La 

expresión de proteínas se visualizó utilizando tinción con diaminobencidina (catálogo 

11718096001; Roche). La reacción se detuvo con agua destilada, y luego los cortes se tiñeron 

con hematoxilina y se deshidrataron antes de montarse con medio de montaje (Canada Balsam 

Synthetic; Biopack). La tinción marrón se consideró positiva. 

 Las imágenes se digitalizaron utilizando una cámara (Nikon) montada en un microscopio de luz 

convencional (Nikon). Finalmente, las imágenes se convirtieron al formato TIFF (escala de nivel 

de gris) para su análisis.  
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Para la cuantificación de las áreas endoteliales y periendoteliales de los vasos se utilizó el 

programa Image Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics). Las áreas fueron determinadas en 4 

secciones por ovario. Solo se tomaron en cuenta folículos y estroma para el conteo entre 

grupos. Las microfotografías fueron analizadas por un observador ciego al tipo de tratamiento.  

Se consideraron como folículos AMH positivos aquellos que tenían un 80% de las células de la 

granulosa marcadas. Para el conteo no se tuvieron en cuenta los cuerpos lúteos ni los folículos 

atrésicos.  

 

Western blot  

Los ovarios fueron congelados a -80 °C hasta la extracción de proteínas y luego resuspendidos 

en buffer lisis (20 mM Tris-HCl [pH = 8], 137 mM NaCl, 1% Nonidet- P40 y 10% glicerol) 

suplementado con inhibidores de proteasas (0.5 mM fenilmetilsulfonil fluoruro, 0.025 mM N-

CBZ-L-fenilalanina clorometil cetona, 0.025 mM N-p-tosil-lisina clorometil cetona y 0.025 mM 

L-1-tosilamida-2-fenil-etilclorometil cetona) e inhibidores de fosfatasa (25 mM fluoruro de 

sodio, 0.2 mM ortovanadato de sodio y 10 mM glicerofosfato). Los lisados fueron 

homogeneizados con un homogeneizador Ultra-Turrax (IKA-Werke GmbH & Co). Las muestras 

fueron centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 10,000×g y el sobrenadante resultante fue 

almacenado. La concentración de proteínas se midió utilizando el ensayo de Bradford 

(Bradford, 1976). Después de hervir durante 5 min, se sembraron 20 μg de proteína en un gel 

de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 10%-12%, y la electroforesis se realizó a 150 V 

durante 1.5 h. Las proteínas resultantes fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 

durante 2 hs. La membrana fue preincubada con un buffer de bloqueo (2% BSA y 0.1% en 

solución salina tamponada con Tris 20 mM [4 mM Tris-HCl y 100 mM NaCl; pH 8]) durante 1 h 

a temperatura ambiente e incubada con los anticuerpos primarios apropiados: StAR (sc25806, 
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1:1000; Santa Cruz); CD34 (sc74499, 1:100; Santa Cruz); anticuerpo monoclonal anti- α-actina 

de células musculares lisas (Ab, 18147, 1:1000; Abcam, Inc); γH2AX (ab26350, 1:1000; Abcam); 

3β HSD (sc515120, 1:500; Santa Cruz); VEGF (ab46154, 1:500; Abcam); PDGFB (LS-C331340, 

1:500; LSBio), Angiopoyetina-2 (ab155106, 1:500, abcam), GAPDH (14c10, 1:5000, Cell 

Signaling); β-Actina (sc1616, 1:5000, Santa Cruz); Aromatasa (LS-C801343, 1:500, LS Bio), en 

0.1% Tween 20 en solución salina en Tris 20 mM [4 mM Tris-HCl y 100 mM NaCl; pH 8]) durante 

la noche a 4 °C. Al día siguiente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios 

anti-conejo (PI-1000, 1:1000; Vector Laboratories) o anti-ratón (HAF007, 1:1000; R&D Systems) 

conjugados con peroxidasa. Por último, la detección fue realizada por quimioluminiscencia con 

un equipo G-box (GeneSnap Versión 7.12.01). Los niveles de proteína fueron analizados por 

densitometría utilizando Scion Image for Windows (Scion Corporation, Worman’s Mill, CT, USA). 

Las bandas de β-actina o GAPDH se utilizaron como control interno. Los datos de densidad 

óptica se expresan en unidades arbitrarias ± SEM. 

 

Parámetros metabólicos 

La glucemia se midió utilizando un medidor de glucosa OneTouch Ultramini (Lifescan) a partir 

de sangre de la cola de los animales después de 6 horas de ayuno. Para el análisis de la Prueba 

de Tolerancia a la Glucosa (GTT, por sus siglas en inglés), se midió la glucemia basal y luego se 

administró una inyección intraperitoneal de 2 g de glucosa/kg a los ratones. Se realizaron 

mediciones adicionales después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos y luego se calculó el área bajo 

la curva. 

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

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

La progesterona y el estradiol en suero se cuantificaron utilizando un kit de inmunoensayo 

quimioluminiscente in vitro (MAGLUMI; Snibe Diagnostic) y el analizador de inmunoensayo 

quimioluminiscente totalmente automático de la serie MAGLUMI, de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. 

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

respectivamente) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software estadístico Prism v6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se expresaron como la media ± SEM. La normalidad 

se probó con una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Luego, las diferencias significativas se 

analizaron con un T-test no pareado o con la prueba de Mann-Whitney, según la normalidad. 

La significancia estadística se definió como p < 0,05.
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RESULTADOS 

 

Efecto de metformina sobre parámetros metabólicos 

Para caracterizar los efectos de la administración de metformina sobre el metabolismo, se 

realizaron las mediciones semanales del peso corporal de los animales (n=17-23). No se 

observaron diferencias significativas en el peso corporal en comparación con los animales 

control (Figura 11 A). Después de la eutanasia, observamos que el tejido adiposo mesentérico 

se redujo en el grupo metformina (p < 0,001) (n=12), sin diferencias en el tejido adiposo gonadal 

(p > 0,05) (Figura 11 B-C) (n=12-13). 

Se estudió la glucemia basal y su metabolización mediante una Prueba de Tolerancia a la 

Glucosa (GTT) (n=6-8). No se encontraron diferencias en los niveles basales de glucosa en sangre 

ni en el área bajo la curva de glucosa entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 1). Los animales tratados 

con metformina también presentaron niveles de insulina similares al grupo control (p > 0,05) 

(Tabla 1) (n=6-7). 
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Figura 11. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos control y metformina. (A) Curva de peso 

corporal durante las 4 semanas del tratamiento con metformina. (B) Peso del tejido adiposo 

mesentérico. (C) Peso del tejido adiposo gonadal. Los datos se expresan como la media ± el error 

estándar de la media (SEM). ***p <0,001. 
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Tabla 1: Parámetros metabólicos y hormonales de ratones control y metformina al finalizar 

el experimento. 

  

Los datos están expresados como la media ± SEM. Se utilizó T-test para realizar comparaciones entre 

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

A continuación, nuestro objetivo fue analizar si el tratamiento con metformina causaba alguna 

alteración en el ciclo estral. Analizamos el número (n=11-14) y la duración de los ciclos (n=7-11) 

y encontramos que los animales tratados tuvieron ciclos más cortos que los de los animales 

control, lo que llevó a un mayor número total de ciclos en el período analizado (p < 0,01) (Figura 

12 A-B). No se encontraron diferencias en la proporción de tiempo que los animales pasaron en 

cada etapa del ciclo (n=11-20) (Figura 12 C-D). 

Para estudiar si el tratamiento con metformina podría alterar la producción hormonal, medimos 

los niveles séricos de FSH (n=9-10), LH (n=9), progesterona (n=6-10) y estradiol (n=5-6). Los 

animales tratados con metformina mostraron concentraciones elevadas de estradiol (p < 0,05) 

y concentraciones reducidas de progesterona (p < 0,05) (Tabla 1). 

No se encontraron diferencias en los niveles de FSH o LH entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 1). 
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Figura 12. Efecto del tratamiento con metformina en el ciclo estral. (A) Duración de los ciclos. (B) 

Número de ciclos en 14 días. (C) Tiempo transcurrido en las fases Proestro y Estro en relación con el 

grupo control. (D) Tiempo transcurrido en las fases Diestro I y Diestro II en relación con el grupo control. 

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

 

Efecto de metformina en la expresión de proteínas esteroidogénicas 

Dado que la producción de estradiol y progesterona se vio alterada, analizamos la 

concentración ovárica de las proteínas StAR (n=5-6), 3βHSD (n=5-6) y aromatasa (n=5-6). 

Encontramos que los niveles de StAR (p < 0,01) y 3βHSD (p < 0,05) se encontraban disminuidos, 

y que los niveles de aromatasa se encontraban aumentados en los animales tratados con 

metformina en comparación con los animales control (p < 0,05) (Figura 13 A-C). 
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Figura 13. Expresión de proteínas esteroidogénicas en los grupos control y metformina. (A) StAR. 

(B) 3βHSD. (C) Aromatasa. La densidad de cada banda se normalizó a las bandas de GAPDH. Los paneles 

inferiores muestran bandas representativas de cada proteína analizada. Los datos se expresan como la 

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

 

Efecto de metformina en el desarrollo folicular y la fibrosis ovárica 

Como se muestra en la Figura 14 A, determinamos el porcentaje de estructuras en cada estadio 

folicular en secciones histológicas teñidas con Hematoxilina-Eosina (n=6-9). Metformina 

disminuyó el porcentaje de folículos primarios y aumentó el porcentaje de folículos preantrales 

en comparación con el grupo control (p < 0,05). No se encontraron diferencias significativas en 

el porcentaje de otros estadios foliculares (p > 0,05). El número total de estructuras permaneció 

inalterado entre los grupos (Control: 48,67 ± 6,28 ; Met: 52,50 ± 7,34) (p > 0,05). 

Dado que la fibrosis puede alterar la arquitectura y la función del tejido ovárico, utilizamos 

Picrosirius Red (PSR) para evaluar el posible efecto de metformina (n=5-6). La fibrosis ovárica 

medida mediante tinción con PSR fue similar entre los grupos (p > 0,05) (Figura 14 B). 
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Figura 14. Efecto del tratamiento con metformina en el desarrollo folicular y la fibrosis ovárica. (A) 

Porcentaje de cada estructura en secciones ováricas teñidas con H&E. FP: Folículo primario. FPA: Folículo 

preantral. FAT: Folículo antral temprano. FAM: Folículo antral maduro. FA: Folículo atrésico. CLRF: 

Cuerpo lúteo recientemente formado. Barra de escala, 100 μm. *p < 0,05. (B) Deposición de colágeno 

analizada mediante PSR. El gráfico muestra el % de área teñida. Los paneles de la derecha muestran 

imágenes representativas de PSR en campo claro (arriba) y microscopía de luz polarizada (abajo) de 

ambos grupos experimentales. Las cabezas de flecha muestran tinción positiva con PSR. Barra de escala: 

50 μm; magnificación 600X. 
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Efecto de metformina en la densidad y estabilidad vascular 

Considerando que la calidad del ovocito depende en gran medida de un desarrollo vascular 

adecuado, evaluamos si el tratamiento con metformina afectaba la formación y estabilidad del 

sistema vascular. En primer lugar, analizamos por inmunohistoquímica las proteínas CD34 (n=5-

6) y α-SMA (n=5-6), marcadores de células endoteliales y periendoteliales vasculares (pericitos 

y células musculares lisas), respectivamente. Observamos que los ratones tratados con 

metformina tenían una menor expresión de CD34 en comparación con los ratones control (p < 

0,001) (Figura 15 B), y que, además, metformina disminuyó las células α‐SMA positivas en el 

ovario (p < 0,05) (Figura 15 D). Estos resultados fueron corroborados, en ambos casos, mediante 

western blot (n=5-6) (p < 0,05) (Figura 15 A y C). Luego, estudiamos el principal factor 

angiogénico: VEGF (n=6). La expresión de la proteína VEGF fue menor en el grupo metformina 

(p < 0,01) (Figura 15 E). Por último, analizamos los niveles de dos factores angiogénicos 

involucrados en la estabilidad de los vasos sanguíneos: PDGF-B (n=5-6) (Figura 15 F) y 

angiopoyetina-2 (ANGPT-2) (n=5) (Figura 15 G). El tratamiento con metformina redujo la 

expresión de ambas proteínas (p < 0,05). 
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Figura 15. Angiogénesis ovárica en los grupos control y metformina. (A) CD34. (B) Inmunotinción de 

células endoteliales con anticuerpo anti-CD34. (C) SMC-α-actina. (D) Inmunotinción de células 

periendoteliales con anticuerpo SMC-α-actina. Para las inmunohistoquímicas, se analizaron cuatro 

secciones por ovario. Las fotos muestran secciones histológicas representativas de los ovarios. Barra de 

escala: 50 μm; magnificación 600X. Las cabezas de flecha muestran inmunotinción positiva. (E) VEGF. (F) 

PDGFB. (G) ANGPT2. Para los western blots, la densidad de cada banda se normalizó a las bandas de 

GAPDH o β-Actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteína analizada. 

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

Para evaluar el efecto de la administración de metformina en el rendimiento reproductivo de 

los ratones, apareamos hembras con machos C57BL/6 de fertilidad comprobada. No se 

encontraron cambios en el tiempo que demoraron los animales en lograr la preñez (n=6-8) ni 

en el número de crías por camada (n=6-9) (p > 0,05) (Figura 16 A-B). Sin embargo, las crías de 

animales tratados con metformina mostraron un menor peso al nacer (n=40-80)  

(p < 0,001) (Figura 16 C). La duración de la preñez no cambió entre los grupos. 

 

Figura 16. Efecto del tratamiento con metformina sobre la fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr 

preñez. (B) Número de crías por camada. (C) Peso de las crías. Los datos se expresan como la media ± el 

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

Por último, analizamos el efecto de metformina en la fertilización in vitro. No se encontraron 

diferencias en el número de ovocitos recuperados, el porcentaje de ovocitos normales y 

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

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos están expresados como la media ± SEM. Se utilizó T-test para realizar comparaciones entre 

grupos. El porcentaje de ovocitos normales fue calculado sobre la cantidad de ovocitos recuperados. El 

porcentaje de embriones de dos células fue calculado sobre la cantidad de ovocitos normales. El 

porcentaje de blastocistos fue calculado sobre la cantidad de embriones de dos células. Diferencias 

significativas fueron definidas como p<0,05.
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                                                              DISCUSIÓN 

La gestión de la fertilidad en patologías metabólicas en mujeres, como el síndrome de ovario 

poliquístico (SOP), plantea un desafío médico significativo. La metformina, un fármaco 

hipoglucemiante ampliamente utilizado, ha surgido en los últimos años como un tratamiento 

para las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en mujeres con SOP, lo que resulta en una 

mejora en la fertilidad y la glucemia [86]. Así, el uso de metformina para mejorar la fertilidad 

en mujeres en patologías como SOP, obesidad o DT2 ha comenzado a considerarse. Los posibles 

beneficios para la fertilidad podrían derivar no solo de un perfil metabólico mejorado, sino 

también de otros efectos de la droga en el tracto reproductivo. Investigaciones previas, 

incluidas las nuestras, han demostrado que metformina puede actuar directamente sobre las 

células ováricas, activando AMPK [67,114–116]. Además, regula la expresión de VEGF en células 

de la granulosa in vitro [67]. Sin embargo, los estudios in vivo que evalúan los efectos de la 

metformina en el ovario, independientemente de los efectos metabólicos y sistémicos, son 

escasos. Nuestro estudio revela que metformina puede influir en la función ovárica, afectando 

el ciclo estral, el desarrollo folicular, la esteroidogénesis y la angiogénesis en ratones sanos. Sin 

embargo, la administración de metformina no alteró la fertilidad natural ni la ovulación inducida 

hormonalmente. 

Primero analizamos parámetros metabólicos en ambos grupos de animales para evaluar 

posibles acciones metabólicas de metformina en ratones no hiperglucémicos. Aunque este 

medicamento no afectó el peso corporal, la glucosa en sangre en ayunas, la prueba de 

tolerancia a la glucosa o los niveles de insulina, sí redujo el tejido adiposo mesentérico en 

comparación con los ratones no tratados, lo que indica la capacidad de metformina de mitigar 

la deposición de tejido adiposo incluso en animales sin anomalías metabólicas. Esto concuerda 

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

El ciclo ovárico refleja la capacidad de las hembras para alternar entre una fase receptiva y una 

no receptiva, permitiendo el logro de la preñez después del apareamiento. Los animales que 

recibieron metformina, a pesar de tener ciclos más cortos, pasaron el mismo porcentaje de 

tiempo en las etapas ovulatorias y anovulatorias que los animales no tratados. Dado que el ciclo 

estral está regulado por hormonas hipofisarias y ováricas, evaluamos si estas moléculas estaban 

involucradas en los cambios observados. No hubo variaciones significativas en los niveles 

séricos de gonadotrofinas entre los grupos. Sin embargo, metformina aumentó los niveles 

séricos de estradiol y disminuyó los niveles de progesterona. Este cambio hormonal no afectó 

el porcentaje de cuerpos lúteos, lo cual sugiere que la disminución de progesterona se debe 

más probablemente a una menor síntesis, que a una disminución en la ovulación o en la 

formación de cuerpos lúteos. Al analizar las proteínas esteroidogénicas encontramos una 

disminución en StAR y 3β-HSD en los ovarios de ratones tratados con metformina, 

correlacionando con la reducción de los niveles séricos de progesterona, y un aumento de 

aromatasa, lo cual explicaría las mayores concentraciones de estradiol en sangre. En conjunto, 

estos resultados podrían indicar que metformina actúa sobre las células ováricas, afectando la 

producción de hormonas esteroideas e induciendo modificaciones en el ciclo estral, 

independientemente de la presencia de disfunción metabólica sistémica. Es probable que 

metformina, al menos a esta dosis y duración del tratamiento, no tenga efectos en la hipófisis 

con respecto a la secreción de gonadotrofinas. 

A continuación, realizamos estudios histológicos en el ovario y encontramos que metformina 

induce cambios en el desarrollo folicular temprano. Los animales tratados con metformina 

mostraron un menor porcentaje de folículos primarios y un mayor porcentaje de preantrales, 

sugiriendo una promoción del crecimiento de folículos primarios al estadio secundario. La 
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regulación del desarrollo folicular temprano involucra una compleja interacción de factores 

endócrinos, parácrinos y autócrinos, lo que motiva una mayor investigación sobre los 

mecanismos reguladores de metformina. Contrariamente, el tratamiento con la droga no afecta 

los estadios antrales de la foliculogénesis, la atresia ni el porcentaje de cuerpos lúteos. Estos 

estadios, a diferencia de los estadios tempranos de la foliculogénesis, están regulados 

principalmente por gonadotrofinas. Dado que los niveles de gonadotrofinas son similares entre 

los animales de ambos grupos, es esperable que la proporción de folículos cuyo crecimiento 

depende de éstas, se vea inalterada. 

Si bien metformina muestra eficacia en la prevención de la fibrosis [120], no afecta la fibrosis 

ovárica en ovarios sanos, indicando que la inflamación en el órgano no se ve afectada por el 

tratamiento con la droga.  

Por otra parte, como se mencionó anteriormente, metformina tiene muchos efectos bien 

probados sobre la angiogénesis en diferentes sistemas, tanto in vivo como in vitro [67,80,121–

124]. En el presente trabajo, encontramos una reducción en la angiogénesis en los ovarios 

después del tratamiento in vivo con metformina, incluso en ausencia de condiciones 

patológicas; y una disminución en los factores angiogénicos relacionados al endotelio y 

periendotelio, VEGF, PDGFB y ANGPT2. Anteriormente, en nuestro laboratorio, comprobamos 

que en un modelo de rata con SOP metformina pudo revertir el aumento en la angiogénesis 

ovárica [83], además de disminuir la expresión de VEGF en un cultivo celular primario de 

granulosa de rata [67]. En este trabajo, corroboramos este último hallazgo, utilizando un 

modelo de ratones in vivo de animales saludables. Coincidentemente, estudios previos 

encontraron que metformina fue capaz de revertir el aumento en la angiogénesis en diferentes 

tipos de cáncer [125–128], así como en modelos animales de obesidad [75] y angiogénesis 

retiniana anormal [76]. En este modelo encontramos que el tratamiento con la droga disminuye 
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la angiogénesis en un contexto ovárico saludable, a diferencia de otros procesos, como la 

fibrosis, la foliculogénesis tardía o la ovulación, donde metformina tiene efectos principalmente 

frente a una alteración [83,129,130]. Teniendo en cuenta nuestros resultados, sería interesante 

realizar estudios adicionales en mujeres para determinar si metformina puede reducir la 

angiogénesis ovárica, de modo de poder aprovechar este efecto en patologías con un 

crecimiento excesivo de vasos sanguíneos, como SOP, OHSS o cáncer. 

En cuanto a la fertilidad, metformina no tuvo efectos ni en la fertilidad natural ni en la ovulación 

inducida hormonalmente. Al realizar la inducción de la ovulación seguida de fertilización in vitro 

en hembras de ambos grupos experimentales, no se observaron alteraciones en ninguno de los 

parámetros medidos. Por otro lado, cuando apareamos las hembras sin estimular con machos 

de fertilidad comprobada, encontramos que el tiempo hasta lograr la preñez y el número de 

crías por camada no cambiaron entre los grupos. Sin embargo, las crías presentaron un menor 

peso al nacer cuando las madres recibieron el tratamiento con metformina antes y durante la 

preñez. En los últimos años, metformina comenzó a proponerse como tratamiento para las 

mujeres embarazadas con patologías relacionadas al metabolismo de la glucosa, como la DT2 o 

la DMG. Sin embargo, la seguridad de metformina, especialmente en relación con los efectos a 

largo plazo en la descendencia, sigue sin estar completamente demostrada. En trabajos previos, 

se evaluó el peso al nacer de los hijos de madres con DMG tratadas con insulina o metformina 

y se obtuvieron resultados controvertidos. Por ejemplo, en un metanálisis realizado por Guo y 

col, los recién nacidos expuestos in utero a metformina fueron más livianos que aquellos 

expuestos a insulina [131]. El estudio MiTy encontró una disminución en el peso al nacer en 

recién nacidos expuestos a terapia combinada en comparación con metformina o insulina sola 

[101]. Por el contrario, Ainuddin y col. no encontraron diferencias en el peso al nacer entre los 

grupos cuando las madres con DMG fueron expuestas solo a metformina, insulina o un 
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tratamiento combinado [132]. Los datos de madres con SOP tratadas con metformina durante 

el embarazo no muestran diferencia en el peso de la descendencia al nacer, en comparación 

con madres no tratadas [133,134]. Nuestro estudio en ratones sanos tratados con metformina 

durante la preñez tiene la ventaja de aislar posibles factores de confusión como diferencias 

debido a las distintas patologías de la madre. En esta condición, el peso al nacer disminuye en 

las crías de ratones expuestos a metformina durante toda la preñez, lo que sugiere que, bajo 

condiciones normales, la administración de metformina reduce el peso al nacer de las crías de 

madres tratadas. 

En conclusión, metformina influye en la función ovárica en condiciones saludables, 

independientemente de los efectos en el metabolismo de la glucosa. Los efectos incluyen 

patrones alterados de síntesis de estradiol y progesterona, modificaciones en el ciclo estral y 

cambios en los vasos sanguíneos ováricos. También encontramos un cambio en la proporción 

de folículos pequeños en el ovario, que crecen independientemente de las gonadotrofinas. A 

pesar de estas alteraciones observadas, la fertilidad permanece intacta en estos animales, tanto 

cuando se produce de forma natural como de forma inducida por gonadotrofinas.  

Aislar los efectos de la metformina en el ovario de otras condiciones como la hiperglucemia, el 

hiperandrogenismo u otros, es crucial para comprender mejor los mecanismos de esta droga 

sobre la reproducción y la fertilidad. Esto permitirá a los investigadores y médicos evaluar el 

uso de metformina en mujeres que necesitan tratamientos de fertilidad más allá de sus 

indicaciones actuales como fármaco hipoglucemiante.
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     Capítulo 1 B 

Metformina en condiciones fisiológicas: 

Animales expuestos in utero y 

durante la lactancia 
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METODOLOGÍA 

 

MODELO EXPERIMENTAL 

Como ya fue descripto en el Capítulo 1 A, las hembras C57BL/6 control o tratadas con metformina 

por 4 semanas, fueron apareadas con machos de fertilidad comprobada, sosteniendo el 

tratamiento durante toda la preñez y lactancia. Finalizada la misma, las crías fueron sexadas, 

pesadas y separadas de sus madres. Se conservó solo a las hembras, obteniendo dos grupos 

experimentales: grupo F1 Control y grupo F1 Met. Durante las 7 semanas siguientes, se permitió 

que las crías de ambos grupos crecieran con disponibilidad ad libitum de alimento y bebida, sin 

ningún tratamiento adicional realizado. Se registró el peso semanalmente y durante los últimos 

14 días del experimento, se cicló de forma diaria a algunos animales de ambos grupos para 

estudiar posibles alteraciones del ciclo estral. A las 10 semanas de vida, se realizó también una 

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

En el primero, se anestesió a los animales y se realizó una punción cardíaca para obtener sangre. 

Una vez coagulada y centrifugada la misma, se obtuvo suero que fue conservado a -80° para su 

posterior utilización. Se extrajo y pesó el tejido adiposo mesentérico y gonadal, el hígado y los 

ovarios, los cuales fueron limpiados del tejido adherente subyacente y congelados o fijados en 

solución de Bouin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de 

inmunohistoquímica. 

En el segundo subgrupo los animales de ambos grupos fueron puestos en apareo con machos de 

fertilidad comprobada. Se estudió el tiempo que demoraron hasta lograr la preñez, tomando 

como día 1 aquel en el cual se visualizó el tapón vaginal, resultado de la cópula. La cantidad de 

crías obtenidas en la F2 y el peso de las mismas al nacer fue analizado. 
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La figura 17 muestra un diagrama esquemático del diseño experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Diagrama esquemático del diseño experimental. Met: metformina. GTT: Curva de tolerancia a 

la glucosa.  

 

               TÉCNICAS 

Las técnicas de ciclado, GTT, medición hormonal, inmunohistoquímica, western blot, recuento 

folicular y apareo fueron realizadas según lo descripto en el Capítulo 1 A, al igual que el análisis 

estadístico. 
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RESULTADOS 

 

Efectos en parámetros metabólicos 

 

Con el objetivo de analizar posibles alteraciones metabólicas en las crías de ratones hembra 

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

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

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

Como ya fue descripto en el Capítulo 1 A, las crías de los animales tratados con la droga 

mostraron menor peso corporal al momento del nacimiento (Figura 16 C) (p <0,001). Finalizada 

la lactancia, no se logró una recuperación del mismo (p <0,001), sin embargo, una vez 

transcurrida la primera semana de alimentación independiente de los animales, el peso 

corporal se restableció, no mostrando diferencias con el peso de las crías de los animales control 

(Figura 18 A) (p >0,05). 

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en los valores de glucemia basal (n=5) 

ni en la curva de tolerancia a la glucosa entre grupos (Tabla 3) (n=6; p >0,05), como así tampoco 

en el peso del hígado (F1 Control: 0,96 ± 0,02 g; F1 Met: 0,87 ± 0,04 g), ni en el tejido adiposo 

mesentérico (Figura 18 B) (n=13-15; p >0,05). Contrariamente, el tejido adiposo gonadal se 

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

 

 

Los datos están expresados como la media ± SEM. T-test se utilizó para realizar comparaciones entre 

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

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

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

***p <0,001. 

 

Efectos en el ciclo estral y en la producción hormonal 

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

estudiamos este parámetro en las crías. A diferencia de las madres, no se observaron cambios 

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

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

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

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

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

alterado.  
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Figura 19. Ciclo estral de las crías de madres tratadas con metformina. (A) Duración de los ciclos. (B) 

Número de ciclos en 14 días. (C) % de tiempo transcurrido en las fases Proestro y Estro. (D) % de tiempo 

transcurrido en las fases Diestro I y Diestro II. Los datos se expresan como la media ± el error estándar 

de la media (SEM).  

 

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

La dinámica folicular puede verse afectada por múltiples factores, por lo que se realizó un 

recuento folicular en cortes de ovario de las crías de ambos grupos experimentales. El 

desarrollo folicular se encontró alterado en el grupo F1 Met, observando un menor porcentaje 

de folículos primarios y antrales maduros, y un mayor porcentaje de folículos antrales 

tempranos y atrésicos comparado con el grupo F1 Control (n=6-7; p <0,05). El porcentaje de 

folículos preantrales y de cuerpos lúteos no mostró diferencias entre los grupos (n=6-7; p 

>0,05) (Figura 20 A). 

A continuación, se estudió el porcentaje de folículos productores de AMH con respecto a la 

cantidad de folículos totales, pudiendo observar un porcentaje mayor de folículos AMH 

positivos en el grupo F1 Met, comparado con el grupo F1 control (n=5-6; p <0,01) (Figura 20 

B) 

 

 



 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

85 

Figura 20. Recuento folicular e inmunomarcación de hormona antimulleriana. (A) Porcentaje de cada 

estructura en secciones ováricas teñidas con H&E. FP: folículo primario. FPA: folículo preantral. FAT: 

folículo antral temprano. FAM: folículo antral maduro. FA: folículo atrésico. CLRF: Cuerpo lúteo 

recientemente formado. Las fotografías muestran imágenes representativas de los ovarios. Paneles 

superiores: barra de escala de 100 μm, aumento de 40X. Paneles inferiores: barra de escala de 100 μm, 

aumento de 100X; n=6-7. Las puntas de flecha indican folículos antrales tempranos; las flechas indican 

folículos antrales tardíos; los signos numerales indican folículos atrésicos; los asteriscos indican cuerpo 

lúteo. (B) Folículos AMH positivos, marcados por inmunohistoquímica. Las cabezas de flecha muestran 

tinción positiva con AMH. Escala: 100 μm; magnificación 100X. *p < 0,05, **p < 0,01. 

 
 

Efecto en la vasculatura ovárica 

Con el fin de analizar el estado de la vasculatura del ovario, estudiamos mediante 

inmunohistoquímica a CD34 y α-SMA, marcadores de células endoteliales y periendoteliales 

vasculares (pericitos y células musculares lisas), respectivamente. Como resultado observamos 

que los animales del grupo F1 Met, tenían una mayor expresión de CD34 en comparación con 

el grupo F1 Control (Figura 21 A) (n=6; p <0,05), y una menor expresión de células α‐SMA 

positivas (Figura 21 B) (n=6; p <0,05). 

Además, pudimos observar un aumento significativo del factor angiogénico VEGF (Figura 21 C) 

(n=5-7; p <0,001) y una disminución significativa del factor PDGFB en el grupo F1 Met (Figura 

21 D) (n=6-7; p <0.05), sin cambios en el factor Angiopoyetina 2 (Figura 21 E) (n=6; p >0,05).  
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Figura 21. Angiogénesis ovárica. (A) Inmunotinción de células endoteliales con anticuerpo anti-CD34. 

(B) Inmunotinción de células periendoteliales con anticuerpo SMC-α-actina. Para la inmunohistoquímica 

se analizaron cuatro secciones por ovario, seis ovarios por grupo. Las fotografías muestran secciones 

histológicas representativas de los ovarios. Paneles superiores: barra de escala de 100 μm, aumento de 

100X. Paneles inferiores: barra de escala de 25 μm, aumento de 400X. Las puntas de flecha indican 

inmunotinción positiva. (C) VEGF. (D) PDGFB. (E) ANGPT2.  Para los western blots, la densidad de cada 

banda se normalizó a las bandas de GAPDH o β actina. Los paneles inferiores muestran las bandas 

representativas de cada proteína analizada. Los datos se expresan como la media ± el error estándar de 

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

 

Efectos en parámetros de fertilidad 
 
Para evaluar el rendimiento reproductivo de los ratones, apareamos a las hembras con machos 

C57BL/6 de fertilidad comprobada. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo 

que tardaron los animales para lograr la preñez, ni en la cantidad de crías obtenidas por camada  

(n=5-8; p >0,05), pero sí en el peso de las mismas al nacer, que fue significativamente mayor en 

las crías del grupo F1 Met, comparado con las crías del grupo F1 Control (Figura 22 A-C) (n=28-

35; p <0,05). 

 



 

88 

 

 

Figura 22. Efectos en la fertilidad natural. (A) Tiempo hasta lograr preñez. (B) Número de crías por 

camada. (C) Peso de las crías. Los datos se expresan como la media ± el error estándar de la media (SEM). 

 *p < 0,05. 
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DISCUSIÓN 
 

A pesar de que el uso de metformina como agente hipoglucemiante está ampliamente 

adoptado en la práctica clínica debido a su efectividad, facilidad de administración y mínimos 

efectos secundarios, es un fármaco capaz de atravesar la placenta, lo que podría afectar 

potencialmente el desarrollo fetal [98,135]. Por esta razón, su uso durante el embarazo en 

condiciones como la DMG o SOP sigue siendo controvertido [88,136]. Se han realizado pocos 

estudios a corto, mediano y largo plazo para observar los efectos en la descendencia, 

centrándose generalmente en el análisis de posibles consecuencias teratogénicas y metabólicas 

en los hijos de madres tratadas con metformina durante el embarazo [137]. Debido a las 

discrepancias encontradas, es extremadamente necesario realizar análisis a largo plazo para 

esclarecer los posibles efectos adversos en la descendencia de madres tratadas con metformina 

durante el embarazo [138]. En este capítulo nos enfocamos en los efectos reproductivos y 

metabólicos a largo plazo en las crías hembra adultas que fueron expuestas a metformina in 

utero y durante la lactancia. Encontramos que las crías de animales tratados presentaron 

alteraciones en el peso corporal, tanto al nacer como al destete, así como en el tejido adiposo 

gonadal en la edad adulta. La dinámica folicular y la angiogénesis ovárica se vieron alteradas 

por la exposición a metformina, aunque no se observaron efectos en la fertilidad de los 

animales. No obstante, el peso al nacer de la generación F2 de animales expuestos a metformina 

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

Estudios previos han informado que el tratamiento con metformina en pacientes conduce a una 

reducción en el peso corporal [139], efecto que también reportaremos en el capítulo 2 de esta 

tesis, utilizando un modelo animal alimentado con una dieta alta en grasas, donde la 

administración del fármaco detuvo el aumento de peso causado por el consumo de la dieta 

[140]. En cuanto al peso al nacer en humanos, se observaron diferencias según la condición por 
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la cual la madre recibió metformina. Mientras que no se observaron diferencias significativas 

en el peso al nacer de los recién nacidos de madres obesas [141,142] o madres con SOP 

[134,143] tratadas con metformina, los recién nacidos de madres tratadas por DMG o DT2 

tenían un peso al nacer más bajo en comparación con los recién nacidos de madres no tratadas 

con metformina [101,102]. Como ya discutimos en el capítulo 1 A, en nuestro modelo de 

ratones sin patologías subyacentes, el peso al nacer de las crías expuestas a metformina fue 

más bajo, lo que sugiere que metformina ejerce un efecto sobre el crecimiento intrauterino que 

es independiente de la condición previa de la madre. Este efecto probablemente se deba a la 

estimulación de AMPK y del catabolismo celular por parte de metformina durante el desarrollo, 

así como a los cambios epigenéticos en genes relacionados con la adipogénesis, como se 

describió anteriormente [144]. 

Por otro lado, en la edad adulta, los animales expuestos a metformina exhibieron mayor tejido 

adiposo gonadal que aquellos no expuestos a metformina, a pesar de que esto no se reflejó en 

su peso corporal. No existen estudios en humanos que evalúen el peso corporal o la distribución 

del tejido adiposo en la descendencia adulta de madres que fueron tratadas con metformina 

durante el embarazo. Sin embargo, existen algunos estudios de seguimiento en niños expuestos 

a metformina in utero. Los resultados también varían según la condición de la madre. Mientras 

que no se observaron diferencias en el índice de masa corporal (IMC) en niños de 5 y 2 años 

nacidos de mujeres obesas [145,146] y mujeres con DT2 [147] tratadas con metformina, los 

niños de madres con SOP o DMG tratadas con metformina tenían un IMC más alto que aquellos 

no expuestos al fármaco [103,104,148,149]. Un estudio de seguimiento de los hijos de 2 años 

de madres con DMG tratadas con metformina o insulina encontró que, aunque la masa grasa 

total era similar en ambos grupos, la grasa subcutánea en los niños tratados con metformina 

era mayor, concluyendo que metformina podría causar una redistribución de los depósitos de 
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grasa en estos niños [104]. Nuestros resultados en ratones adultos también sugieren que, a 

pesar de que no se observan diferencias en el peso corporal, existe una redistribución del tejido 

adiposo, ya que encontramos mayor grasa gonadal en comparación con ratones no expuestos 

a metformina. Es posible que la droga, actuando sobre las células del embrión, pueda inducir 

una reprogramación metabólica del desarrollo que conduce a una redistribución del tejido 

adiposo en la adultez. Estos resultados son interesantes y refuerzan la necesidad de evaluar el 

patrón de distribución de grasa en humanos adultos que fueron expuestos a metformina in 

utero, ya que podría tener implicancias importantes para la sensibilidad a la insulina. En línea 

con los estudios sobre efectos metabólicos a largo plazo en humanos [150,151] y animales 

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

de glucosa en ratones adultos expuestos a metformina in utero. 

Además de las alteraciones metabólicas, las alteraciones endócrinas pueden tener importantes 

consecuencias para la salud reproductiva de los animales. Por lo tanto, estudiamos el eje 

reproductivo de las crías analizando las concentraciones séricas de estradiol, progesterona, LH 

y FSH. Estudios previos han reportado cambios en las concentraciones ováricas de receptores 

de LH y FSH en la descendencia de ratas con SOP tratadas con metformina [153] y un aumento 

en el estradiol sérico en la descendencia adulta de ratas expuestas al fármaco durante la 

gestación y lactancia [154]. En nuestro modelo, los ratones expuestos a metformina no 

mostraron cambios en ninguna de las hormonas analizadas en comparación con los animales 

no expuestos al fármaco. Las diferencias con hallazgos previos pueden deberse a la especie 

utilizada, la patología de la madre, la edad de los animales o el momento del ciclo en el que se 

analizó el perfil hormonal. Por esta razón, es necesario analizar posibles alteraciones 

hormonales y cambios en el ciclo menstrual en mujeres adultas que fueron expuestas a 

metformina durante su desarrollo y lactancia. 
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Posteriormente, estudiamos el ciclo estral de la descendencia en su adultez. En estudios previos 

con animales, no se observaron alteraciones en los parámetros analizados, como la edad en la 

que ocurrió el primer estro, su duración o el tiempo pasado en cada una de las fases en animales 

expuestos a metformina in utero [154,155]. Esto permitió que los animales ciclaran 

normalmente y se aparearan regularmente [154], en contraste con la descendencia masculina 

de madres tratadas con metformina, quienes mostraron alteraciones en el comportamiento 

sexual [156]. En consonancia con estos estudios, en nuestro modelo, el ciclo estral no mostró 

alteraciones en comparación con los animales no expuestos al fármaco. 

Más allá del comportamiento sexual de los animales y su estado endócrino, la fertilidad 

depende del adecuado desarrollo folicular y la ovulación de un ovocito de buena calidad. Para 

que esto ocurra, es necesaria una vasculatura ovárica estable, que no debe estar ni exacerbada 

ni deficiente, permitiendo la entrega de nutrientes, hormonas, oxígeno y factores de 

crecimiento a los folículos en desarrollo. Metformina tiene la capacidad de regular la 

angiogénesis en varios sistemas. La mayoría de los estudios reportan un efecto inhibidor en el 

desarrollo vascular, donde la angiogénesis disminuye principalmente al reducirse la expresión 

del principal factor proangiogénico, VEGF [71,83,140,157,158]. Con el objetivo de analizar la 

vasculatura ovárica en la descendencia de animales tratados con el fármaco, estudiamos el área 

vascular, observando un aumento en el área endotelial y una disminución en el área 

periendotelial. Dado que la formación de vasos sanguíneos depende de la acción coordinada y 

de niveles adecuados de factores angiogénicos, medimos posteriormente la expresión de los 

factores angiogénicos más importantes, encontrando un aumento en las concentraciones de 

VEGF y una disminución en los niveles de PDGFB. Estos resultados podrían explicar el mayor 

desarrollo de vasos sanguíneos en el ovario, los cuales son inestables, inmaduros y poco 

funcionales debido a la insuficiente cobertura periendotelial. En estudios previos que 
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realizamos en ratas con SOP, así como en células de granulosa de rata en cultivo, encontramos 

que metformina disminuye VEGF y aumenta PDGFB en el ovario [67,83]. Sin embargo, en este 

trabajo, encontramos que los ratones expuestos a metformina durante el desarrollo y la 

lactancia presentan niveles aumentados de VEGF y niveles reducidos de PDGFB, lo que sugiere 

un efecto de programación fetal diferente al efecto directo de la metformina en el ovario. Hasta 

donde sabemos, no existen estudios hasta la fecha que evalúen la vasculatura ovárica en 

mujeres que fueron expuestas a metformina durante su desarrollo. Basándonos en nuestros 

resultados en ratones, sería importante evaluar este parámetro en estas mujeres, ya que su 

alteración podría estar relacionada con problemas de fertilidad. Además, sería crucial investigar 

la vasculatura en otros órganos de mujeres y hombres expuestos a metformina durante el 

desarrollo. Dado que la angiogénesis es poco común en adultos bajo condiciones fisiológicas, es 

posible que, en respuesta a una lesión o a una patología que requiera la formación de nuevos 

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

En nuestro laboratorio, también demostramos que el tratamiento con metformina mejora la 

dinámica folicular en un modelo de ratas con SOP [83]. En este trabajo, observamos que la 

dinámica folicular estaba alterada en la descendencia, con un menor porcentaje de folículos 

antrales primarios y maduros, y un mayor porcentaje de folículos antrales tempranos y 

atrésicos. Solo un estudio ha evaluado el efecto de la exposición a metformina durante el 

desarrollo y la lactancia en ratas hembras adultas, y no encontró diferencias significativas en los 

diferentes estadios foliculares [154]. Sin embargo, en ese trabajo, los autores clasificaron los 

estadios foliculares de manera diferente, lo que puede haber enmascarado las alteraciones que 

sí observamos en nuestro estudio. Por otro lado, se trató de un modelo diferente al haber sido 

realizado en otra especie. En las primeras etapas del desarrollo folicular, los folículos no tienen 

receptores de gonadotropinas, por lo que su crecimiento es independiente de estas hormonas 
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y está influenciado por la señalización de varias moléculas. Entre ellas, el PDGFB es capaz de 

promover la transición de folículos primordiales a folículos primarios [62], mientras que la AMH, 

por el contrario, es capaz de inhibirla [159]. En este modelo, observamos una disminución en 

las concentraciones ováricas de PDGFB, lo que podría explicar parcialmente la disminución en 

el porcentaje de folículos primarios, y un aumento en las concentraciones de AMH, coincidiendo 

con el mayor número de folículos antrales tempranos, que son los principales secretores de esta 

hormona. La alteración en estos factores puede ser una de las posibles razones por las que se 

encontraron diferencias en las primeras etapas del desarrollo folicular en animales expuestos a 

metformina. Por otro lado, encontramos un aumento en el porcentaje de folículos antrales 

tempranos que no se reflejó en un aumento en el número de folículos antrales maduros o 

cuerpos lúteos, sino en el número de folículos atrésicos presentes en el ovario. Esto sugiere que, 

aunque la transición de los folículos de la etapa primaria a la antral temprana está exacerbada, 

no todos estos continúan su desarrollo; más bien, una parte significativa de los folículos sufre 

atresia. Las alteraciones observadas en la microvasculatura ovárica de los animales expuestos a 

metformina, pueden explicar parcialmente la mayor proporción de folículos atrésicos y la 

menor proporción de folículos antrales maduros, sin embargo, se necesitan más estudios para 

dilucidar qué otros factores que influyen en la maduración folicular están afectados en la 

descendencia de madres tratadas con metformina. 

Finalmente, nuestro objetivo fue analizar si las alteraciones ováricas encontradas en las 

hembras expuestas a metformina tuvieron algún efecto en la fertilidad de estos animales. Los 

animales expuestos a metformina in utero y durante la lactancia tardaron el mismo tiempo que 

los animales control en lograr la preñez, y el número de crías que tuvieron fue similar al de los 

animales no expuestos al fármaco. Estos resultados son consistentes con estudios previos 

realizados en la descendencia adulta de ratas expuestas a metformina durante el desarrollo y 
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la lactancia, las que no mostraron diferencias en los parámetros de fertilidad en comparación 

con las ratas no expuestas [154]. Sin embargo, la descendencia de los animales expuestos a 

metformina in utero, es decir, la generación F2, tuvo un mayor peso al nacer, lo que demuestra 

consecuencias metabólicas incluso en una segunda generación de animales tratados. 

Es importante tener en cuenta que los ovocitos que dieron lugar a la progenie maduraron en 

un ambiente ovárico alterado como resultado del tratamiento con metformina administrado a 

las madres antes del embarazo. En el capítulo 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. Además, los niveles de estradiol estaban elevados, 

mientras que los niveles de progesterona estaban disminuidos. Estas alteraciones en el 

ambiente ovárico podrían influir en los ovocitos en desarrollo, potencialmente induciendo 

cambios epigenéticos que podrían afectar a la progenie en la adultez. Metformina también 

podría afectar a las mitocondrias de los ovocitos, y las organelas disfuncionales podrían 

transferirse a las células ováricas de la descendencia que no estuvo expuesta directamente a 

metformina [160]. Además, en nuestro modelo, los embriones estuvieron expuestos a 

metformina in utero durante todo el embarazo. Por lo tanto, estos dos mecanismos —las 

alteraciones en la maduración de los ovocitos y los cambios inducidos durante el desarrollo 

embrionario— podrían contribuir de forma independiente o sinérgica a los fenotipos 

observados en la progenie adulta, incluidas las alteraciones en la angiogénesis ovárica, el 

desarrollo folicular y la redistribución del tejido adiposo. Se requieren más estudios para 

esclarecer la influencia específica de cada mecanismo en la fisiología ovárica y el metabolismo 

de la descendencia en la adultez. 

En resumen, se observaron algunas alteraciones metabólicas y ováricas en la descendencia de 

ratones hembra tratadas con metformina antes y durante la gestación, así como durante la 
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lactancia. Se observaron cambios en la angiogénesis y el desarrollo folicular en este órgano. No 

se observaron alteraciones en las gonadotrofinas, en los niveles séricos de estradiol y 

progesterona, ni en el ciclo estral. La fertilidad natural de los animales no se modificó, pero se 

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

Concluimos que metformina puede inducir programación fetal en animales expuestos durante 

el desarrollo, afectando tanto el metabolismo como la funcionalidad ovárica en la edad adulta. 

Sin embargo, en condiciones fisiológicas, estas alteraciones no resultan en una reducción de la 

fertilidad ni en una disrupción endócrina. Se requiere más investigación para esclarecer si los 

cambios ováricos observados exacerban el descenso de la fertilidad cuando coexisten con 

factores ambientales adversos o patologías reproductivas que afecten a mujeres u hombres. 

Nuestros datos justifican la realización de estudios en mujeres para trasladar estos hallazgos a 

la población humana y tomar decisiones informadas sobre la administración de metformina 

durante períodos críticos del desarrollo en entornos clínicos. Basándonos en nuestros hallazgos, 

consideramos que la decisión de administrar metformina en mujeres embarazadas debe 

implicar siempre una evaluación de la relación riesgo-beneficio. Las alteraciones observadas en 

este estudio, a menos que estudios en mujeres indiquen lo contrario, no son lo suficientemente 

significativas como para contraindicar la administración de metformina durante el embarazo en 

pacientes que puedan beneficiarse de este fármaco.
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CAPÍTULO 2: 

METFORMINA EN 

CONDICIONES PATOLÓGICAS 
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                                                                INTRODUCCIÓN 

El término “metabolismo” refiere al conjunto de reacciones químicas y procesos biológicos que 

ocurren en todas las células de los seres vivos para convertir los nutrientes en energía y 

materiales esenciales para el crecimiento, mantenimiento y funcionamiento del organismo. 

Estas reacciones incluyen tanto procesos de síntesis de nuevas moléculas (anabolismo) como 

de degradación de sustancias para obtener energía (catabolismo). El metabolismo permite a los 

organismos mantener sus funciones vitales, como la respiración, la digestión, la reproducción y 

la reparación celular. El desequilibrio entre las reacciones catabólicas y las reacciones 

anabólicas puede provocar el desarrollo de enfermedades como la obesidad o la desnutrición. 

Diversos órganos y sistemas están involucrados en el mantenimiento del metabolismo. Entre 

ellos se encuentran el páncreas, órgano metabólico clave que regula la cantidad de 

carbohidratos en sangre, ya sea liberando cantidades significativas de insulina para reducir los 

niveles de glucosa circulante o liberando glucagón para aumentarlos; el hígado, que procesa los 

aminoácidos y lípidos absorbidos por el intestino delgado, además de regular el ciclo de la urea 

y procesos metabólicos esenciales como la gluconeogénesis y el depósito de glucógeno; y el 

tejido adiposo, cuya principal función es almacenar energía en forma de grasa. Cuando el 

ingreso de nutrientes a través de la ingesta es mayor que el gasto energético, el tejido adiposo 

sufre dos fenómenos conocidos como hipertrofia e hiperplasia [161]. Las células que lo 

conforman, denominadas adipocitos, aumentan de tamaño durante la hipertrofia, al 

depositarse en ellos una mayor cantidad de lípidos, específicamente triglicéridos.  Este es el 

mecanismo inicial y más común en las primeras etapas del aumento de peso; sin embargo, 

cuando el tejido adiposo ya no puede manejar el exceso de energía solo mediante la hipertrofia, 

recluta células madre o pre-adipocitos capaces de diferenciarse en nuevos adipocitos. De esta 

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

La hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo tiene importantes consecuencias. Las células 

adiposas agrandadas pueden liberar citoquinas pro-inflamatorias, que generan un estado de 

inflamación sistémica crónica de bajo grado [162,163] y que además interfieren en distintos 

procesos fisiológicos, como la acción de la insulina, lo cual provoca una disminución en la 

capacidad del cuerpo para regular los niveles de glucosa en sangre. A su vez, los adipocitos muy 

agrandados pueden volverse menos eficientes en la gestión de la grasa y en la liberación de 

hormonas reguladoras como la leptina, que controla el apetito y el equilibrio energético; o la 

adiponectina que mejora la sensibilidad a la insulina y tiene efectos antiinflamatorios [164].  

Por otro lado, al subir de peso, además de aumentar la inflamación, aumenta la hipoxia en el 

tejido adiposo, dado que los vasos sanguíneos existentes no logran cubrir el requerimiento de 

oxígeno, al haber una mayor cantidad de células de gran tamaño [165]. Este fenómeno, conduce 

a la secreción de factores pro-angiogénicos que estimulan la formación de nuevos vasos, para 

satisfacer así los requisitos de oxígeno. Dado que la angiogénesis es necesaria para el aumento 

del tejido adiposo, algunos compuestos anti-angiogénicos han sido propuestos para tratar la 

obesidad. Por el contrario, la pérdida de peso se acompaña de la regresión de los vasos 

sanguíneos, lo que muestra la plasticidad de este tejido [166]. 

Las patologías metabólicas presentes en la población son variadas y de etiología diversa, 

pudiendo ser hereditarias o adquiridas. Entre las más frecuentes se encuentran la diabetes 

mellitus, tanto de tipo 1 como de tipo 2, la obesidad, la resistencia a la insulina, dislipidemias, 

el síndrome metabólico y la DMG. Las enfermedades metabólicas hereditarias suelen 

diagnosticarse en la infancia, mientras que las adquiridas, como la DT2 o el síndrome 

metabólico, pueden desarrollarse más adelante en la vida.  
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            Si bien inicialmente estas patologías se encontraban asociadas a la edad avanzada, los cambios 

en el estilo de vida han adelantado su aparición, aumentando su prevalencia a nivel mundial. 

Países industrializados donde las dietas son más calóricas y el estilo de vida es sedentario, 

muestran una mayor incidencia de enfermedades como la obesidad, la DT2 y el síndrome 

metabólico, las cuales afectan entre un 10 y un 25% de la población mundial [167–169]. A su 

vez, la presencia de estas patologías aumenta el riesgo en los pacientes de sufrir enfermedades 

cardiovasculares y de presentar diferentes co-morbilidades asociadas, así como también 

aumenta en grado variable el riesgo de padecer diversos tipos de cánceres [170]. Más aún, 

recientemente se ha descripto que ciertas alteraciones metabólicas pueden ser transmitidas a 

las generaciones siguientes por mecanismos de herencia no cromosómica materna y paterna 

[171–175]. 

 Por su parte, el eje reproductivo femenino es altamente dependiente del balance energético, 

es decir, es necesario que la relación entre la ingesta y el gasto energético sea óptima para que 

el eje no se encuentre alterado [176]. Es por esto que se ha visto un retraso en la pubertad en 

jóvenes extremadamente delgadas mientras que en jóvenes obesas es muy común la pubertad 

precoz [177,178]. En mujeres en edad reproductiva que presentan patologías como el síndrome 

metabólico, se han visto asociados problemas de subfertilidad, aumento de las tasas de pérdida 

precoz del embarazo y preeclampsia [179].     

En mujeres obesas, se ha observado una mayor incidencia de irregularidades menstruales y un 

aumento en la duración de los ciclos en comparación con mujeres con IMC indicativo de 

normopeso [180]. Por otra parte, en las mujeres con un IMC ≥30 kg/m2, el riesgo de 

alteraciones ovulatorias es aún mayor [181,182],   además de tener un mayor riesgo relativo de 

sufrir infertilidad que aquellas con IMC normal, siendo el promedio de tiempo hasta lograr un 

embarazo mayor en las primeras [182–184]. A su vez, la obesidad impacta negativamente sobre 
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el éxito de la reproducción asistida, causando disminución de embarazos y de nacidos vivos en 

este grupo en comparación con las mujeres normopeso [185–187]. Los mecanismos por los 

cuales ocurren estos trastornos son variados, desde alteraciones hipotalámico-hipofisarias 

hasta desequilibrios de factores locales dentro del ovario [188]. Estas alteraciones afectan la 

calidad del ovocito, el desarrollo folicular y la implantación embrionaria. Con respecto a las 

gonadotrofinas, tanto la FSH como la LH se encontraron disminuidas en pacientes obesas 

durante todo el ciclo folicular [180,189].  

Cabe destacar que existe una gran variabilidad en los estudios en humanos debido a la 

presencia de múltiples factores que pueden influir en los parámetros reproductivos (tanto 

ambientales como genéticos), lo que puede ocasionar resultados controversiales. Es por esto 

que el uso de modelos animales que mimeticen trastornos metabólicos, resulta de suma 

utilidad para estudios de fertilidad [190,191]. Muchos de estos modelos son realizados a partir 

de la utilización de ratones knockout para determinados genes, como por ejemplo aquellos 

deficientes en LPL (lipoproteína lipasa), que permiten el estudio de trastornos como la 

hiperlipidemia y la resistencia a la insulina; o ratones LDLR-/-, que no expresan el receptor de 

LDL, lo que los lleva a desarrollar aterosclerosis y niveles elevados de colesterol. Otros, como 

los ratones ob/ob, tienen una mutación en el gen de la leptina, lo que causa obesidad mórbida 

y DT2. Sin embargo, no todos los modelos implican alteraciones a nivel genético. La 

administración de dietas altas en grasas (DAG), en azúcares o en ambas, son un modelo 

aceptado y extensamente utilizado en investigación. Entre ellas, algunos autores utilizan las 

llamadas dieta de cafetería, en donde permiten a los animales el consumo ab libitum de 

alimentos ultra procesados comúnmente consumidos por los humanos. Otras dietas, presentan 

un porcentaje de Kcal definido. Para ser considerada una dieta saludable, se recomienda que la 

ingesta de energía obtenida de fuentes de grasa esté por debajo del 30% de las calorías 
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[192,193]. Muchos estudios que evalúan el efecto reproductivo de una DAG, han utilizado 

dietas que contienen un 60% de calorías provenientes de grasas, también conocidas como 

dietas muy altas en grasas (DMAG), lo cual duplica el máximo recomendado. Otras, como la 

aplicada en este estudio, contienen un 45% de calorías provenientes de fuentes de grasa, lo 

cual permite evaluar posibles alteraciones causadas por una dieta más frecuentemente 

consumida por las mujeres, aunque ésta no siempre conduzca a obesidad. 

Muchas de las consecuencias en la salud provocadas por los trastornos metabólicos 

previamente descriptos, logran ser mejoradas e incluso revertidas a partir de la adopción de un 

estilo de vida saludable y la pérdida de peso. Los objetivos a largo plazo son la prevención de la 

DT2 y de las complicaciones cardiovasculares [194]. Sin embargo, cuando el cambio de hábitos 

se dificulta o resulta insuficiente, el uso de fármacos, se presenta como una opción necesaria. 

En esta línea, la administración de metformina para bajar los niveles de glucosa en sangre es un 

tratamiento efectivo, que, en algunos casos, mejora además otras comorbilidades asociadas a 

la hiperglucemia, como por ejemplo el sobrepeso. Teniendo en cuenta que metformina impacta 

sobre el sistema reproductor femenino, su utilización para revertir las potenciales 

consecuencias negativas de la DAG, podría convertirse en una herramienta terapéutica para 

patologías reproductivas en mujeres que tienen asociadas patologías metabólicas. 

Como ya fue mencionado anteriormente, los desbalances metabólicos suceden a edades cada 

vez más tempranas solapándose con la edad reproductiva de las mujeres. Es por esto que 

resulta también muy importante estudiar los efectos de la exposición a una DAG en la 

descendencia. Si bien numerosos trabajos presentaron evidencia sobre consecuencias 

metabólicas [195,196] y neurológicas [197] en la progenie de madres alimentadas con DAG 

durante la gestación y lactancia, los trabajos que analizan efectos a nivel reproductivo son 

escasos, y los resultados obtenidos son muchas veces controversiales y difíciles de comparar, al 
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ser realizados en modelos experimentales muy diferentes entre sí [198,199]. Por otro lado, 

hasta el momento, no hay trabajos que evalúen la utilización de fármacos para mejorar o 

intentar revertir las consecuencias reproductivas negativas provocadas en la descendencia por 

exposición a la DAG in utero y durante la lactancia. Es por esto que nos propusimos estudiar el 

efecto de la DAG sobre parámetros reproductivos de la descendencia en la adultez, y 

analizamos si, en caso de observar alteraciones, metformina podría prevenirlas al ser 

administrada a las madres durante la preñez. En caso de observarse efectos beneficiosos de la 

metformina en la descendencia, resultaría prometedora su utilización como herramienta 

terapéutica para evitar daños en la progenie debido a los hábitos alimenticios de la madre.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Debido a lo expuesto, se postuló la siguiente hipótesis: 

 

 « La ingesta de una dieta alta en grasas genera alteraciones metabólicas que afectan al ovario 

y a la fertilidad femenina. La utilización de metformina logra mitigar y/o revertir las 

consecuencias observadas. 

 

« La exposición a una dieta alta en grasas in utero y durante la lactancia afecta al metabolismo, 

al ovario y la fertilidad de la descendencia. El tratamiento con metformina de las madres mejora 

las alteraciones observadas en las crías.  

 

 

Para ello se plantearon los siguientes objetivos generales: 

 

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

o sin la administración de metformina, sobre la funcionalidad ovárica y la reproducción 

de ratones hembra.  

  

B. Estudiar los efectos sobre el metabolismo y la reproducción en las crías hembra de 

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

durante la preñez y la lactancia. 

 

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

metformina:   

 

• El peso corporal de los animales 

• El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico 

• La presencia de esteatosis hepática 

• La concentración sérica de glucosa y su metabolización  

• La concentración sérica de insulina 

• El valor del índice HOMA-IR 

• La concentración sérica de triglicéridos y colesterol total  

• Las concentraciones séricas de progesterona, estradiol y las enzimas ováricas 

involucradas en su síntesis. 

• La concentración sérica de FSH y LH 

• El ciclo estral. 

• El desarrollo folicular 

•  El daño genómico en células ováricas 

• La deposición de colágeno 

• El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario 

• Los niveles ováricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB 

• La fertilidad natural y la fertilización in vitro 

 

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

administración de metformina durante la preñez y la lactancia:   
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• El peso corporal  

• El peso del tejido adiposo gonadal y mesentérico 

• La concentración sérica de glucosa y su metabolización  

• La concentración sérica de FSH y LH 

• El ciclo estral. 

• El desarrollo folicular 

• El desarrollo y la estabilidad vascular en el ovario 

• Los niveles ováricos de factores angiogénicos: VEGF, ANGPT2, PDGF-BB 

• La fertilidad natural  

 

 

 

 

  



 
107 

 

Capítulo 2 A 

Metformina en condiciones patológicas:  

 Animales tratados 
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METODOLOGÍA 
 

MODELO ANIMAL 
 

Los ratones fueron cuidados y alojados en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina 

Experimental (IByME), Buenos Aires, Argentina. Se les permitió acceso ad libitum a alimento y 

agua, y se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Los ratones C57BL/6 (de 21 días 

de edad) fueron alimentados durante 15 semanas con una dieta regular de bioterio (grupo 

Control) (24 g de proteína/100 g de alimento, 32 g de carbohidratos/100 g de alimento, 20% de 

Kcal de grasa; GEPSA FEEDS, Grupo Pilar S.A., Argentina) o con una dieta alta en grasas (DAG) (24 

g de proteína/100 g de alimento, 41 g de carbohidratos/100 g de alimento, 45% de Kcal de grasa; 

D12451; Research Diets, New Brunswick, USA). El peso corporal, el consumo de alimento y el 

consumo de agua se determinaron una vez por semana. A las 11 semanas, se midió la glucemia 

y los animales DAG se dividieron aleatoriamente en dos grupos. Uno de ellos recibió metformina 

por vía oral (sc-202000C, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), disuelta en agua de bebida, durante 4 

semanas (grupo DAG+Met). La dosis de metformina (300 mg/kg) fue equivalente a la dosis 

recibida por pacientes [105] y se ajustó semanalmente teniendo en cuenta el peso corporal de 

los ratones y la cantidad de agua consumida. El grupo DAG continuó recibiendo solo agua (grupo 

DAG). El ciclo estral se determinó en algunos animales de cada grupo experimental durante las 

últimas dos semanas. A las 15 semanas, los ratones de los tres grupos se dividieron 

aleatoriamente en 3 subgrupos. 

En el primer subgrupo, se realizó una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT). Aquellos animales 

que se encontraban en el estadio del ciclo proestro/estro fueron anestesiados y se les extrajo 

sangre por punción directa del corazón, previo al sacrificio. Una vez coaguladas las muestras y 

después de la centrifugación, el suero resultante se almacenó a -80°C. A continuación, se 

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

histológico posterior. También se extrajo y pesó el tejido adiposo mesentérico y gonadal de los 

animales. Los hígados fueron aislados, fijados y teñidos con H&E. 

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

1 de preñez se determinó mediante la detección del tapón vaginal, resultado de la cópula. Los 

tratamientos se mantuvieron durante toda la preñez. Se estudió el tiempo que tardaron en lograr 

la preñez, el número de crías por camada y el peso corporal de las mismas. 

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

La Figura 23 muestra un diagrama esquemático del diseño experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Grupo dieta alta en grasas+metformina; FIV: Fertilización in vitro. 
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TÉCNICAS 

Las técnicas de ciclado, GTT, medición hormonal, inmunohistoquímica, western blot, recuento 

folicular, apareo y FIV fueron realizadas según lo descripto en el capítulo 1 A. 

 

Parámetros metabólicos 

Además de las mediciones ya descriptas en el capítulo 1 A, a partir de las concentraciones de 

insulina y de glucosa se calculó el índice HOMA-IR como insulina en ayunas (mU/ml) x Glucosa 

en ayunas (mmol/L) / 22.5. Los niveles totales de colesterol en suero (Colestat enzimático AA; 

catálogo 870360022/01) y triglicéridos (TG Color GPO/PAP AA; catálogo 870920022/01) se 

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

 
 
Análisis estadístico 
 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software estadístico Prism v6.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se expresan como la media ± SEM. La normalidad 

se probó con una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Luego, las diferencias significativas se 

analizaron con ANOVA, seguido de la prueba de Newman-Keuls o de Kruskal-Wallis, según la 

normalidad. La significancia estadística se definió como p < 0.05.
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RESULTADOS 
 

 
Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en parámetros metabólicos 

 
Para caracterizar los efectos de la ingesta de la DAG y la administración de metformina en el 

metabolismo, pesamos a los animales una vez por semana (n=18-27). Desde la semana 3 hasta 

la semana 15 de administración de DAG, los animales DAG mostraron un peso corporal 

significativamente mayor en comparación con los animales Control (Control: 17,3 ± 0,2 g; DAG: 

17.8 ± 0,2 g; p < 0,05). Una semana después del inicio de la administración de metformina, este 

aumento de peso se detuvo en el grupo DAG+Met (DAG: 31,9 ± 1.1 g; DAG+Met: 28,6 ± 0.6 g, p 

< 0,05) (Figura 24 A). Luego de la eutanasia, también observamos que tanto el tejido adiposo 

gonadal (n=8-13) como el mesentérico (n=9-13) aumentaron en el grupo DAG (p < 0,001 vs 

Control) y que el tratamiento con metformina revirtió este aumento (mesentérico: p < 0,05 vs 

DAG; gonadal: p < 0,01 vs DAG) (Figura 24 B–D). Las secciones de hígado teñidas con 

Hematoxilina-Eosina de ratones Control mostraron una estructura bien organizada, mientras 

que las de los grupos DAG y DAG+Met mostraron signos de esteatosis, con presencia de gotas 

lipídicas (Figura 24 E).  

La glucemia se midió antes (n=8) y después (n=8-10) del tratamiento con metformina. Los 

animales DAG mostraron niveles más altos de glucosa en sangre en ambos momentos (p < 0,05 

vs Control) y la administración de metformina redujo esta alteración a valores similares al 

Control (p > 0,05 vs Control) (Tabla 4). Para estudiar la metabolización de la glucosa, realizamos 

una prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) (n=9-10). Observamos que los animales DAG tenían 

mayor área bajo la curva (p < 0,001 vs Control), mientras que la administración de metformina 

revirtió este efecto (p < 0,05 vs DAG) (Tabla 4). 

El colesterol total en suero fue mayor en los animales DAG y DAG+Met (n=9-10) (DAG: p < 0,01 
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vs Control; DAG+Met: p < 0,001 vs Control), pero no se encontraron diferencias significativas 

en los niveles de triglicéridos (n=8-10) e insulina (n=5-6) entre los grupos (Tabla 4). La relación 

entre la insulina y la glucosa nos permitió calcular el índice HOMA-IR (n=5-6), que se encontró 

aumentado en los animales DAG (p < 0,05 vs Control), sugiriendo un posible estado de 

resistencia a la insulina. El tratamiento con metformina mejoró la alteración de este índice (p > 

0,05 vs Control) (Tabla 4) .
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Figura 24. Peso corporal, tejido adiposo y morfología hepática en los grupos Control, DAG y 

DAG+Met (A) Ganancia de peso corporal durante las 15 semanas del experimento in vivo. (B) Peso 

del tejido adiposo mesentérico. (C) Peso del tejido adiposo gonadal. (D) Fotografías representativas 

que muestran el tejido adiposo en la semana 15. (E) Microfotografías representativas que muestran 

secciones hepáticas de animales de todos los grupos experimentales. Escala: 25 μm. Los datos se 

expresan como la media ± el error estándar de la media (SEM). *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 

0,001. Las letras diferentes representan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 



 

114 

Tabla 4: Parámetros metabólicos y hormonales de animales Control, DAG y DAG+Met en la 

semana 15. 

 

 

 

 Los datos están expresados como la media ± SEM. Se utilizó ANOVA seguido de Newman-Keuls's 

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

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

A continuación, analizamos si la ingesta de la DAG causaba alguna alteración en el ciclo estral. 

Estudiamos el número (n=9-11) y la duración de los ciclos (n=7-9) y encontramos que los 

animales DAG tenían ciclos más cortos que los animales Control, lo que llevó a una mayor 

cantidad de ciclos totales en el período analizado (p < 0,01 vs Control) (Figura 25 A y B). También 

evaluamos la proporción de tiempo que los ratones pasaron en cada etapa del ciclo (n=9-10). 

Los animales DAG pasaron más días en los estadios anovulatorios diestro y menos días en los 

estadios ovulatorios proestro y estro (p < 0,05 vs Control). La administración de metformina no 

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

Dado que se sabe que las alteraciones metabólicas causan alteraciones hormonales, 

estudiamos los niveles séricos de FSH (n=8-10), LH (n=8-9), progesterona (n=5-9) y estradiol 

(n=6-7). Los animales DAG mostraron niveles elevados de progesterona (p < 0,01 vs Control), lo 

cual fue revertido por la administración de metformina (p < 0,01 vs DAG). No se encontraron 

diferencias en los niveles de estradiol, FSH o LH entre los grupos (p > 0,05) (Tabla 4). 
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Figura 25. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en el ciclo estral. 

(A) Número de ciclos en 14 días. (B) Duración del ciclo. (C) Tiempo transcurrido en las fases de proestro 

y estro con respecto al control. (D) Tiempo transcurrido en las fases de Diestro I y Diestro II con respecto 

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

 

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la expresión de proteínas esteroidogénicas 

Posteriormente, analizamos la expresión de dos proteínas clave involucradas en la 

esteroidogénesis ovárica, StAR (n=5-6) y 3βHSD (n=5-7). Como se ilustra en la Figura 26 A, no 

hubo diferencias en la expresión de StAR (p > 0,05 entre los grupos). Sin embargo, 3βHSD, la 

enzima que convierte la pregnenolona en progesterona, fue mayor en los animales DAG (p < 

0,05 vs Control), mientras que la metformina redujo estos niveles a valores similares al grupo 

Control (p > 0,05 vs Control) (Figura 26 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en las proteínas 

esteroidogénicas. Análisis densitométricos de las proteínas (A) StAR y (B) 3βHSD en lisados ováricos 

mediante Western Blot. La densidad de cada banda se normalizó a la densidad de las bandas de GAPDH 

o β-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteína analizada. Los 

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

Como se muestra en la Figura 27, determinamos el porcentaje de estructuras en cada estadio 

folicular en secciones histológicas teñidas con H&E (n=6-9). No se encontraron diferencias 

significativas en el porcentaje de ninguna estructura folicular entre los grupos. Sin embargo, el 

porcentaje de cuerpos lúteos recién formados fue menor en los animales DAG (p< 0,05 vs 

Control). El tratamiento con metformina aumentó este porcentaje a valores similares al Control 

(p < 0,05 vs DAG) (Figura 27 A). Para analizar el impacto de la DAG y la administración de 

metformina en el daño al ADN, medimos el marcador molecular γH2AX (n=5-7). Curiosamente, 

los resultados mostraron que la expresión de γH2AX fue significativamente mayor en los 

animales DAG comparado con los animales Control (p < 0,05 vs Control) y que el tratamiento 

con metformina revirtió esta alteración (p < 0,05 vs DAG) (Figura 27 C). 
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Figura 27. Efecto de la dieta alta en grasas y el tratamiento con metformina en el desarrollo folicular 

y en el daño al ADN. (A) Porcentaje de cada estructura en secciones ováricas teñidas con H&E. FP: 

Folículo primario. FPA: Folículo preantral. FAT: Folículo antral temprano. FAM: Folículo antral maduro. 

FA: Folículo atrésico. CLRF: Cuerpo lúteo recientemente formado. (B) Secciones ováricas representativas 

teñidas con H&E. Barras de escala, 100 μm. (C) Marcador de daño en el ADN γ-H2AX, en lisados ováricos 

medido por Western Blot. La densidad de cada banda se normalizó a la densidad de las bandas de 

GAPDH. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteína. Los datos se expresan 

como la media ± SEM. *p < 0,05. 

 

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

Dado que la calidad del ovocito depende en gran medida de un desarrollo vascular adecuado, 

evaluamos si el tratamiento con la DAG y con metformina afectaba la formación y estabilidad 

del sistema vascular. En primer lugar, estudiamos la expresión de CD34 (n=5) (marcador de 

células endoteliales). Observamos una mayor expresión en el grupo DAG (p < 0,001 vs Control), 

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

La expresión de alfa-actina en células musculares lisas (marcador de periendotelio vascular) fue 

ligeramente menor en los animales DAG cuando se analizó por inmunohistoquímica (n=5-6) (p 

< 0,05 vs Control) pero no se observaron cambios cuando se analizó mediante Western blot 

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

A continuación, estudiamos la expresión de los factores angiogénicos más importantes. VEGF 

se mostró aumentado en el grupo DAG (n=5-8) (p < 0,05 vs Control), mientras que metformina 

revirtió este efecto (p < 0,05 vs DAG) (Figura 28 E). Luego, analizamos los niveles de dos factores 

angiogénicos involucrados en la estabilidad de los vasos: PDGF-B (n=5) y angiopoyetina-2 (n=5-

6). PDGF-B disminuyó en el grupo DAG sin efecto de la metformina (p < 0,05 vs Control) (Figura 

28 F). El nivel de angiopoyetina-2 permaneció sin alteraciones entre los grupos (Figura 28 G). 
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Figura 28. Angiogénesis ovárica en los grupos control, DAG y DAG+Met. (A) Inmunotinción de células 

endoteliales con anticuerpo anti-CD34. El gráfico muestra la cuantificación del área de células 

endoteliales en los ovarios de animales de los tres grupos analizados. Los paneles inferiores muestran 

secciones histológicas representativas de ovarios control, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpo 

anti-CD34. Se analizaron cuatro secciones por ovario. Las flechas muestran tinción positiva. Barra de 

escala: 50 μm; magnificación de 600X. (B) Análisis densitométrico del marcador endotelial CD34. (C) 

Inmunotinción de células periendoteliales con anticuerpo anti-alfa-actina de músculo liso. El gráfico 

muestra la cuantificación del área de células periendoteliales en los ovarios de animales de los tres 

grupos analizados. Los paneles inferiores muestran secciones histológicas representativas de ovarios 

control, DAG y DAG+Met marcados con anticuerpos anti-alfa-actina de músculo liso. Se analizaron 

cuatro secciones por ovario. Las flechas muestran tinción positiva. Barras de escala: 50 μm; 

magnificación de 600X. (D) Análisis densitométrico del marcador de células periendoteliales alfa-actina 

de músculo liso. (E) Análisis densitométrico de VEGF. (F) Análisis densitométrico de PDGFB. (G) Análisis 

densitométrico de ANGPT2. Para Western blots, la densidad de cada banda se normalizó a las bandas 

de GAPDH o β-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteína 

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

 
 
 

Efecto de la dieta alta en grasas y metformina en la deposición de colágeno 

Analizamos la fibrosis ovárica estudiando la deposición de las fibras de colágeno. Observamos 

mediante tinción con PSR (n=5-6) un aumento de la fibrosis en el grupo DAG (p < 0,05 vs 

Control). Sin embargo, los ovarios de ratones DAG+Met mostraron niveles más bajos de tinción 

con PSR respecto a los ovarios DAG (p < 0,05 vs DAG) (Figura 29 A). 
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Figura 29. Deposición de colágeno en los grupos Control, DAG y DAG+Met. Deposición de colágeno 

analizada mediante tinción con picrosirius red (PRS). El gráfico muestra el % de área teñida. Los paneles 

inferiores muestran imágenes representativas de PRS en campo claro (paneles superiores) y microscopía 

de luz polarizada (paneles inferiores) de los tres grupos experimentales. Las flechas muestran tinción 

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

Para evaluar el efecto de la ingesta de DAG y la administración de metformina en el rendimiento 

reproductivo de los ratones, apareamos hembras con machos C57BL/6 de fertilidad 

comprobada. Las hembras DAG requirieron más tiempo para lograr la preñez (p < 0,05 vs 

Control), mientras que en el grupo DAG+Met el tiempo fue similar al de los ratones Control (p  

<  0,05  vs  DAG) (n=6-8) (Tabla  5). También analizamos el número de crías por camada (n=6-

9), que fue menor en los animales DAG (p < 0,05 vs Control), observando una mejora en el grupo 

DAG+Met (p > 0,05 vs Control) (Tabla 5). No se encontraron cambios en el peso promedio de 

las crías (n=53-83) (p > 0,05 entre los grupos). Sin embargo, el peso total de la camada fue 

menor en los animales DAG (p< 0,05 vs Control), reducción que se mejoró con la administración 

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

 

Tabla 5: Fertilidad natural de animales Control, DAG y DAG+Met con ratones macho C57BL/6. 
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Los datos están expresados como la media ± SEM. Se utilizó ANOVA seguido de Newman-Keuls's post-

test para la comparación entre grupos. La significancia estadística fue definida como p<0,05. Letras 

diferentes representan diferencias significativas. 

 

 

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

(FIV) 

Posteriormente, analizamos el efecto de la ingesta de la DAG y de metformina en la fertilización 

in vitro (n=5-6). Encontramos un menor número de ovocitos recuperados en los grupos DAG y 

DAG+Met (p < 0,01 vs Control) (Figura 29 A). Sin embargo, no se encontraron diferencias en el 

porcentaje de ovocitos normales y anormales, embriones de dos células y formación de 

blastocistos (p > 0,05 entre los grupos) (Figura 29 B-E). 
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Figura 30. Análisis de la calidad ovocitaria y ensayo de fertilización in vitro. (A) Número de ovocitos 

recuperados. (B) Porcentaje de ovocitos normales en relación a la cantidad de ovocitos recuperados. (C) 

Porcentaje de ovocitos anormales en relación a la cantidad de ovocitos recuperados. (D) Porcentaje de 

ovocitos normales que alcanzaron la etapa de embrión de dos células. (E) Porcentaje de embriones de 

dos células que alcanzaron la etapa de blastocisto (%). Los datos se expresan como la media ± el error 

estándar de la media (SEM). *p < 0,05, **p < 0,01.
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DISCUSIÓN 

En los últimos años, muchas mujeres se han visto afectadas por el consumo de una dieta 

occidental, rica en grasas saturadas, carbohidratos refinados y sodio, y pobre en vegetales y 

micronutrientes. Está claro que los efectos de la ingesta de esta dieta no se limitan a trastornos 

metabólicos, sino que también afectan a otros órganos y sistemas, dando lugar a diversas 

disfunciones aparentemente no relacionadas. En cuanto a la fertilidad femenina, los factores 

de riesgo metabólicos, especialmente la obesidad, se han asociado extensamente con la 

subfertilidad, trastornos menstruales, mayor tasa de abortos espontáneos y peores resultados 

en el embarazo [179,200,201]. También hay evidencia de que la ingesta de una DAG, 

independientemente de la obesidad, afecta la fertilidad femenina [202]. A pesar de todos los 

estudios realizados tanto en modelos animales como en mujeres, los mecanismos por los cuales 

la ingesta de una DAG afecta la función reproductiva no se comprenden completamente. En 

este estudio, encontramos que los ratones expuestos a una DAG desde la prepubertad hasta la 

adultez, además de alteraciones metabólicas, también presentan parámetros anormales de 

fertilidad y angiogénesis ovárica. La angiogénesis alterada probablemente sea uno de los 

mecanismos involucrados en la disfunción ovárica. Además, encontramos que la metformina 

puede restaurar parcialmente las alteraciones observadas en los animales.  

Primero caracterizamos las alteraciones metabólicas en nuestro modelo experimental de 

ratones alimentados con DAG (45% Kcal grasa) con o sin metformina. La metformina detuvo el 

aumento de peso corporal inducido por la administración de DAG y disminuyó el peso del tejido 

adiposo gonadal y mesentérico. El tejido adiposo gonadal participa en la funcionalidad del 

ovario al actuar como un órgano parácrino que regula la angiogénesis ovárica y la 

foliculogénesis [203,204], alterando el desarrollo folicular y la ovulación. Por lo tanto, la 

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

El ciclo estral se monitoreó en los grupos experimentales durante 14 días. Observamos que los 

ratones alimentados con DAG tenían ciclos más cortos que aquellos alimentados con la dieta 

control y que pasaban más tiempo en los estadios diestro y menos en proestro/estro, sin que 

el tratamiento con metformina tenga efectos significativos. Estos resultados son consistentes 

con estudios previos que utilizaron una dieta similar [205] y con otros que alimentaron a los 

animales con dietas muy altas en grasas (DMAG) (60% Kcal grasa) [202,206,207]. Nuestros 

resultados refuerzan la hipótesis de que cuanto más tiempo se consume una dieta alta en 

grasas, más afectada se ve la ciclicidad. 

Por otro lado, estudiamos la morfología ovárica para comprender si la DAG afecta el desarrollo 

folicular y la formación de cuerpos lúteos. No encontramos diferencias en la proporción de 

ninguna estructura folicular ni de folículos atrésicos. Sin embargo, el porcentaje de cuerpos 

lúteos recién formados disminuyó en el grupo DAG. Curiosamente, metformina aumentó el 

porcentaje de cuerpos lúteos en animales alimentados con la DAG. Estos resultados sugieren 

que, en nuestro modelo, los folículos fueron capaces de desarrollarse y que la tasa de atresia 

no aumenta después del consumo de la dieta. Sin embargo, no lograron ser ovulados 

adecuadamente y el número de cuerpos lúteos disminuyó respecto a los animales control. Esto 

es consistente con resultados anteriores obtenidos por Umehara y col., quienes demostraron 

que los ovarios de ratones obesos tienen menos cuerpos lúteos en comparación con los ovarios 

de ratones delgados [208].  

A continuación, analizamos la expresión del marcador de daño genómico γH2AX, que se mostró 

aumentado en el grupo DAG. Este marcador permite la detección de las primeras etapas del 

daño en el ADN [209]. Por lo tanto, aunque no hubo diferencias en el porcentaje de folículos 

atrésicos, las células ováricas no estaban completamente saludables, lo que podría haber 
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contribuido a la falla ovulatoria observada en este grupo. En nuestro modelo, la administración 

de metformina revirtió el aumento en el daño del ADN, lo que sugiere que este medicamento 

podría proteger a las células de la apoptosis. Se ha demostrado que metformina reduce la 

apoptosis en células ováricas en diferentes condiciones, como en células de granulosa luteínicas 

de pacientes con SOP [210], en modelos de ratas y ratones con SOP [211,212], en daño ovárico 

inducido por ciclofosfamida en ratones [213] y en gallinas ponedoras de edad avanzada [214].  

Por otro lado, observamos también un aumento de la fibrosis ovárica en los ovarios de ratones 

alimentados con la DAG. La fibrosis ovárica ocurre como consecuencia del aumento en la 

deposición de la matriz extracelular y se ha relacionado con la infertilidad y la menopausia 

temprana [215]. Metformina fue capaz de revertir este efecto de la dieta, lo cual es consistente 

con el informe de Landry y col., quienes encontraron que este medicamento previene la fibrosis 

ovárica asociada con la edad [120]. En conjunto, estos resultados sugieren que metformina 

protege al ovario del daño en el ADN y de la fibrosis, mejorando como consecuencia la 

ovulación.  

A continuación, 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 más altos en los animales DAG a pesar de la disminución en el porcentaje 

de cuerpos lúteos. Este aumento en la progesterona sérica se correlaciona con el aumento 

observado en la enzima esteroidogénica 3β-HSD. Niveles elevados de progesterona junto con 

la ausencia de cambios en el estradiol se describieron previamente en un modelo de rata con 

obesidad, alimentadas con una DMAG durante 120 o 180 días [216]. Los autores explican que 

los niveles elevados de insulina podrían aumentar los niveles de 3β-HSD en las células ováricas, 

lo que llevaría a niveles más altos de progesterona. No encontramos niveles más altos de 

insulina en nuestro modelo, lo que sugiere que otro mecanismo podría estar regulando las 
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enzimas esteroidogénicas y, por lo tanto, los niveles de hormonas ováricas. Tampoco se 

encontraron cambios en los niveles de FSH y LH, lo que sugiere que el aumento de progesterona 

se debe a alteraciones ováricas y no a alteraciones en la señalización de gonadotrofinas. Se 

necesitan más estudios para dilucidar estos mecanismos.  

Metformina revirtió los niveles de 3β-HSD a valores similares a los del grupo control, así como 

la concentración de progesterona. Se ha descripto ampliamente que metformina regula las 

hormonas ováricas y las enzimas esteroidogénicas en las células de granulosa, principalmente 

a través de la activación de AMPK [217]. En nuestro modelo in vivo, metformina podría estar 

actuando tanto directamente sobre las células ováricas como a través de una mejora en el 

estado metabólico del animal. En ambos casos, metformina mejora la esteroidogénesis ovárica, 

lo que podría mejorar la ovulación en un modelo de dieta grasa que presente disfunción 

ovulatoria y esteroidogénica. 

Por otro lado, se sabe que los vasos sanguíneos están altamente involucrados en la 

remodelación de los tejidos. Un ejemplo de esto se observa en el crecimiento y la regresión del 

tejido adiposo en donde la formación de una red de vasos sanguíneos es esencial para que los 

adipocitos se hipertrofien. Se han encontrado niveles elevados de factores proangiogénicos 

durante la expansión del tejido adiposo, junto con un aumento de las señales inflamatorias 

[166]. En el ovario, la angiogénesis es un proceso estrictamente regulado y esencial que permite 

la nutrición adecuada y la estimulación hormonal de los folículos en crecimiento. Por lo tanto, 

las alteraciones en la formación de vasos sanguíneos conducen a disfunciones ováricas. Para 

explorar si la disfunción ovárica observada podría deberse a una angiogénesis ovárica alterada, 

estudiamos las células endoteliales y periendoteliales de los vasos del ovario. Nuestros 

resultados sugieren que hay una desregulación en la formación de vasos sanguíneos después 

de la ingesta de la DAG, con un mayor número 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 

folículos podrían estar mal irrigados. Además, los niveles elevados de VEGF en los ovarios de 

ratones alimentados con DAG también sugiere una falta de irrigación adecuada a los folículos 

en desarrollo. En primer lugar, VEGF se expresa en respuesta a hipoxia, es decir, cuando las 

concentraciones de oxígeno en un sistema o tejido en particular son bajas, estas son sensadas 

por HIF-1α, quien gatilla la expresión de VEGF, el principal promotor de la angiogénesis 

[218,219]. En segundo lugar, porque niveles altos de VEGF no acompañados por niveles altos 

de PDGFB, llevan a la formación de vasos tortuosos, sin células periendoteliales que los 

estabilicen, que no son funcionales [220]. En relación a esto, se ha informado que los ratones 

alimentados con una DMAG más fructosa tienen menos vasos en el ovario, lo que podría estar 

relacionado con un aumento en los niveles de IL-10 [203]. En otro estudio, animales 

alimentados con DAG durante 20 semanas tenían menos vasos sanguíneos foliculares que 

animales alimentados con dietas control [221]. En conjunto, estos resultados sugieren que la 

angiogénesis ovárica está desregulada por la ingesta de la dieta, independientemente de la 

cantidad de grasa y la duración de la administración de la misma. Esto demuestra que las 

alteraciones en los factores angiogénicos y la formación de vasos sanguíneos pueden ser un 

proceso clave en la disfunción ovárica que ocurre después de la ingesta de una DAG. 

Metformina regula la angiogénesis ovárica principalmente disminuyendo VEGF y estabilizando 

el sistema vascular [67,80,83]. En trabajos anteriores en nuestro laboratorio, demostramos que 

metformina actúa directamente sobre las células de granulosa de rata disminuyendo la 

expresión de VEGF in vitro [67]. En el modelo actual, los ratones que recibieron metformina 

tienen menos vasos ováricos que el grupo DAG, además de tener menores niveles ováricos de 

VEGF. Probablemente, la disminución de VEGF fue lo que condujo a la disminución en la 

formación de vasos sanguíneos. Por otro lado, el número 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 

ováricos en el grupo de metformina son más maduros y funcionales. Se ha descripto que 

metformina mejora la angiogénesis ovárica en el SOP [83,222,223], lo que lleva a una mejora 

en los parámetros de fertilidad. Por lo tanto, sería interesante estudiar sus efectos sobre la 

fertilidad en mujeres con patologías que presentan desregulación de la angiogénesis ovárica, 

como alteraciones metabólicas y reproductivas debido a la alta ingesta de grasas. 

La fertilidad femenina depende de una función ovárica saludable, donde tanto los factores 

locales como los sistémicos pueden influir en los resultados reproductivos. Por lo tanto, las 

alteraciones ováricas no siempre se reflejan en una disminución de la fertilidad, ya que podría 

haber mecanismos compensatorios que actúen para preservar la reproducción. Es por esto que 

evaluamos si las alteraciones ováricas observadas en nuestro modelo de DAG condujeron a una 

disminución de la fertilidad. Al aparear los ratones con machos de fertilidad comprobada, las 

hembras DAG requirieron más tiempo para lograr la preñez. También tuvieron menos crías por 

camada, en consistencia con el menor número de cuerpos lúteos observados por histología 

ovárica. Esto también concuerda con estudios previos en los que se administró una DMAG 

durante 10 semanas, resultando en tasas de preñez más bajas y menos crías por camada en 

comparación con los animales control [224]. En conjunto, estos resultados sugieren que las 

alteraciones ováricas en los animales alimentados con DAG disminuyen el número de ovocitos 

ovulados y de crías por camada. Además, la ovulación ocurre después de períodos más largos, 

lo que conduce a una disminución de la fertilidad con un aumento en el tiempo para lograr la 

preñez. La administración de metformina a los ratones alimentados con la DAG disminuyó el 

tiempo para lograr la preñez y restauró el número de crías por camada a valores similares a los 

del grupo control. Estos resultados sugieren que metformina podría mejorar tanto el 

metabolismo sistémico como procesos locales del ovario, restaurando así la ovulación y 



 131 

mejorando la fertilidad. 

Para evaluar si la inducción de la ovulación puede superar la subfertilidad en ratones 

alimentados con DAG, superovulamos animales de cada grupo experimental, recolectamos sus 

ovocitos y realizamos una fecundación in vitro (FIV). Los ratones DAG ovularon menos ovocitos 

que los ratones control, independientemente del tratamiento con metformina. Este resultado 

refuerza el hecho de que la principal anomalía en nuestro modelo de DAG está relacionada con 

una disminución de la ovulación. Sin embargo, la calidad de los ovocitos ovulados no parece 

diferir entre los grupos, ya que estos son fertilizados y crecen de forma similar a los del grupo 

control. Estos resultados concuerdan con un trabajo de Hohos y col., quienes utilizaron un 

modelo de ratón con DMAG durante 10 semanas y encontraron que, después de la inducción 

de la ovulación, el número de ovocitos ovulados era menor en los animales alimentados con la 

DAG [225]. 

Se han propuesto muchos mecanismos para explicar las alteraciones en la ovulación, como una 

disminución en la expresión de diferentes genes relacionados con la ruptura del folículo o 

anomalías epigenéticas [226]. Nuestros resultados sugieren que, además de estos mecanismos, 

la DAG altera la angiogénesis ovárica, siendo la correcta regulación de los factores angiogénicos, 

un mecanismo esencial para una adecuada ovulación y formación de cuerpos lúteos [227]. 

Metformina no aumentó el número de ovocitos ovulados, sugiriendo que, al menos en nuestro 

modelo de ratones DAG, la estimulación con gonadotrofinas estaría enmascarando cualquier 

posible efecto de la metformina. Es ampliamente conocido que el tratamiento con metformina 

en mujeres con SOP aumenta las tasas de ovulación cuando se combina con citrato de clomifeno 

o gonadotrofinas, así como reduce el riesgo de síndrome de hiperestimulación ovárica y 

disminuye las tasas de aborto espontáneo [86]. En la obesidad y el síndrome metabólico, el 

efecto de metformina en la reproducción asistida no está bien establecido. Según nuestros 
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resultados, en un modelo de ratón con ingesta de una DAG, metformina fue útil para mejorar 

la fertilidad natural pero no mejoró los resultados reproductivos después de la inducción de la 

ovulación. Estudios adicionales, tanto en modelos animales como en mujeres, serían útiles para 

confirmar estos resultados. 

En resumen, los ratones alimentados con DAG presentaron cambios en el ciclo estral, 

alteraciones en la esteroidogénesis, mayor tiempo para lograr la preñez y menos crías por 

camada. Encontramos que la angiogénesis ovárica desregulada y el aumento del daño al ADN 

en las células ováricas, podrían ser algunos de los mecanismos subyacentes a estos resultados. 

Como consecuencia, las tasas de ovulación fueron más bajas en los ratones alimentados con 

DAG, como se evidencia en la fertilidad natural y luego en la inducción de la ovulación con 

gonadotrofinas. El tratamiento con metformina logró mejorar la angiogénesis ovárica, lo que 

llevó a una mejor esteroidogénesis y ovulación, que a su vez disminuyó el tiempo para lograr la 

preñez y aumentó el tamaño de la camada. Sin embargo, metformina no aumentó el número 

de ovocitos recuperados después de la inducción con gonadotrofinas. 

Concluimos que la desregulación de la angiogénesis ovárica es uno de los mecanismos que 

explicaría las alteraciones observadas en la funcionalidad ovárica y en la fertilidad; y que 

metformina podría revertir estas alteraciones ya que mejora la formación de vasos sanguíneos 

en el ovario. 

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

esencial para desarrollar estrategias nuevas y más efectivas para el tratamiento en mujeres. 
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Capítulo 2 B 

Metformina en condiciones patológicas:  

 Animales expuestos in utero y durante 

la lactancia 
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METODOLOGÍA 
 

MODELO ANIMAL 

Como ya fue descripto en el Capítulo 2 A, las hembras C57BL/6 de 21 días de edad fueron 

separadas en tres grupos. Un grupo control, un grupo dieta alta en grasas (DAG) alimentado con 

DAG por 15 semanas y un grupo DAG tratado con metformina durante las últimas 4 semanas. A la 

semana 15, las hembras fueron apareadas con machos de fertilidad comprobada, sosteniendo el 

tratamiento durante toda la preñez y lactancia. Finalizada la misma, las crías fueron sexadas, 

pesadas y separadas de sus madres. Se conservó solo a las hembras, obteniendo tres grupos 

experimentales: grupo F1 Control, grupo F1 DAG y grupo F1 DAG+Met. Durante las 7 semanas 

siguientes, se permitió que las crías de los tres grupos crecieran con disponibilidad ad libitum de 

alimento y bebida, sin ningún tratamiento adicional realizado. Se registró el peso semanalmente y 

durante los últimos 14 días del experimento, se cicló de forma diaria a algunos animales de cada 

grupo para estudiar el ciclo estral. A las 10 semanas de vida, se realizó una curva de tolerancia a la 

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

En el primero, se anestesió a los animales y se realizó una punción cardíaca para obtener sangre, 

previo al sacrificio. Una vez coagulada y centrifugada la misma, se obtuvo suero que fue 

conservado a -80° para su posterior utilización. Se extrajo y pesó el tejido adiposo mesentérico y 

gonadal, el hígado y los ovarios, los cuales fueron limpiados del tejido adherente subyacente y 

congelados o fijados en Bouin para realizar posteriormente técnicas de western blot y de 

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

comprobada. Se estudió el tiempo que demoraron hasta lograr la preñez, tomando como día 1 

aquel en el cual se visualizó el tapón vaginal, resultado de la cópula. La cantidad de crías obtenidas 

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

La figura 31 muestra un diagrama esquemático del diseño experimental. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

 

TÉCNICAS 

Las técnicas de ciclado, GTT, medición hormonal, inmunohistoquímica, western blot, recuento 

folicular y apareo fueron realizadas según lo descripto en el Capítulo 1 A. 

El análisis estadístico fue realizado según lo descripto en el Capítulo 2 A. 
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RESULTADOS 

 

Efectos en parámetros metabólicos   

Para analizar posibles alteraciones metabólicas en las crías expuestas a la DAG y al tratamiento con 

metformina durante la gestación y lactancia, pesamos a los animales al momento de nacer (n=53-

83), al finalizar la lactancia y luego una vez por semana durante siete semanas (n=11-12). 

Como ya fue descripto en el Capítulo 2 A, las crías de los animales tratados no mostraron diferencias 

en el peso corporal al momento del nacimiento (Tabla 5) (p > 0,05 entre grupos). Sin embargo, 

finalizada la lactancia (semana 3 de vida), el grupo F1 DAG presentó mayor peso corporal que el 

grupo F1 Control (p < 0,05 vs F1 Control) y que el grupo F1 DAG+Met (p < 0,01 vs F1 DAG+Met) 

(Figura 32 A). Luego de cuatro semanas de alimentación independiente, las diferencias de peso 

corporal entre los grupos se pierden (p > 0,05 entre grupos) (Figura 32 A). 

Luego de sacrificar a los animales analizamos el tejido adiposo de los mismos (n=7-17) y observamos 

que las crías de los animales alimentados con DAG presentaron mayor tejido adiposo gonadal y 

mesentérico (p < 0,001 vs F1 Control) y que este aumento es revertido a partir del tratamiento de 

las madres con metformina (p < 0,001 vs F1 DAG+Met) (Figura 32 B-C).  

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en los valores de glucemia basal (n=5-6) ni 

en la curva de tolerancia a la glucosa entre grupos (n=6) (Tabla 6) (p >0,05 vs F1 Control), como así 

tampoco en el peso del hígado (F1 Control: 0,99 ± 0,03 g; F1 DAG: 0,91 ± 0,03 g; F1 DAG+Met: 0,88 

± 0,03 g). 
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Figura 32. Peso corporal y tejido adiposo en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Ganancia 

de peso corporal durante las siete semanas del experimento (B) Peso del tejido adiposo gonadal. (C) Peso 

del tejido adiposo mesentérico. Los datos se expresan como la media ± el error estándar de la media (SEM). 

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

 

Tabla 6: Parámetros metabólicos y hormonales de ratones F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met a la semana 
10 de edad.    
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Los datos están expresados como la media ± SEM. Para realizar comparaciones entre grupos se utilizó 

ANOVA, seguido de la prueba de Newman-Keuls. ABC: Area bajo la curva de glucosa. Diferencias 

significativas fueron definidas como p<0,05.  

 

 

Efectos en el ciclo estral y en la producción hormonal 

Para estudiar posibles alteraciones en el ciclo estral, analizamos la citología vaginal de los animales 

durante 14 días. Si bien no se observaron cambios en la cantidad de ciclos totales (n=8-12) ni en la 

duración de los mismos (n=7-12) (p > 0,05 entre grupos)  (Figura 33 A-B), el tiempo que pasaban 

los animales en cada una de las fases del ciclo (n=8-12) fue diferente, observando que los animales 

expuestos tanto a DAG como a DAG y metformina pasaron más tiempo en los estadios proestro y 

estro (F1 DAG: p < 0,001 vs F1 Control; F1 DAG+Met: p < 0,01 vs F1 Control) y menos tiempo en 

los estadios diestro (F1 DAG: p < 0,001 vs F1 Control; F1 DAG+Met: p < 0,01 vs F1 Control), 

comparado a las crías de las hembras control (Figura 33 C-D) . 

Si bien no se observaron diferencias significativas en las concentraciones séricas de FSH (n=6) o de 

LH (n=6-7) (p >0,05 entre grupos), se encontró una tendencia al aumento en las concentraciones 

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

 (A) Número de ciclos en 14 días.  (B) Duración de los ciclos. (C) % de tiempo transcurrido en las fases 

Proestro y Estro. (D) % de tiempo transcurrido en las fases Diestro I y Diestro II. Los datos se expresan como 

la media ± el error estándar de la media (SEM).  

 

Efecto en el desarrollo folicular 

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

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

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

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

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

> 0,05 vs F1 DAG) (Figura 34 A).  



 140 

 

Figura 34. Recuento folicular en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Porcentaje de cada 

estructura en secciones ováricas teñidas con H&E. FP: folículo primario. FPA: folículo preantral. FAT: folículo 

antral temprano. FAM: folículo antral maduro. FA: folículo atrésico. CL: Cuerpo lúteo. Las fotografías 

muestran imágenes representativas de los ovarios. Paneles superiores: barra de escala de 100 μm, aumento 

de 40X. Paneles inferiores: barra de escala de 100 μm, aumento de 100X; n=5-7. Las puntas de flecha indican 

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

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

Con el objetivo de evaluar el estado de la vasculatura en el ovario, medimos por western blot de 

ovario total al marcador de células endoteliales CD34 (n=8-9) y al marcador de periendotelio 

vascular, alfa-actina de músculo liso (n=7-9). No observamos diferencias significativas entre los 

grupos experimentales en ninguno de los dos parámetros (p > 0,05 entre grupos) (Figura 35 A-B).  

A continuación, estudiamos la expresión de los factores más importantes que regulan la 

angiogénesis. Si bien no encontramos diferencias significativas en VEGF (n=7-9) (Figura 35 C) ni en  

angiopoyetina 2 (ANGPT2) (n=8-9) (p > 0,05 entre grupos) (Figura 35 E), el factor angiogénico 

PDGFB (n=5-8) presentó una disminución significativa en los dos grupos expuestos a la DAG (F1 

DAG: p < 0,05 vs Control; F1 DAG+Met: p < 0,001 vs Control) (Figura 35 D). 
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Figura 35. Angiogénesis ovárica en los grupos F1 Control, F1 DAG y F1 DAG+Met. (A) Análisis 

densitométrico del marcador de células endoteliales CD34. (B) Análisis densitométrico del marcador de 

células periendoteliales alfa-actina de músculo liso. (C) Análisis densitométrico de VEGF. (D) Análisis 

densitométrico de PDGFB. (E) Análisis densitométrico de ANGPT2. La densidad de cada banda se normalizó 

a las bandas de GAPDH o β-actina. Los paneles inferiores muestran bandas representativas de cada proteína 

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

 

Efecto en parámetros de fertilidad 

Para evaluar si el rendimiento reproductivo de los ratones se vio afectado por la exposición a la DAG 

y al tratamiento con metformina, apareamos a las crías con machos C57BL/6 de fertilidad 

comprobada. Observamos que el grupo F1 DAG mostró una tendencia a demorar más tiempo en 

lograr la preñez que los animales de los otros dos grupos experimentales, sin embargo, no hay 

diferencias significativas entre los grupos en este parámetro (n=5)  (p >0,05 entre grupos) (Figura 36 

A). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la cantidad de crías obtenidas por camada 

(n=5) (p >0,05 vs entre grupos) (Figura 36 B), pero sí en el peso de las mismas al nacer (n=28-41), 

que fue significativamente mayor en las crías del grupo F1 DAG, así como también en las crías del 

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

(C) Peso de las crías al momento del nacimiento. Los datos se expresan como la media ± el error estándar de 

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

El consumo de una dieta alta en grasas durante la gestación y la lactancia puede tener efectos 

significativos en el desarrollo y la salud de la descendencia, tanto a corto como a largo plazo. La 

nutrición materna juega un papel crítico en el desarrollo fetal, y un exceso de grasas puede influir 

negativamente en diferentes aspectos del crecimiento y la salud de la progenie. Entre ellos, se 

observa un mayor riesgo de desarrollar obesidad y síndrome metabólico [228–230], alteraciones en 

el desarrollo neurológico [231–233] y en el sistema inmunológico [234,235], impacto en la 

microbiota intestinal [236], mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares [237,238] y efectos en 

la salud hepática [239–241]. Sin embargo, los efectos en la salud reproductiva de la descendencia 

están poco estudiados. En este trabajo, encontramos que las crías de ratones expuestos a una DAG 

durante la gestación y la lactancia presentaron no solo alteraciones metabólicas en la adultez, sino 

también alteraciones en parámetros reproductivos, entre ellos, el ciclo estral, la ovulación y la 

angiogénesis ovárica. Observamos también una tendencia a demorar más tiempo en lograr la 

preñez y consecuencias metabólicas incluso en una segunda generación. La exposición a 

metformina además de la dieta, mejoró algunas de las alteraciones observadas en la descendencia, 

pero no todas. 

Para comenzar con el estudio, analizamos parámetros metabólicos en la descendencia de madres 

alimentadas con dieta control, DAG y en aquellas tratadas con metformina además de la DAG. Si 

bien los animales no presentaron diferencias de peso al momento del nacimiento, a las 3 semanas 

de edad, es decir al finalizar la lactancia, los ratones expuestos a DAG mostraron mayor peso 

corporal que la descendencia de ratones control y la descendencia de los tratados con la droga.  Esta 

diferencia de peso que se observa luego de la lactancia puede deberse tanto a la diferencia en el 

número de crías en las camadas, ya que el número de crías por camada de madres DAG fue menor 

respecto a los otros dos grupos; como a alteraciones en el contenido de la leche materna. Estudios 
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previos han demostrado que la leche materna proveniente de mujeres con sobrepeso u obesidad 

presenta más grasas y contenido calórico que aquella proveniente de madres normopeso [242], 

además de observarse alteraciones en el contenido de ácidos grasos y lípidos según los hábitos 

alimenticios de las madres [243,244]. En nuestro modelo observamos que cuando las madres son 

tratadas con metformina, el aumento de peso en la descendencia luego de la lactancia no sucede. 

Las concentraciones de metformina en leche materna son bajas [245], por lo que este efecto 

probablemente se deba a una recomposición del contenido de la leche, más que a una consecuencia 

directa de metformina sobre la progenie. En concordancia con nuestros resultados, trabajos 

anteriores han demostrado que las crías de madres alimentadas con DAG durante la lactancia son 

más pesadas en el día post-natal 16, al encontrarse expuestas a una leche materna con mayor 

contenido lipídico (mayor cantidad de ácidos grasos de cadena larga omega-6 y menor cantidad de 

omega-3), alteración que es revertida al tratar con metformina a las madres [246]. Por otro lado, las 

madres tratadas con DAG presentaron mayores concentraciones séricas de glucosa, por lo que la 

leche consumida por las crías durante la lactancia podría también presentar un elevado contenido 

de azúcares. Sin embargo, si bien en este trabajo no analizamos el contenido de glucosa en la leche, 

trabajos previos han demostrado que la leche materna de mujeres con diabetes tipo 1 posee 

concentraciones de glucosa similares a la leche de mujeres control [247], lo que refuerza la hipótesis 

del mayor contenido lipídico.  

Transcurridas las primeras semanas de alimentación independiente de los animales, las diferencias 

de peso corporal se pierden, sin embargo, los animales expuestos a la DAG presentan mayor tejido 

adiposo gonadal y visceral en la adultez. Es posible que las diferencias en la cantidad de tejido 

adiposo analizado no sean lo suficientemente grandes como para verse reflejadas en el peso 

corporal total de los animales, el cual se encuentra además determinado por la cantidad de tejido 

adiposo subcutáneo y el contenido no graso de los restantes tejidos y órganos.  



 146 

El aumento del tejido adiposo en la descendencia de madres tratadas con DAG, fue previamente 

reportado en modelos experimentales similares [248], observándose además un aumento de la 

ingesta calórica de los animales [249], y diferencias en la expresión génica en el tejido adiposo 

blanco y marrón de la descendencia expuesta [250]. En nuestro estudio, el tratamiento con 

metformina a las madres, por su parte, logró revertir el aumento del tejido adiposo en las crías. Este 

efecto de la exposición a la droga durante la gestación y lactancia es un efecto metabólico benéfico, 

ya que el exceso de tejido adiposo es un factor clave para el desarrollo de patologías, tales como la 

diabetes, síndrome metabólico, hipertensión y enfermedades cardiovasculares, entre otras. La 

bibliografía existente en relación a la cantidad de tejido adiposo en la descendencia de madres 

tratadas con la droga es controversial. Josca M Schoonejans y col. reportaron que, en un modelo 

murino, la exposición a metformina durante el desarrollo aumentó el riesgo de padecer patologías 

metabólicas en las crías de madres obesas, observando distinta susceptibilidad dependiendo de la 

edad y del sexo de la descendencia [251,252].  Una posible explicación de las diferencias en el 

impacto de la metformina en las crías según el sexo y la edad podría radicar en las acciones anti-

inflamatorias de los estrógenos [253], los cuales son menores en los machos y a su vez disminuyen 

a edades avanzadas. En humanos, como ya se discutió en el Capítulo 1 B de esta tesis, los estudios 

a largo plazo son escasos, y hasta ahora no hacen distinción por sexo, por lo que sería conveniente 

profundizar la investigación en este área. En nuestro trabajo, a pesar de que la glucemia de las 

madres alimentadas con DAG se encuentra elevada, no observamos la diferencia de peso al nacer 

descripta en bebés de madres con DT2 [101]. Nuestro modelo experimental, por lo tanto, se 

asemeja más a lo observado en mujeres con sobrepeso u obesidad [142,254]. Cabe resaltar que aún 

no existen estudios en adultos que fueron expuestos a metformina in utero. En nuestro trabajo 

encontramos que, en ratones adultos, la metformina es capaz de mejorar la redistribución del tejido 

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

Otro parámetro metabólico analizado fue la concentración sérica de glucosa y su metabolización, 

en donde, al igual que en otros trabajos similares, no se observaron diferencias significativas entre 

los grupos [252]. Esto, en principio, indicaría una alteración metabólica poco severa en la 

descendencia, acotada al contenido graso, que no fue suficiente para alterar la regulación de la 

glucosa. En nuestro modelo, sin embargo, no estudiamos a la descendencia en la adultez tardía, 

momento en el que se presenta la mayor tendencia a desarrollar alteraciones en el metabolismo de 

la glucosa. Por lo tanto, consideramos que sería interesante estudiar este parámetro a esa edad, 

para ver si la exposición a la dieta durante el desarrollo aumenta o no el riesgo de presentar un 

estado de hiperglucemia o de resistencia a la insulina en la adultez tardía. También sería interesante 

estudiar el metabolismo lipídico en estos animales. 

A continuación, para comenzar a caracterizar el estado reproductivo de los animales, estudiamos el 

ciclo estral. Si bien los animales no presentaron alteraciones en la cantidad de ciclos ni en su 

duración, aquellos expuestos a la DAG durante el desarrollo pasaron más tiempo en los estadios 

proestro y estro y menos tiempo en los estadios diestro, sin observarse diferencias por la exposición 

a metformina. Trabajos previos realizados en ratas demostraron que los animales expuestos 

durante la gestación y la lactancia a una dieta con 45 % de contenido graso presentaron un inicio 

precoz de la pubertad y ciclos estrales irregulares, con estros más prolongados y persistentes. Los 

autores sugieren que esto puede estar relacionado con un envejecimiento ovárico temprano, en 

respuesta a un ambiente de desarrollo nutricionalmente excesivo [255]. En el Capítulo 2 A de este 

trabajo de tesis, caracterizamos el ciclo estral de animales directamente tratados con la DAG y con 

metformina, y observamos que contrariamente a lo que vemos en la progenie, los animales pasaron 

menos tiempo en los estadios ovulatorios proestro y estro y más tiempo en los anovulatorios 

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

A continuación, para evaluar si las alteraciones en el ciclo estral se relacionan con desbalances 

hormonales, estudiamos las concentraciones séricas de FSH y LH. No observamos diferencias 

significativas entre los grupos, pero si una tendencia al aumento de las concentraciones de FSH en 

los animales expuestos a DAG, con o sin exposición a metformina. Este resultado concuerda con 

trabajos previos en rata, en donde se observan concentraciones elevadas de FSH en la progenie 

expuesta a DAG [198]. En este trabajo, los autores especulan que, a pesar del aumento en las 

concentraciones séricas de esta hormona, los animales expuestos a la DAG poseen una disminución 

de la respuesta a la FSH que provoca deterioro folicular. 

 Para que el análisis del estado del eje hipotalámico-hipofisario-gonadal se encuentre completo, 

resultaría conveniente estudiar las concentraciones séricas de estradiol y progesterona. De esta 

forma, se podría evaluar la respuesta del ovario a las gonadotrofinas, y por ende su funcionalidad. 

Analizamos, luego, en nuestro modelo, los distintos estadios foliculares a partir de la realización de 

un recuento folicular.  No observamos diferencias significativas en ninguno de los estadios de 

desarrollo, excepto en la cantidad de cuerpos lúteos que se encontró disminuida, 

independientemente del tratamiento con metformina. Este resultado, condice con lo que 

observamos en el Capítulo 2 A de esta tesis, en donde los animales tratados directamente con la 

DAG, presentaron menor cantidad de cuerpos lúteos; aunque en este caso, el tratamiento directo 

con la droga logró revertir los efectos nocivos de la dieta. Trabajos previos sugieren que la 

administración de DAG durante la gestación puede afectar la reserva ovárica y el desarrollo folicular 

de la progenie, y que estos efectos no logran ser revertidos por el tipo de alimentación administrada 

a la descendencia luego del destete; además de reportar disfunción mitocondrial en los ovarios de 

las crías [256]. Otros autores reportaron cambios en el estado redox [257] y mayor apoptosis en el 

ovario de animales expuestos a la dieta, que compromete el desarrollo folicular y aumenta la atresia 
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[198]. La mayoría de estos trabajos, sin embargo, fueron realizados con dietas obesogénicas con un 

contenido calórico mucho mayor que la dieta utilizada en este trabajo de tesis, o utilizaron otras 

especies como modelo experimental. Ying Cheong, M.D y col. [258], en cambio, al igual que en este 

trabajo, alimentaron a ratones con una dieta con 45% de calorías provenientes de la grasa durante 

6 semanas antes del apareo y luego durante la preñez y lactancia. Evaluaron los ovarios de las crías 

15 semanas después del destete y observaron menor número de folículos primordiales, antrales y 

preovulatorios en los animales expuestos a la DAG. Consideramos que las diferencias con los 

resultados de Ying Cheong, M.D y col. pueden relacionarse tanto con las diferencias en la cantidad 

de semanas previas al apareo que fue administrada la DAG a las madres, así como también a la 

diferencia en la edad de las crías al momento de estudiar sus ovarios, los cuales, en ese trabajo, se 

encontraban más envejecidos. Teniendo en cuenta que solo observamos diferencias en la cantidad 

de cuerpos lúteos, y no en el desarrollo de los folículos en el ovario, podemos hipotetizar que la 

exposición a la DAG podría estar alterando la ovulación, lo que concuerda con la tendencia a 

demorar más tiempo en lograr la preñez en los animales expuestos a la dieta durante el desarrollo, 

al analizar la fertilidad natural. Como vimos en el Capítulo 2 A, en los animales que recibieron DAG, 

metformina revirtió la disminución de los cuerpos lúteos; sin embargo, en la descendencia, la 

exposición a la droga no fue suficiente para mejorar la alteración en la ovulación. Esto demuestra 

que el tratamiento de las madres con la droga, no es suficiente para revertir la posible programación 

fetal provocada por la DAG. 

Como mencionamos en los capítulos anteriores de este trabajo de tesis, la presencia de una 

vasculatura estable y funcional es fundamental para el correcto desarrollo folicular y la ovulación. A 

partir del análisis de la vasculatura ovárica de la descendencia, pudimos observar que, si bien la 

cantidad de vasos no presenta cambios, las crías de los animales tratados con DAG, 

independientemente de la exposición a metformina, presentan una menor expresión del factor 
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angiogénico PDGFB. La consecuencia de una menor expresión de este factor, es una disminución en 

el reclutamiento y proliferación de las células periendoteliales, encargadas de estabilizar y volver 

funcional al vaso en formación, por lo que podría pensarse que los vasos sanguíneos ováricos de los 

animales expuestos a la DAG son más inestables que los de los animales no expuestos. Sin embargo, 

al analizar el marcador de células periendoteliales α-actina por western blot, no observamos 

diferencias significativas entre grupos. Sería interesante realizar estudios de inmunohistoquímica, 

ya que en el western blot, las diferencias podrían no observarse por estar enmascaradas al utilizar 

el ovario entero para el estudio. Los trabajos que analizan la vasculatura de la descendencia de 

animales expuestos in utero a condiciones metabólicamente desfavorables son escasos. Hayan 

Kwon y col. reportaron que la hiperglucemia materna como consecuencia del desarrollo de DMG, 

provocó una disfunción angiogénica en las células progenitoras endoteliales fetales, alterando la 

expresión génica y provocando también cambios epigenéticos. Como consecuencia, las crías 

presentan una mayor susceptibilidad a enfermedades cardiovasculares [259]. Por otro lado, en las 

placentas de animales obesos, se observó también una disminución de la expresión de genes 

relacionados con la angiogénesis. Esto conlleva a una menor vascularización placentaria, capaz de 

afectar el desarrollo fetal [260]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, profundizar el estudio de 

las consecuencias en la vasculatura de la descendencia, resulta fundamental para analizar posibles 

alteraciones en la salud reproductiva de los animales expuestos a condiciones metabólicas 

desfavorables durante el desarrollo.  

En cuanto a la fertilidad natural de los animales, si bien los animales expuestos a la DAG durante el 

desarrollo tienden a demorar más tiempo en lograr la preñez, la cantidad de crías obtenidas por 

camada no difiere por la exposición a la dieta ni al tratamiento con metformina. Sin embargo, 

independientemente de la exposición a metformina, estos animales presentaron una descendencia 

con mayor peso corporal al momento del nacimiento. Consideramos que este efecto podría estar 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kwon+H&cauthor_id=38003275
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kwon+H&cauthor_id=38003275
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respondiendo al fenómeno de herencia transgeneracional, dado que las células germinales que dan 

origen a la segunda generación (F2), estuvieron expuestas al tratamiento recibido por la F0. Otros 

trabajos demostraron que el tratamiento materno con DAG o con dietas con bajo contenido 

proteico, predispone a la primera generación a desarrollar obesidad y síndrome metabólico, y que 

un fenotipo similar puede ser transmitido a la segunda e incluso tercera generación, a pesar de la 

normal nutrición de la F1 durante la gestación [261,262].  

Los mecanismos mediante los cuales sucede este tipo de herencia no responden a modificaciones 

genéticas, sino a posibles alteraciones epigenéticas tales como metilaciones en el DNA, 

modificaciones en las histonas, cambios en el empaquetamiento de la cromatina o por la regulación 

génica a través de RNA no codificantes. Se necesitan más estudios para dilucidar cuáles de estos 

mecanismos son los responsables de los efectos transgeneracionales observados en este trabajo.   

En resumen, en este capítulo pudimos caracterizar los efectos tanto metabólicos como 

reproductivos de la exposición durante el desarrollo y lactancia a una DAG y al tratamiento con 

metformina. Observamos que las crías hembra expuestas a DAG presentaron mayor peso corporal 

al momento del destete y mayor tejido adiposo en su adultez temprana, siendo ambas alteraciones 

revertidas por el tratamiento materno con metformina. En cuanto a los efectos reproductivos, la 

DAG provocó en la descendencia cambios en el ciclo estral, en la ovulación y en el peso corporal de 

la segunda generación de animales expuestos. Ninguna de estas alteraciones reproductivas logró 

ser revertida a partir del tratamiento materno con la droga. 

Es interesante remarcar que metformina posee acciones directas en el ovario y, además, como 

demostramos en el capítulo 2A de esta tesis, es capaz de revertir las alteraciones reproductivas en 

hembras que reciben DAG en su adultez. Sin embargo, no es capaz de prevenir la programación fetal 

y las alteraciones ováricas que ocurren en la descendencia que se desarrolla en un ambiente 

intrauterino alterado por la ingesta de DAG de las madres. Es por esto que alentamos a la comunidad 
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médica y científica a concientizar a las mujeres embarazadas sobre la importancia de mantener una 

dieta sana y un estilo de vida adecuado, ya que una mala alimentación puede repercutir no solo en 

sí mismas, sino también en su descendencia directa al nacer y en la adultez, e incluso en una segunda 

generación. 
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CONCLUSIÓN FINAL 
 

 

En este trabajo de tesis estudiamos los efectos reproductivos de metformina en un modelo 

de ratón hembra sin patología y en un modelo de ratón hembra con ingesta de una dieta 

alta en grasas. Analizamos a su vez si metformina podría tener efectos en la fertilidad de la 

descendencia femenina de madres tratadas con la droga durante la preñez y la lactancia. A 

partir de los resultados obtenidos concluimos que los efectos del hipoglucemiante 

metformina exceden aquellos relacionados al metabolismo de la glucosa.  

Pudimos comprobar que metformina actúa sobre el ovario y la fertilidad femenina, tanto 

en condiciones fisiológicas, sin patología metabólica asociada, como en condiciones 

patológicas, donde el metabolismo se encuentra alterado. Es además capaz de mitigar las 

numerosas consecuencias negativas de la ingesta de una dieta alta en grasas sobre el ovario 

y la fertilidad. Más aún, metformina no solo afecta al ovario de hembras tratadas 

directamente, sino también al de aquellas expuestas a la droga de forma indirecta, durante 

su desarrollo in utero y durante la lactancia. En estas crías observamos efectos 

reproductivos en la adultez e incluso encontramos que su progenie, es decir, la segunda 

generación de madres tratadas con la droga, tiene mayor peso al nacer. Es por ello que 

concluimos que la metformina estaría actuando sobre el ovario y las gametas en formación 

durante el desarrollo intrauterino de las crías.  

Todos los efectos que demostramos en este estudio nos permiten proponer un 

reposicionamiento de metformina como un posible candidato a utilizar en patologías 

reproductivas que cursen o no asociadas a alteraciones en los niveles séricos de glucosa. 

Con respecto a su administración durante el embarazo, se necesitan más estudios que 

aumenten la evidencia de los efectos a largo plazo en la progenie, tanto metabólicos como 

también reproductivos, para recomendar el uso de esta droga a mujeres embarazadas en 

forma segura. 
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