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Resumen

El eje reproductivo hipotalamo-hipéfisis-gonadas es el principal regulador de las
funciones reproductivas en mamiferos. Cuando su sefalizacion se ve mermada,
pueden presentarse afectaciones, como el Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP).
El SOP es un trastorno endocrino y metabdlico bastante comun en mujeres de edad
reproductiva y es la causa principal de infertiidad anovulatoria. Entre sus
caracteristicas comunes se encuentran la oligo-anovulacion, el hiperandrogenismo
y la presencia de quistes ovaricos, y puede ser diagnosticado cuando se presenten
al menos dos de los mismos. La obesidad y la resistencia a la insulina también
parecen ser importantes en la etiologia de SOP. La metformina es el farmaco mas
utilizado en el tratamiento de la resistencia a la insulina y ha demostrado ser un
medicamento eficaz para aminorar los sintomas de SOP. Un modelo animal que
permite estudiar tanto afecciones reproductivas como metabdlicas es la rata hembra
Zucker, la cual tiene disrupcién en la sefalizacion de leptina; lo que le provoca
hiperfagia y obesidad. También tiene cambios en el perfil lipidico, y desarrolla
hiperglucemia y resistencia a la insulina. En este modelo se han reportado
alteraciones reproductivas, como ciclos estrales irregulares, oligoovulacion, asi
como formacioén de prequistes y quistes ovaricos. En este trabajo se propuso el uso
de la rata hembra Zucker obesa como un modelo de SOP con resistencia a la
insulina para poder evaluar el papel del tratamiento con metformina sobre el peso
corporal, los parametros zoométricos, y las concentraciones séricas de glucosa,
triglicéridos y colesterol. Ademas, se analiz6 su efecto sobre la resistencia a la
insulina mediante el indice de triglicéridos glucosa (ITG), la morfologia ovarica con
el andlisis de la poblacién folicular y la presencia de prequistes y quistes ovaricos.
Se utilizaron un total de 48 animales; de los cuales 24 eran obesos y 24 delgados.
Tanto animales delgados como obesos fueron repartidos en 3 grupos: un grupo
control, uno con administracién de vehiculo (PBS) y otro con tratamiento de
metformina. A los grupos del tratamiento se les administré metformina (150mg/kg
de peso corporal) diariamente durante 15 dias. Al final de la administracion, los
animales obesos presentaron mayor peso corporal, mayor circunferencia

abdominal, aumento en las concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol

1



séricos; asi como un ITG mayor al comparase con los animales delgados. También
mostraron ciclos estrales irregulares, menor desarrollo folicular y presencia de
prequistes ovaricos. El tratamiento con metformina disminuyé el peso corporal, la
circunferencia abdominal, las concentraciones de glucosa vy triglicéridos, el ITG; y
ayudd con la regularizacién del ciclo estral. Se observé una tendencia a la
disminucién de prequistes ovaricos acompafado del aumento en el desarrollo
folicular. Estos resultados nos permiten postular a la rata hembra Zucker obesa
como un modelo de SOP con resistencia a la insulina, y que el tratamiento con

metformina mejora o atenda las alteraciones del sindrome.



1. Introduccion
La reproduccion es un proceso fundamental en todos los seres vivos, pues es el
mecanismo mediante el cual los organismos son capaces de perpetuar su especie
y continuar preservando la vida. Existen funciones especificas tanto en machos
como en hembras, que tienen como consecuencia la formaciébn de gametos
sexuales, los cuales son espermatozoides y ovocitos. Dichos gametos se conjugan
en el proceso de fertilizacion y asi dan lugar a un nuevo individuo. Los animales
cuyas hembras ovulan sin necesidad de un estimulo externo se conocen como
ovuladores espontaneos. Los mecanismos que median las funciones que involucran
los procesos de ovulacién y de sintesis de hormonas esteroideas son demasiado
complejos. El principal regulador de las funciones reproductivas en los mamiferos
es el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, que involucra al hipotdlamo y a la

hipdfisis a nivel cerebral, y a las gonadas a nivel periférico.

1.1. Hipotalamo

El hipotdlamo es una estructura cerebral ubicada por encima de la parte anterior de
la hipofisis, y actia como un regulador homeostatico maestro que media en
diferentes funciones indispensables para la supervivencia; incluyendo el control
energético, la termorregulacion, los estados de suefio/vigilia, las respuestas al
estrés, y los procesos y comportamientos reproductivos; controlando la sefializaciéon
hormonal que dirigen el desarrollo sexual, la copula, la prefiez, el nacimiento y el
amamantamiento (Burbridge y cols., 2016; Saper & Lowell, 2014). Las miles de
neuronas y circuitos que conforman al hipotalamo han sido conservados a través de
la evolucion durante millones de afios debido a su importancia en las funciones
basicas de la vida (Saper & Lowell, 2014). El hipotalamo recibe informacién y
sefales aferentes desde diferentes tejidos, incluyendo otras areas cerebrales que
lo circundan, por lo que actia como un nodo integrador (Burbridge y cols., 2016).
Anatomicamente el hipotalamo esta formado por un conjunto de ndcleos y territorios
distribuidos a manera de mosaico a través de toda su superficie, pero que trabajan
en conjunto para regular el metabolismo y el comportamiento (Burbridge y cols.,
2016). El hipotalamo tiene tres conjuntos de neuronas que controlan la respuesta



enddcrina: el sistema magnocelular, cuyas principales neurohormonas son la
oxitocina y la vasopresina; el parvocelular, que comprende un pequefio conjunto de
neuronas en la parte medial del nicleo paraventricular y en el nlcleo arcuato que
incluye sefializaciones de hormonas liberadoras o inhibitorias de la liberacién, como
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); y las inervaciones provenientes
directamente de las glandulas periféricas, como las gbnadas, a modo de regulacion
retroalimentada. La principal accion hormonal del hipotalamo se da a través de la
glandula hipofisiaria. Las neuronas de GnRH tipicamente tienen dos proyecciones
dendriticas, y su principal objetivo es el plexo primario del sistema porta-hipotalamo-

hipofisiario ubicado en la eminencia media (Plant, 2015).

1.2.  Hipofisis

La hipdfisis o pituitaria es una glandula ubicada en la parte inferior del hipotalamo,
y ambas estructuras se conectan a través del sistema porta-hipotalamo-hipofisiario.
La hipofisis es el principal objetivo de las neuronas parvicelulares, las cuales
controlan gran variedad de procesos fisiologicos. Se divide en una region anterior,
llamada adenohipdfisis; una posterior, conocida como neurohipofisis; y un lébulo
intermedio (Musumeci y cols., 2015). La hipofisis regula las funciones de las
glandulas adrenales, las génadas y la glandula tiroidea mediante la secrecion de
hormonas reguladoras especificas vertidas hacia la circulacion sistémica. Las
funciones hipofisiarias pueden verse afectadas principalmente por padecimientos
derivados de la presencia de tumores pituitarios benignos, llamados adenomas.
Estos pueden ocasionar hipersecrecion hormonal, disrupcion de las funciones
normales de la hipdfisis; o afectaciones en estructuras cercanas (Hong y cols.,
2016).

1.3. Eje Hipotadlamo — Hipdfisis - Gonadas

La sefalizacion comienza en el hipotdlamo, el cual libera a la GnRH hacia la
hipdfisis a través del sistema porta-hipotalamo-hipofisario. En la hipdfisis, la GnRH
estimula la liberacion de las gonadotropinas; es decir, de la hormona luteinizante

(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). Estas dos hormonas viajan por el
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torrente sanguineo hacia sus tejidos diana, principalmente las gbnadas, en donde
regularan procesos como el inicio de la pubertad, la sintesis y liberacion de
hormonas esteroides, la espermatogénesis en machos y la ovulacion en las
hembras. Parte de las hormonas esteroides gonadales son liberadas a la circulaciéon
sistémica, y en el hipotalamo o la hipdfisis regulan el eje reproductivo de manera
estimulante o inhibitoria (Plant, 2015) [Figura 1]. Existen condiciones patoldgicas
que pueden modificar las funciones del eje reproductivo, como las alteraciones

metabdlicas que derivan en el sobrepeso y la obesidad (Tsatsanis y cols., 2015).
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Figura 1: Esquema del eje hipotdlamo — hipdfisis - gonada. La sefial de GnRH comienza
en el hipotdlamo, y pasa a través del sistema porta -hipotalamo-hipofisiario hacia la
adenohipdfisis. Ahi estimula la liberacion de las gonadotropinas LH y FSH, las cuales a
través del torrente sanguineo llegan hasta sus tejidos diana en el ovario. En el ovario, las
gonadotropinas participan estimulando el desarrollo folicular, la ovulacién y la sintesis de
hormonas esteroides. Después de la ovulacion, las gonadotropinas estimulan la formacién
del cuerpo lateo. Las hormonas esteroides y proteicas (inhibina y activina) producidas en
el ovario regulan el eje a nivel hipotaldmico. Hecho en BioRender por Eliseo Flores Sdnchez



1.4. Ovarios

El ovario es un organo bilateral que se encuentra en la region abdominal en las
hembras de los mamiferos, y ha sido de los mas estudiados a la fecha. Los ovarios
llevan a cabo tres funciones principales: producciéon de gametos femeninos, los
ovocitos; la secrecion de hormonas sexuales femeninas, principalmente estradiol y
progesterona; y la secrecion de inhibina y activina, las cuales estan involucradas en
la retroalimentacion de liberacion de FSH a nivel hipofisiario, disminuyendo su
expresion (Robertson y cols., 2004). Para su estudio, el ovario se puede dividir en
diferentes regiones. La parte mas externa esti formada por una capa densa de
tejido conectivo llamada tunica albuginea. La parte interior, o estroma, se divide en
la médula y en el cértex; es en este sitio en donde se encuentran los foliculos
(Martini y cols., 2012). Los foliculos estan formados por un ovocito, células de la
granulosa, células de la teca, células del tejido intersticial, y es en estas estructuras
en donde se lleva a cabo el proceso de esteroideogénesis ovarica. Los foliculos

pasan por diferentes etapas de crecimiento hasta llegar al foliculo maduro.

1.4.1. Foliculogénesis

En los humanos, la foliculogénesis comienza desde la etapa fetal, aproximadamente
a los 4 meses de gestacion (Baker, 1963; Baerwald y cols., 2012). Una vez que las
células germinales primordiales dieron lugar a la formaciéon de génadas femeninas,
éstas comienzan un proceso de proliferacién, formando sincitios. Estos cumulos
entran en meiosis, pero son detenidos en el primer ciclo meibtico, para dar paso a
los ovocitos. Luego, comienza la organizacion de las estructuras que van a formar
los foliculos primordiales. Los foliculos primordiales consisten en un ovocito rodeado
por células aplanadas epiteliales, llamadas células de la pre-granulosa. Muchos de
los foliculos primordiales no llegan a madurar, dejando sélo unos pocos para el
crecimiento a foliculos primarios (Pepling & Spradling, 2001). El cambio de foliculos
primordiales a foliculos primarios esta caracterizado por el cambio de células de
forma aplanada a forma cuboidal, dando paso a las células de la granulosa
(Gershon & Dekel, 2020).



Posteriormente, los foliculos primarios pasan a ser foliculos preantrales, los cuales
ya estan rodeados por varias capas de células de la granulosa. Este tipo de foliculo
presenta una nueva capa de células externa, que se denomina células de la teca.
Es importante mencionar que esta primera etapa de foliculos primordiales, pasando
a foliculos primarios es independiente de gonadotropinas (Gershon & Dekel, 2020).
Una vez el antro aparece, los foliculos pasan a denominarse foliculos antrales, los
cuales tienen una division de dos grupos de células de la granulosa: una rodeando
directamente al ovocito; conocido como células del cimulo, y otra en la periferia, en
linea con la pared folicular. El estimulo de FSH provoca la proliferacién de las células
de la granulosa y el aumento considerable de receptores a LH. Finalmente, gracias
al estimulo de las gonadotropinas; principalmente LH, el foliculo pasa a ser un
foliculo preovulatorio o foliculo de Graff en mujeres, listo para la liberacion del
ovocito(Gershon & Dekel, 2020; Richards & Pangas, 2010) [Figura 2].
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Figura 2: Desarrollo folicular, desde el foliculo primordial a la formacion del cuerpo liteo.
Modificada de (Hannon & Flaws, 2015)

1.4.2. Ciclo Ovérico

El ciclo ovarico esta dividido principalmente en tres etapas: la etapa folicular,
ovulacion, y la etapa latea (Zeleznik & Plant, 2015). En humanos, la fase folicular
comienza desde el sangrado menstrual del ciclo anterior hasta la mitad de la
duracion del ciclo; y esta fase esta caracterizada por la presencia de una alta
concentracion de FSH y una baja de LH, asi como también de estradiol y
progesterona. Alrededor de siete a diez dias antes de la mitad del ciclo, la
concentracion de estradiol y de inhibina A comienzan a elevarse, mientras que la de
FSH empieza a disminuir, preparando al foliculo que va a ovular, cuya maduracion

tiene una duracién cercana a dos semanas. Ademas, es en esta fase cuando, a
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nivel uterino, el endometrio es estimulado para aumentar su proliferacion celular
gracias a la accion del estradiol producido por el foliculo que esta en desarrollo
(Baird & Fraser, 1975; Zeleznik & Plant, 2015). Posteriormente, la fase folicular
termina con un pico de liberacién de LH y FSH; al mismo tiempo que se disminuye
la produccion de estradiol y de inhibina B a nivel del foliculo. Todo esto provoca el
rompimiento del foliculo maduro y la inminente liberacion del ovocito, dando lugar a
la fase de ovulacién; momento en el que es liberado un ovocito detenido en la
metafase de la segunda division meidtica, el cual es liberado hacia el oviducto
(Baker, 1963). Finalmente, la produccion de progesterona se incrementa, lo que
estimula que el foliculo recién ovulado se convierta en un cuerpo luteo, pasando asi
a la fase latea. El aumento de progesterona producida por el cuerpo liteo también
prepara al endometrio para una posible implantacion. En caso de no haber
concepcion, después de 14 a 16 dias, el recubrimiento del endometrio se desprende
y es desechado, provocando el sangrado menstrual, e iniciando el ciclo nuevamente
(Zeleznik & Plant, 2015).

1.4.3. Ciclo Estral

Por otro lado, en el caso de los roedores, el ciclo estral se divide en cuatro etapas:
proestro, estro, metaestro y diestro. Por funciones practicas y de acuerdo con el
objetivo de la investigacion, puede dividirse y clasificarse en tres etapas: proestro,
estro y diestro. Por lo regular, las ratas comienzan a presentar ciclos una vez
muestran apertura vaginal, lo cual ocurre dentro de los dias 32 a 36 después del
nacimiento (Goldman y cols., 2007). El ciclo estral en roedores puede medirse por
medio de la citologia vaginal obtenida mediante frotis. La apariencia de las células
contenidas dentro de los frotis esta relacionada con el estado de la mucosa vaginal,
el Utero y los ovarios, asi como en las alteraciones de las concentraciones de
hormonas a nivel sistémico (Goldman y cols., 2007). La fase del proestro puede
compararse con la fase folicular en los humanos, pues se relaciona con un aumento
en la concentracion de estradiol; provocado por el aumento en la expresion de LHy
FSH. Por su parte, el pico de liberacién de FSH se relaciona con la ovulacion, y una

rapida disminucién de estradiol se correlaciona con la fase del estro. Finalmente,



las fases de metaestro y de diestro se relaciona con la fase Iitea en humanos,
caracterizada por altas concentraciones de progesterona (Ajayi & Akhigbe, 2020)

[Figura 3].

Proestro Estro Metestro Diestro

10h-12h

Horas del ciclo
Figura 3: Gréfica que muestra las concentraciones de
estradiol, progesterona, hormona luteinizante y hormona
foliculoestimulante durante cada etapa del ciclo estral.
(Modificada de Romero y cols., 2021)




1.4.4. Esteroideogénesis

Otra de las funciones principales del ovario es la produccion de hormonas
esteroides. El colesterol es el precursor, el cual ingresa al foliculo; especificamente
a las células de la teca, en donde gracias a la accion del complejo enzimatico de
escision de la cadena lateral del colesterol, pasa a convertirse a pregnenolona. Este
producto es trasformado a progesterona por la enzima 17a-hidroxilasa-17,20-
desmolasa. Luego, se cataliza su conversion a androstenediona por la enzima 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa. Finalmente, androstenediona es convertida a
testosterona por la accién catalizadora de la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. Todo el proceso dentro de las células de la teca es mediado por la
accion de la LH (Bloom y cols., 2016).

La hormona FSH provoca que en las células de la granulosa aumente la expresion
de la enzima citocromo P450 aromatasa, o aromatasa. La testosterona se trasporta
desde las células de la teca a las de la granulosa, en donde por la accion
catalizadora provocada por la aromatasa pasa a ser sintetizada en estradiol (Bloom
y cols., 2016) [Figura 4].
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A Theca CN Mural Granulosa Cell h
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t HSD17p
Androstenedione M Androstenedione Follicle
Antrum
HSD3p
(CYP45017a)
DHEA (progesterone) CYP450arom

Estrone -------- Estradiol ”

Pregnenolone /
tCYP4 <
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STAR IGF-1, IGF-2, SF-1, LRH-1,
Cholesterol CREB, PPARYy, GATA4/

Cholesterol Extrafollicular Intrafollicular

Figura 4: Esquema de la ruta de sintesis de hormonas esteroideas
a nivel folicular, junto con las enzimas involucradas. (Modificado de
Bloom y cols., 2016)
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1.5. Obesidad

La obesidad es una enfermedad que se define como la acumulacion anormal o
excesiva de grasa con potencial perjudicial para la salud. Por lo regular, la obesidad
se desarrolla cuando la cantidad de energia obtenida de los alimentos es mayor al
consumo energético del cuerpo (Caballero, 2019), sumado a los estilos de vida poco
saludables (Fels6 y cols., 2017; Friedenreich y cols., 2021). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, el indice de masa corporal (IMC) es un indicador
que permite identificar el sobrepeso y la obesidad en adultos. Cuando el valor del
IMC se encuentra en el intervalo de 25 a 29.9 el individuo se clasifica con sobrepeso,
mientras que si el valor es igual o superior a 30 se clasifica con obesidad. La
prevalencia de ambas condiciones se ha triplicado desde 1975 a nivel mundial, y
las estimaciones indican que en 2016 cerca del 39% de la poblacién adulta mundial
tenia sobrepeso, y alrededor del 13% eran obesos (OMS, 2021). En el caso de las
mujeres, la prevalencia de la obesidad ha aumentado del 6% al 15% en los Gltimos
40 afos (Jaacks y cols., 2019). En México, la prevalencia del sobrepeso en la
poblacién adulta alcanza el 38.8%, mientras que la de la obesidad un 32.4%. En
mujeres mexicanas adultas, la prevalencia del sobrepeso ronda el 35.5%, y de la
obesidad un 37.5% (Barquera y cols., 2013).

La obesidad también esta estrechamente relacionada con patologias que reducen
considerablemente la calidad de vida de los pacientes, tales como enfermedades
cardiacas y con alteraciones como intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina (RI), las cuales en muchos casos incrementan el riesgo a desarrollar
diabetes tipo 2 (La Sala & Pontiroli, 2020).

1.6. Glucosa

La glucosa es una de las fuentes principales de energia para el organismo. Es una
hexosa y una aldosa que se obtiene principalmente de los alimentos, aunque
también es posible obtenerla mediante el proceso de gluconeogénesis en los
momentos de inanicion (Melkonian y cols., 2024). Es transportada por el torrente
sanguineo hacia el higado, en donde, por acciéon del transportador GLUT 2, ingresa

a los hepatocitos. En estas células es fosforilada por la glucocinasa para generar
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glucosa-6-fosfato (G6P). La G6P puede ser metabolizada mediante el proceso de
glucolisis en piruvato, el cual entra posteriormente en el ciclo del &cido tricarboxilico
para ser oxidado completamente a ATP. Si el organismo se encuentra en un estado
de alimentacion 6ptimo, la G6P se utiliza para la sintesis de glucogeno mediante la
accion del glucogeno-sintasa en un proceso llamado glucogenogénesis, lo cual
funciona como un reservorio energético. Por el contrario, si el organismo se
encuentra en un estado de ayuno, las reservas de glucogeno son utilizados para la
sintesis de glucosa gracias a la accion de la glucogeno-fosforilasa en un proceso
llamado glucogendlisis. Ambas enzimas (glucégeno-sintasa y glucogeno-
fosforilasa) pueden ser desfosforiladas por la proteina fosfatasa 1 (Rui, 2014). El
G6P funciona como inhibidor alostérico de la glucégeno-fosforilasa y un activador
alostérico de la glucdégeno-sintasa, incrementado asi la concentracion de glucégeno
en el higado (Agius, 2008).

Otra molécula que participa en la regulacién es la glucégeno-sintasa-cinasa-3
(GSK-3), la cual fosforila a glucégeno-sintasa inhibiendo su actividad; y fosforila al
glucogeno-fosforilasa, incrementando la glucogendlisis (Rui, 2014). La insulina
participa en la regulacion de estas dos actividades, pues su accion a través de la
via de PI3K/Akt inhibe a GSK-3, incrementando la sintesis de glucogeno. También
promueve la desfosforilacién e inhibicién del glucégeno-fosforilasa mediada por la
proteina fosfatasa 1, suprimiendo asi la glucogendlisis (T. Zhang y cols., 2012). El
suministro energético es de suma importancia para que los tejidos del cuerpo
puedan llevar a cabo sus funciones de manera correcta, incluyendo érganos tan

energéticamente dindmicos como los ovarios.

1.7. Insulina

La insulina es una hormona peptidica anabdlica clave en muchas funciones. Es
sintetizada en las células  de los islotes de Langerhans en el pancreas. Tiene un
efecto contrario a la del glucagén, pues es la responsable de promover el
almacenamiento de reservorios energéticos y permite el aprovechamiento de la
glucosa sanguinea por parte de las células. Esta encargada de controlar el

metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas por medio de sus acciones. Las
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células B de los islotes pancreaticos producen insulina en respuesta a un aumento
en la concentracion de glucosa, aminoacidos y &acidos grasos en la sangre
(Campbell & Newgard, 2021). Se trata de un dipéptido codificado por el gen INS
(ins1 y ins2 en roedores) ubicado en el cromosoma 11 tanto de humanos como
roedores.; y su expresion esta regulada por las concentraciones de glucosa y
sefales autocrinas de insulina (Tokarz y cols., 2018). La insulina lleva a cabo sus
funciones por la unién al receptor de insulina (IR), el cual esta ubicado en la
membrana celular. El IR pertenece a la familia de los receptores de tirosina-cinasa
(RTK), con una estructura homotetramérica, pues esta compuesto por dos
subunidades a extracelulares y dos B intracelulares (Hubbard, 2013). Cuando la
insulina se une a su receptor, este es inducido a un cambio conformacional,
permitiendo la autofosforilacion de residuos de tirosina en las subunidades 3,
sirviendo como sitios de unién al sustrato de receptor de insulina (IRS). Después,
puede ejercer su accion a través de dos vias principales de sefalizacion: la via del
fosfoinositol-3-cinasa (PI3K/Akt) y la via de cinasas activadas por mitdgenos

(MAPK) (Taniguchi y cols., 2006) [Figura 5].
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Figura 5: Las dos principales vias de la sefalizacion de la Insulina. Modificada de
(Gutiérrez-Rodelo, Roura-Guiberna, & Olivares-Reyes, 2017)

En la via de las MAPK, una vez que la insulina se une a su receptor, se da una

asociacion de la proteina Shc, la cual une al complejo Grb2/SOS. Este complejo
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activa GTP-Ras, el cual se une a su vez a Raf — 1, cuya fosforilacion recluta a MEK,
ERK1 y ERK2. Para la via PI3K, la cual es la principal mediante la cual la insulina
brinda la mayoria de sus funciones, la union entre IRS — 1y el PI3K y su activacion
consecuente favorece la conversion del sustrato fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). La PIP3 impulsa la activacion de la proteina
cinasa B (PKB/Akt), la cual favorece y activa diversas acciones dependiendo de los
mecanismos activados en consecuencia, incluyendo el ingreso y transporte de la
glucosa en la célula, pues favorece la translocacién de los transportadores de
glucosa (GLUTSs; siendo GLUT-4 el principal dependiente de insulina) (Yaribeygi y
cols., 2019).

1.8. Resistencia a la insulina

Cuando esta via celular se ve alterada, principalmente a nivel del IRS, se puede
presentar Resistencia a la Insulina (RI) (Samuel & Shulman, 2016), la cual puede
definirse como un estado metabdlico en la que las células no pueden aprovechar
las funciones proporcionadas por la hormona. Esta condicién trae consigo una
hiperinsulinemia compensatoria, en dénde los islotes de Langerhans producen una
mayor cantidad de insulina. El método més utilizado para el establecimiento de la
RI es el clamp euglucémico-hiperinsulinémico, el cual es una medicién de la toma
de glucosa periférica en condiciones de hiperinsulinemia (DeFronzo y cols., 1979),
pero debido a los costos elevados y a su complejidad existen otros métodos mas
accesibles, como el indice del modelo homeostatico para la evaluacion de la
resistencia a la insulina (HOMA-IR). EI HOMA-IR considera la relacion existente
entre las concentraciones de glucosa e insulina sanguineas (Matthews y cols.,
1985). Sin embargo, un método que ha tenido especial atencion debido a que no es
necesario conocer la concentracion de insulina para calcularlo es el indice de
triglicéridos y glucosa (ITG), ya que la resistencia a la insulina también tiene
afectaciones en la oxidacion de los acidos grasos (Kelley, 2002). Se ha demostrado
gue la especificidad de dicho indice puede llegar a ser bastante cercana a la del
clamp euglucémico-hiperinsulinémico (Guerrero-Romero y cols., 2010), lo que

contribuye a considerarlo como una herramienta competente para la deteccion de
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RI. Dentro de los tratamientos para contrarrestar la Rl se encuentra el uso de los

sensibilizadores a la insulina, como la metformina (Kirpichnikov y cols., 2002).

1.9. Metformina

Dimetilbigunida, o metformina (MET) es una biguanida oral que tiene origen en la
lila francesa, o Galega officinalis y forma parte del grupo de los sensibilizadores a la
insulina. Es utilizada para el tratamiento de RI e hiperglucemia en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 desde 1957 (Bailey, 2017; Rojas & Gomes, 2013) vy fue
catalogada en 2011 como un medicamento esencial por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 2023). Se sabe que mejora la utilizacién de insulina en los tejidos
periféricos, y no causa ni hiperinsulinemia ni hipoglucemia, pues su principal método
de accion es la interrupcion de la sintesis de glucosa en el higado (gluconeogénesis)
(American Diabetes Association, 2019). También se ha reportado que MET podria
tener relaciébn con cambios en el microbiota intestinal y en la absorcién de glucosa
a nivel de este 6rgano (McCreight y cols., 2016).

La dosis de MET prescrita para pacientes diabéticos es de 1 a 2 gramos al dia, o un
aproximado de 20mg/kg por dia, lo que significa una concentraciéon de MET de entre
10puM a 40uM en plasma (Kajbaf y cols., 2016; Lamoia & Shulman, 2021). La MET
utiliza transportadores especializados para atravesar la membrana plasmética de
las células en los tejidos diana. Se ha reportado que MET utiliza al transportador de
cationes organico 1 y 3 (OCT1, OCT3), y del trasportador de multifarmacos vy
extrusion de toxinas 1 (MATE1L); los cuales estan mayormente expresados en el
higado, los rifiones y en el intestino delgado (Graham y cols., 2011; Jakobsen y
cols., 2016).

1.10. Sindrome de Ovario Poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es uno de los desérdenes enddécrinos y
metabdlicos mas comunes en mujeres en edad reproductiva (Rosenfield, 2020).
Algunos autores han sugerido que el sindrome se desarrolla en mujeres que tienen
predisposicion genética a desarrollarlo (Vink y cols., 2006). Se han identificado que,

en algunas mujeres, las caracteristicas del sindrome empiezan a desarrollarse
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desde la adolescencia (Barber & Franks, 2021). Se estima que su prevalencia a
nivel mundial es de casi el 10% (Liznevay cols., 2016). Por su parte, la prevalencia
de SOP entre mujeres mexicanas alcanza el 6% (Morany cols., 2010). Se considera
que el SOP podria ser la principal causa de la infertilidad anovulatoria en mujeres
(Gluszak y cols., 2012). Las pacientes con SOP desarrollan caracteristicas y
alteraciones heterogéneas que incluyen hiperandrogenismo, asociado con
hirsutismo o acné; irregularidad menstrual y formacion de quistes ovaricos (Azziz,
2018).

Existen tres criterios para diagnosticar SOP: los criterios del National Institutes of
Health (NIH) de 1990, los criterios de Rotterdam del 2003 y los del Androgen Excess
& PCOS Society del 2006, los cuales en conjunto han aportado diferentes fenotipos
de SOP (Lizneva y cols., 2016). De acuerdo con un consenso del NIH en el 2012,
se recomendo la utilizacion de los criterios de Rotterdam 2003 tomando en cuenta
a los 4 fenotipos descritos (Johnson y cols., 2012). Dichos fenotipos se clasifican de
acuerdo con las caracteristicas que los conforman en: el fenotipo A; referido como
fenotipo “completo” (incluye hiperandrogenismo, oligo-anovulacién y quistes
ovaricos), el fenotipo B (agrupa hiperandrogenismo y oligo-anovulacion, dejando
fuera a los quistes ovaricos), el fenotipo C (con hiperandrogenismo y quistes
ovaricos, excluyendo la oligo-anovulacion), y el fenotipo D (que considera oligo-
anovulacion y quistes ovéricos, pero sin hiperandrogenismo) (Azziz, 2018). Una
alteracién metabdlica, que se suele presentar y que no forman parte de los criterios
de diagnéstico, es la RI, pues cerca del 75% de las pacientes con SOP la presentan
(Tosiy cols., 2017).

No se sabe demasiado acerca de la asociacion que existe entre la obesidad, el SOP,
las alteraciones metabdlicas y la disfuncién ovarica, por lo que el presente proyecto
tiene como finalidad analizar dicha asociacion, utilizando a la rata hembra Zucker
fa/fa; la cual desarrolla alteraciones relacionadas con el SOP, como obesidad, oligo
— anovulacion, y RI. Asi mismo se busco analizar si en esté modelo, el uso de un
sensibilizador a la insulina, como la metformina, es eficaz para aminorar dichas

alteraciones.
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2. Antecedentes

2.1. Relacion glucosa - ovario

La relacion entre las funciones mediadas por el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal
y el estado de las reservas energéticas en el cuerpo se ha estudiado de manera
habitual. Una relacién en la que se ha prestado bastante atencion es con la glucosa.
Al ser hidrofilica, la glucosa no puede traspasar la membrana plasmatica, por lo que
se apoya de transportadores GLUT (Wood & Trayhurn, 2003). Kodaman y Behrman
observaron que en el ovario de rata se expresaba los ARNm de los transportadores
GLUT 1, 3y 4 (Kodaman & Behrman, 1999). También se ha visto que células de la
granulosa de pacientes con SOP expresan GLUT 1, 3, 5 8 y 13 de manera
constitutiva, y curiosamente GLUT 6 se expresa mayormente en las células de la
granulosa de pacientes con un indice de Rl mayor (Kim y cols., 2014). Otros
estudios han demostrado la presencia de glucosa en el liquido folicular de varias
especies, siendo una fuente de energia importante para el desarrollo y crecimiento
de los foliculos. La glucosa es un sustrato importante para la generacion de ATP, y
en el ovario favorece el desarrollo de los foliculos y su maduracion, la ovulacion y la
posterior formacion y mantenimiento del cuerpo lateo (Dupont & Scaramuzzi, 2016).
También la glucosa es importante para el mantenimiento y la calidad de los ovocitos
(Sutton-McDowall y cols., 2010). Ademas de ser una fuente de energia, hay estudios
qgue indican que la glucosa también podria funcionar como una molécula de
sefalizacion. Por ejemplo, en algunas especies, la falta de glucosa disminuye la
expresion de LH a nivel hipofisario (Wade & Schneider, 1996). Existen dos vias de
sefalizacion que podrian estar participando como mecanismos de sefializacion para
la glucosa en las células foliculares: AMPK vy la via de la hexosamina (Dupont y
cols., 2014).

2.2. Relacioén insulina — ovario

Las vias de sefializacion por medio de las cuales la insulina lleva a cabo sus
funciones se han estudiado mayormente en tejidos del masculo, el higado y tejido

adiposo, y se postula que la mayoria de estos mecanismos también participan en el
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ovario (Dupont & Scaramuzzi, 2016). Aunque en un principio se sugiri6 que la
insulina tendria funciones similares a las de las gonadotropinas en el ovario
(Poretskyt & Kalin, 1987), se piensa ahora que dichas funciones son el resultado de
interacciones en segundos mensajeros especificos dentro de sus mismas vias de
sefalizacion, como Akt o MAPK (Taniguchi y cols., 2006). También, se ha
encontrado la expresion del receptor de insulina en células de la granulosa y de la
teca (el-Roeiy y cols., 1994; Samoto y cols., 1993), aunque su presencia no parece
ser necesaria para el crecimiento, diferenciacion y maduracién de los ovocitos
(Pitetti y cols., 2009). Hay una discrepancia entre los resultados de experimentos in
Vivo e in vitro del papel de la insulina en el ovario con respecto a la esterodogénesis,
pues mientras que en los estudios in vivo parece ser que la insulina inhibe la
secrecion ovérica de estradiol (E2) (Maruthini y cols., 2014); en trabajos in vitro
estimula dicha secrecién (Scaramuzzi y cols., 2015). Dentro de las vias de
sefalizacion de la insulina que participan en la regulacién de la foliculogénesis, la
via del PISK/Akt parece ser la principal reguladora independiente de gonadotropinas
de la diferenciacion, crecimiento y supervivencia de los foliculos (Canipari y cols.,
2012).

2.3. Sindrome de Ovario Poliquistico y Resistencia a Insulina

La RI est& presente en la mayoria de los casos de pacientes con SOP. Se trata de
una caracteristica que no esté incluida en los criterios de diagndstico, pero cerca
del 75% de las mujeres con SOP la presentan (Tosi y cols., 2017). Aun cuando la
fisiopatologia del SOP todavia no esta bien establecida, hay evidencia de que la RlI,
junto con el hiperandrogenismo, tiene un papel importante en su etiologia (Teede y
cols., 2010). Por ejemplo, existen estudios que muestran que la insulina podria
actuar de manera sinérgica con la hormona luteinizante, estimulando la produccién
de andrégenos en las células de la teca y agravando aun mas el hiperandrogenismo
(Azziz, 2018). En un metaanalisis realizado por Cassar y cols., se expuso que las
mujeres con SOP presentaban una reduccion de casi el 27% en la sensibilidad a la
insulina, como medida para representar a la RI, independientemente del indice de

masa corporal, la edad o los criterios de diagnostico (Cassar y cols., 2016). Los
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mecanismos moleculares involucrados en la Rl y su asociacién con el SOP no son
del todo claros. Dunaif y cols; quienes trabajaron con cultivos celulares de
fibroblastos y de células del musculo esquelético de pacientes con SOP, mostraron
evidencia de un incremento anormal de la fosforilacion de serina, ademas de una
reduccion en la fosforilacion de tirosina en los receptores de insulina, asi como en
su sustrato IRS-1. Sin embargo, dado que solamente la mitad de las muestras
presentaron dichas alteraciones, se sugirié una heterogeneidad en los mecanismos
moleculares que pueden estar involucrados en esta asociacion (Dunaif y cols.,
1995).

2.4. Uso de metformina en SOP

Algunas evidencias clinicas han mostrado que mujeres con SOP tratadas con MET
presentan una mejora en las caracteristicas propias del sindrome (Nardo & Rai,
2001; Penzias y cols., 2017). En un estudio con ratas Sprague-Dawley inducidas a
SOP con valerato de estradiol, la administracion del tratamiento con metformina y
pioglitazona disminuyd considerablemente la concentracion de testosterona y
foliculos quisticos, ademas de la disminucién de la concentracion de insulina en la
etapa de ayunas; posiblemente debido a la regulacion de la via de sefalizacién
AMPK/PI3K/INK (Wuy cols., 2018). En otro experimento realizado por Zhang y cols.
en el cual se utilizaron ratas Sprague-Dawley inducidas a SOP con letrozol, el
tratamiento con metformina junto con Diane-35; el cual es un anticonceptivo
utilizado en el tratamiento de SOP debido a que reduce la sintesis de andrégenos;
también disminuye las caracteristicas asociadas al sindrome, posiblemente por la
regulacion de la via de la glucdlisis (S. Zhang y cols., 2020). Tao y cols. usaron ratas
Wistar con dehidroepiandrosterona como modelo de SOP, a las cuales les
administraron metformina y exenatida para aminorar las caracteristicas del
sindrome. Sus resultados sugirieron que un posible mecanismo molecular mediante
el cual la Rl estaria participando en el SOP es por medio de la via de AMPK-SIRT1
(Taoy cols., 2019).
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2.5. La Rata Zucker hembra como modelo de estudio

La rata Zucker es un modelo animal muy utilizado para el estudio de la obesidad y
la diabetes. Presenta un fenotipo delgado y uno obeso. Las ratas Zucker obesas
tienen una mutacidon en el receptor de leptina (LEP-R), dada por una mutacion
homocigota en el alelo fa/fa lo que induce a hiperfagia, provocando obesidad desde
las 4 semanas de vida (Zucker & Antoniades, 1972).

La leptina es una hormona peptidica liberada por los adipocitos del tejido graso
blanco, y su concentracion sistémica es dependiente de la cantidad de grasa
acumulada en el organismo y del estado nutricional del mismo (Obradovic y cols.,
2021), pues cuando un organismo se encuentra en ayuno O con restriccion
energética, la concentracion de leptina se encuentra disminuida, pero la
concentracion aumenta cuando el organismo pasa a un estado de saciedad o de
sobrealimentacion (Boden y cols., 1996; Kolaczynski y cols., 1996; Obradovic y
cols., 2021). La leptina actia a nivel hipotalamico, a través de la uniéon con su
receptor LEP-R mayormente expresado en el ndcleo arcuato, dorsomedial,
ventromedial y premamilar en el hipotdlamo (Fruhwirth y cols., 2018; Saper &
Lowell, 2014), y la accion de esta hormona se da principalmente a través de la
interacciéon con el sistema de melanocortina; aunque también actda sobre un
segundo grupo neuronal en la parte medial del nucleo arcuato, inhibiendo la
expresion de moléculas como la proteina relacionada con aguti (AgRP), GABA y
neuropéptido Y (NPY).

Las neuronas del sistema de melanocortina liberan pro-opiomelanocortina (POMC),
el cual es precursor de hormonas como la hormona estimulante de melanocitos a
(a-MSH) o B-endorfina, y a-MSH estimula al receptor de melanocortina 4 (MC4R).
Las neuronas de AgRP y POMC proyectan hacia las mismas areas, y su expresion
tiene un efecto contrario en el organismo, pues AgRP es un agonista del receptor
MC4R; por lo que actian de manera coordinada de acuerdo con la cantidad de
leptina disponible en el organismo. Cuando la concentracion de leptina es baja, y/o
el organismo se encuentra en un estado de ayuno, la expresion de AgRP esta
aumentada y la de POMC esta disminuida, lo que estimula de manera dramatica el

hambre y disminuye el gasto energético. Por otro lado, cuando la concentracion de
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leptina es alta, y/o el organismo se encuentra en un estado de saciedad, se
disminuye la expresion de AgRP, aumenta la de POMC, y se provoca una
atenuacion del hambre y un aumento en el gasto energético (Saper & Lowell, 2014).
Las ratas hembra Zucker obesas presentan otras alteraciones metabdlicas como
hiperinsulinemia e hiperlipemia (Srinivasan & Ramarao, 2007), ademéas de
presentar hipertension (Kurtz y cols., 1989). También, desarrollan RI e intolerancia
a la glucosa entre las 3 y 8 semanas de vida. Las ratas hembra Zucker obesas
presentan alteraciones reproductivas, como retraso en el inicio de la pubertad, un
desarrollo folicular escaso, Utero poco desarrollado, comportamiento sexual
atenuado, ovulacion irregular o interrumpida, e infertilidad (Honnma y cols., 2010;
Puga y Colmenares y cols., 2021). Estas ratas hembra Zucker presentan un
aumento en la expresion de tirosina hidroxilasa a nivel ovarico (Puga y Colmenares
y cols., 2021). Las sefiales del sistema nervioso simpatico se han asociado con el
estado nutricional y con la obesidad, y un incremento en la actividad simpética
podria permitir el desarrollo de deficiencias metabdlicas y energéticas, como la RI
(Lambert y cols., 2019). Puga y Colmenares y col. reportaron que las ratas hembra
Zucker obesas son propensas a desarrollar prequistes y quistes ovaricos, ademas
de no presentar ovulacion en el primer estro vaginal; caracteristicas que se vieron
contrarrestadas por la seccién unilateral del nervio ovarico superior, el cual es el
que brinda sefiales simpéticas al ovario para regular sus funciones, reforzando la
idea de que las sefales simpéticas estan participando en la regulacion y la
consecuente alteracion que trae consigo la aparicion de las caracteristicas propias

del SOP (Puga y Colmenares y cols., 2021).

3. Justificacion
El Sindrome de Ovario Poliquistico es el mas comun, complejo y heterogéneo
desorden endocrino y metabdlico en mujeres en edad reproductiva. La severidad de
los sintomas varia dependiendo de cada paciente. Las mujeres con el sindrome
presentan una amplia variedad de alteraciones que dificultan el tratamiento preciso
de su condicién. Un alto porcentaje de mujeres con SOP presenta alteraciones en
el metabolismo de la insulina, de los lipidos y de la glucosa. Las alteraciones

hormonales y metabdlicas del SOP resultan en disminucién de la capacidad
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reproductiva, alteracion de los ciclos menstruales, anovulacion crénica e infertilidad,
y la obesidad es un factor que puede empeorar esta condicion, por lo que es
importante disefiar modelos experimentales que permitan analizar su implicacion en
el sindrome. Evidencia clinica ha mostrado que la administracibon de MET en
pacientes con SOP mejora algunas caracteristicas del sindrome, por lo que en el
presente estudio se analizaron los efectos del tratamiento con MET en el modelo de
la rata Zucker obesa fa/fa; la cual presenta alteraciones tanto metabdlicas como
reproductivas similares a las del SOP. La administracion del farmaco se realizé por
via intragastrica y de manera subaguda a partir de los 45 dias de vida y se
analizaron los efectos sobre la ovulacion y la morfologia ovérica a los 60 dias de

vida.

4. Hipotesis
Si en la rata hembra Zucker fa/fa, la anovulacion y el desarrollo de caracteristicas
vinculadas al sindrome de ovario poliquistico son el resultado de un desbalance en
la homeostasis de la sefial de insulina, entonces el tratamiento subagudo con
metformina resultard en una mejora en el metabolismo y en los parametros

reproductivos.

5. Objetivos

5.1. Objetivo General
Analizar los efectos del tratamiento subagudo con metformina (150 mg/kg de peso

corporal) sobre el desarrollo de caracteristicas vinculadas al SOP en la rata hembra

Zucker fa/fa.

5.2. Objetivos Particulares

Analizar en el modelo de la rata obesa Zucker fa/fa, el efecto del tratamiento con
metformina sobre:

e Laciclicidad estral.

e La concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol.

e Elindice Triglicéridos - Glucosa
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e La morfologia ovérica.

e La poblacion folicular.

6. Material y métodos

6.1. Animales

Se utilizaron un total de 48 ratas hembra Zucker de 40 dias de edad proporcionadas
por el Bioterio Claude-Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
[Figura 6B]. Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de luz-
oscuridad de 12 h y temperatura de 22 + 2°C, con acceso a alimento y agua a libre
demanda; ademas de manejadas con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana
sobre el cuidado y uso de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999 (Secretaria
de Agricultura, 2001).Todos los experimentos fueron aprobados de acuerdo con las
especificaciones del Comité de Uso de Animales de Laboratorio de la BUAP con
namero de aprobaciéon VIEP/0909/2021. Los experimentos fueron realizados
garantizando el uso minimo de animales, asi como la refinacion de los tratamientos

para disminuir lo méximo posible el sufrimiento de los organismos.

6.2. Disefo Experimental

Los animales fueron distribuidos en los siguientes grupos [Figura 6A]:
e Grupo de ratas obesas, formado por ratas hembra Zucker fa/fa (n=24).
e Grupo de ratas delgadas, conformado por ratas hembra Zucker fa/- (n=24).
El grupo de ratas obesas se dividié de manera aleatoria en 3 subgrupos:
e Grupo tratamiento (OZ MET), formado por Zucker fa/fa tratadas con
metformina (n=8).
e Grupo vehiculo (OZ PBS), formado por Zucker fa/fa administradas con PBS
(n=8).
e Grupo control absoluto (OZ Ctrl), conformado por Zucker fa/fa sin ningun tipo
de administraciéon (n=8).
Por otro lado, el grupo de ratas delgadas fue dividido aleatoriamente en 3

subgrupos:
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Grupo control con MET (LZ MET), con individuos Zucker fa/- con
administracion de metformina (n=8).

Grupo vehiculo (LZ PBS), conformado por Zucker fa/- administradas con PBS
(n=8).

Grupo control absoluto (LZ Ctrl), con Zucker fa/- sin administracion alguna
(n=8).
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Grupo experimental OZ
(n=24)

Grupo control LZ

(n=24) 45

LZ Control (n=8)

OZ Control (n=8)

OZ + MET (n=8) Administracion

LZ + MET (n=8) intragastrica

46 47 48 45 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 dias

MET (150mg/kg de peso corporal)
0z + Veh (n=8)

Toma de frotis
LZ + Veh (n=8)

45 47 48 4% 50 531 52 53 54 55 56 57 58 5% 60 dias

PBS (6.7 mL/kg de peso corporal)

Figura 6: A: Esquema del disefio experimental. Se utilizaron un total de 48 animales, 24 obesos y 24 delgados, los cuales fueron
subdivididos en 3 grupos. Control absoluto, vehiculo y tratamiento con MET. y B: Fotografia de un organismo obeso en condiciones
de bioterio.
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6.3. Tratamiento con metformina

La MET se diluy6é en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 y se administré a las ratas de
tratamiento en una dosis de 150mg/kg de peso corporal via oral con una sonda
intragastrica entre las 8:00 horas y 9:00 horas durante 15 dias continuos. El tratamiento
comenzé a los 45 dias de edad. A los grupos de vehiculo se les administré Gnicamente
con PBS (a partir de 1 mL, volumen de la administracion dependiendo del peso corporal)
durante el mismo periodo, mediante la misma via y en el mismo horario. Se mantuvo un
registro constante del peso corporal durante la duracion de todo el tratamiento con una

bascula, ademas de la toma del frotis vaginal para un seguimiento del ciclo estral

6.4. Registro de Ciclicidad

Al inicio del experimento, las ratas fueron examinadas para verificar que presentaran
apertura vaginal. Cuando la apertura fue evidente, se tomé diariamente un frotis vaginal
a cada animal de cada grupo durante las dos semanas de duracion del tratamiento entre
las 8:00 horas y las 9:00 horas y hasta que fue el momento de las pruebas de tolerancia
a la glucosa, Posteriormente, se dejo una semana de descanso a los animales, y se
retomo el registro de la ciclicidad durante tres ciclos completos mas. Un ciclo estral
completo consiste en el registro de las cuatro etapas continuas en cuatro dias diferentes;

es decir, estro, diestro 1, diestro 2 y proestro.

6.5. Toma de peso y parametros zoomeétricos

Para la determinacion del fenotipo obeso, todos los animales se pesaron al momento de
la eutanasia; y se midio el perimetro de la cintura, asi como la longitud total (de la punta
de la nariz a la punta de la cola) y la longitud naso-anal (de la punta de la nariz al inicio

de la cola) de cada individuo, con una cinta métrica.

6.6. Prueba de tolerancia a la glucosa

En el dia 60 de edad, se dejo a los animales en un periodo de ayuno de 2 horas. Una
vez transcurrido el tiempo de ayuno la mitad de los animales de cada grupo experimental

fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa (n=4). Para llevar a cabo esta
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accién se tomo con cuidado a cada animal y con ayuda de una lanceta estéril se realizd
una puncion en la punta de la cola con la finalidad de obtener muestras de sangre para
realizar una curva de tolerancia a la glucosa de 120 minutos. La primera muestra de
sangre que se obtuvo se utilizé para determinar la concentracion de glucosa basal,
inmediatamente se procedié a administrar por via intraperitoneal una solucion saturada
de glucosa 3M diluida en PBS con una dosis de 2 mg/kg y se volvié a tomar muestras
de sangre a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion de la solucion

de glucosa.

6.7. Prueba de tolerancia a la insulina

Para comprobar los efectos de la metformina sobre la Rl en los organismos al finalizar
el tratamiento, se realizé una prueba de tolerancia a la insulina a la otra mitad de los
animales de cada grupo experimental. El dia del sacrificio, los organismos fueron
puestos en ayuno durante 2 y 3 horas, después se realizé la administracion de una dosis
de insulina de 0.5 Ul/kg diluido en PBS via intraperitoneal, y se midié la glicemia por
puncion en la cola y con un glucémetro. Se tomaron los registros de glucosa en sangre
a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién. Con los datos, se
obtuvo una curva de respuesta de 120 min de acuerdo con la metodologia de Bazzano

y cols. (Bazzano y cols., 2017).

6.8. Sacrificio y obtencién de tejidos

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sdédico
(concentracion de 63 mg/mL, a una dosis de 0.20 mL/100 g de peso corporal)
administrado via intraperitoneal después de terminar el registro de la ciclicidad estral.
Se obtuvieron los ovarios, el Gtero y las glandulas adrenales, los cuales se pesaron con
una balanza analitica. Después se obtuvieron los pesos relativos de los 6rganos en cada
organismo, calculado como el producto del peso del 6rgano multiplicado por 100,

dividido entre el peso corporal.
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6.9. Obtencion de muestras sanguineas para medicion de glucosa, colesterol,

triglicéridos y testosterona

En el momento del sacrificio se obtuvieron muestras de sangre mediante puncion
cardiaca. La sangre se dejo coagular durante 30 minutos, se centrifugé a 3400 rpm
durante 15 minutos. El suero obtenido se almacendé en tubos Eppendorf a -20°C. La
concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos se determind mediante un analisis
fotométrico, empleando reactivos de la marca MEXLAB®. Para la cuantificacion de la
concentracion de las muestras se hicieron tres mediciones de éstas. La concentracion
de testosterona e insulina se obtuvieron mediante el uso de un kit comercial ELISA de

acuerdo con las indicaciones del fabricante.

6.10. Obtencidn del indice Triglicéridos - Glucosa como indicativo de Resistencia a

la Insulina

Para medir la RI se utilizo el indice de triglicéridos — glucosa (ITG), el cual es un buen
predictor para este parametro (Simental-Mendia y cols., 2008; Vineetha K Ramdas
Nayak y cols., 2022). Dicho indice se calculé como:
o In[TG(mg/dL) « G(mg/dL)]

2
Donde TG es la concentracion de triglicéridos en suero, y G la de glucosa sérica. Se

consideraron a los valores por encima del tercer cuartil de los datos como resistencia a

la insulina, es decir, en nuestro estudio ITG = 9.55

6.11. Evaluacion de morfologia ovarica

Los ovarios fueron fijados en solucion Bouin durante 24 h, posteriormente fueron
deshidratados con bafios de alcohol en concentraciones crecientes (70 %, 96 %, 100%),
y finalmente fueron incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 10 um de
grosor con un microtomo, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Con el
microscopio optico, se realizé el conteo de cuerpos luteos como indicativos de ovulacién.
Ademas, se realiz6 el conteo de quistes y prequistes ovaricos. Las estructuras quisticas
se clasificaron de acuerdo con los criterios de Brawer de 1986, siendo determinado un

quiste folicular como un foliculo sin ovocito, con una cavidad antral grande, una capa
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gruesa de células de la teca y un compartimiento de células de la granulosa delgado
(por lo regular en monocapa) con células aparentemente sanas contenidas; y un foliculo
prequistico como un foliculo grande con o sin ovocito, formados por cuatro o cinco capas
de células de la granulosa pequefias y nucleo densamente empaquetado, rodeando un
antro grande, con un compartimiento de células de la teca aparentemente normal

(Brawer y cols., 1986).

6.12. Evaluacion de la poblacion folicular

Se realiz6 un estudio de la poblacién folicular en los cortes del ovario derecho e izquierdo
de tres animales de cada grupo tomados al azar. Se tomaron fotografias cada 100 pm
utilizando una camara Nikon D3500 acoplada a un microscopio de fluorescencia.
Posteriormente, fueron analizadas con el software Image J (version 1.54d). Se midieron
s6lo los foliculos que presentaron ovocito. Se midieron utilizando dos lineas para medir
dos didmetros, ademas de cuatro lineas a cada lado para medir el grosor de la capa de
las células de la granulosa, como se ejemplifica en la Figura 7. Los foliculos se
clasificaron de acuerdo con su diametro en foliculos preantrales (40 — 200 um), foliculos
antrales pequefios (201 — 350 um) y foliculos antrales grandes (351 — 500 pm), usando
una modificacion de la clasificacién de Mufioz-De-La-Torre y cols. (Mufioz-de-la-Torre y
cols., 2018).
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Grosor capa de la Diametro del foliculo (pum)
granulosa (um)

Primario <20 <100
Secundario 20-40 100 - 200
Preantral 40-80 200—-400
Antral 60— 100 >400

Figura 7: Pardmetros para la determinacion del tipo de foliculos con las mediciones de la
longitud y del grosor de la capa de la granulosa para su clasificacion. Las lineas naranjas
representan las mediciones para la obtencion del didmetro, y las cuatro lineas cortas
amarillas representan las mediciones para la obtencion del grosor de la capa de la
granulosa. Fotografia tomada por Eliseo Flores Sanchez.
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6.13. Andlisis de ovulacién

Durante la autopsia, los oviductos fueron disectados y analizados, y con la ayuda de un
microscopio estereoscopico, donde se busco la presencia de ovocitos. Se realizé el
calculo de la tasa de animales ovulantes (TAO), la cual se obtiene calculando el nUmero

de animales ovulantes entre el nimero total de animales.

6.14. Andlisis estadisticos

Para las comparaciones del nimero de ovocitos liberados, numero de cuerpos lateos,
namero y diametro de foliculos, quistes y prequistes, comparaciones de concentraciones
séricas de glucosa, colesterol, insulina y triglicéridos, y de la prueba de tolerancia a la
insulina y a la glucosa, y datos zoométricos entre los grupos se utilizaron pruebas de
ANOVA en caso de los datos paramétricos, y una Kruskall-Wallis si son no paramétricos,
seguido de una prueba de Tukey para las comparaciones mdultiples. Se utilizaron
pruebas de T-Student para comparaciones entre dos grupos. Para las comparaciones
de la TAO se utilizé una prueba de Ji2. Se consideraron resultados significativos cuando
p < 0.05. Para todos los andlisis estadisticos se utilizé el software R (version
2022.07.1+554).
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7. Resultados

7.1. Peso corporal

Al inicio del tratamiento, a los 45 + 1 dias de edad, el peso de las ratas obesas (OZ) fue

mayor que el de las ratas delgadas (LZ). [Gréfica 1].
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Grafica 1: Peso Corporal de los organismos al inicio del tratamiento, con 45 dias de edad.
Presentados como medias + E. E. M. ***: Obesas vs Delgadas, p=2.185x10°" T-Student.

Como se esperaba, las ratas obesas presentaron un aumento de peso mas evidente a
lo largo del desarrollo que las delgadas. Dentro del grupo de animales delgados, el grupo
tratado con MET no tuvo cambios en el peso corporal comparando con los del grupo
con PBS y con el control. En el grupo de animales obesos con tratamiento de MET, a
los 60 dias de edad, el peso corporal fue menor respecto a las ratas control, en tanto

que no hubo diferencia al compararlas con el grupo con PBS [Grafica 2].
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Gréfica 2: Peso corporal de los animales durante el transcurso del tratamiento. Presentados
como medias £ E. E. M.

En el dia del sacrificio, el peso de los animales obesos fue significativamente mayor que
el de los delgados. El tratamiento con MET en las ratas delgadas no modificé el peso
corporal en comparacion con el grupo tratado con PBS o el grupo control. El peso de las
ratas obesas control fue similar al de las obesas con PBS. En las ratas obesas, el
tratamiento con MET disminuy6 el peso corporal al compararse con las ratas obesas

control [Gréfica 3].
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Gréfica 3: Peso corporal de los animales en el dia del sacrificio. Presentados como
medias * E. E. M. *: Delgados vs Obesos, T-Student. p=1.15x10 . **: OZ vs OZ MET,
T-Student . p=0.04
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7.2. Pardmetros zoométricos

No se encontraron diferencias significativas en la longitud naso-anal ni en la longitud
total [Gréafica 4] en animales delgados ni obesos. El tratamiento con metformina no
modificé los parametros zoométricos cuando se compard con su grupo control o con

PBS ni en los delgados comparandose con sus respectivos grupos control.
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Grafica 4: Longitud naso-anal de los animales experimentales.
Presentados como medias + E. E. M.
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En los animales delgados, la metformina no modifico la longitud de la circunferencia de
la cintura respecto a la que presentaron los animales con vehiculo. En los animales
obesos, el tratamiento con metformina o con PBS disminuy6é la longitud de la
circunferencia de la cintura respecto a la que presentaron el grupo de ratas obesas
control [Gréfica 5].
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Grafica 5: Longitud de la circunferencia abdominal de cada grupo
experimental. Presentados como medias E. E. M. **: OZ vs. OZ MET,
p=0.005, ANOVA de dos vias, Tukey.
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7.3. Peso de 6rganos

El tratamiento con MET en los animales obesos o delgados no modifico el peso del

ovario izquierdo [Grafica 6A] ni derecho [Grafica 6B]Jcomparado con sus respectivos

grupos con PBS o control [Gréfica 6].
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Grafica 6: Peso relativo de los ovarios izquierdos (A) y derechos (B) de cada uno de los grupos

experimentales. Medias + E. E. M.

Tampoco hubo diferencias significativas en el peso de las glandulas adrenales

izquierdas [Gréafica 7A] o derechas [Gréafica 7B]entre los grupos de animales delgados y

obesos tratados con MET comparandose con sus respectivos grupos control y con PBS

[Gréafica 7].
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Grafica 7: Peso relativo de las glandulas adrenales izquierdas (A) y derechas (B) de cada uno
de los grupos experimentales. Medias * E. E. M.
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El tratamiento con MET no modificé el peso del Gtero ni en los animales obesos o

delgados al compararlo con sus respectivos grupos control o con PBS [Gréfica 8].
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7.4.

Concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol sérico.

Después de realizar el estudio espectrofotométrico, se encontrd que el tratamiento con

MET no tuvo efecto en el grupo de animales delgados. En del grupo de animales obesos,

el tratamiento con MET disminuyd de manera significativa las concentraciones de

glucosa [Gréfica 9A] v triglicéridos [Grafica 9B] al compararse con los controles, pero no

afect6 las concentraciones de colesterol [Gréafica 9C].
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7.5. Prueba de Tolerancia a la Glucosa

Al analizar la curva de respuesta de la prueba de tolerancia a la glucosa, no se
encontraron diferencias entre las curvas de los animales obesos ni en la de los delgados.
Dentro de los grupos de animales obesos, no se encontro diferencias significativas entre
el grupo tratado con MET en comparacion con el grupo control, en ninguno momento de
los minutos registrados [Gréfica 10].
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Gréfica 10: Prueba de Tolerancia a la Glucosa. Presentada como Medias + E. E. M.
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7.6. Prueba de Tolerancia a la Insulina

Con respecto a la curva de respuesta de la prueba de tolerancia a la insulina, se
encontré diferencia entre las ratas obesas y delgadas, pero no hubo diferencia
significativa entre el ajuste de la curva de los animales obesos tratados con MET en
comparaciéon con los del grupo control o con PBS. El grupo de animales delgados

presentd una respuesta semejante [Gréafica 11]
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7.7. indice de Triglicéridos y Glucosa

Para la determinacién de la RI, se calcul6 el indice de triglicéridos y glucosa en suero.
Los valores iguales o0 mayores a 9.55 fueron considerados como RI. Los animales
obesos presentaron un ITG significativamente mayor que los animales delgados, dicho
indice tuvo tendencia a disminuir con el tratamiento con metformina, aunque
estadisticamente no se presentaron significancias [Tabla 1].

Tabla 1: Indice de Triglicéridos y Glucosa (ITG) como indicativo de RI

Grupo ITG
LZ 8.22 +£0.35
LZ PBS 7.63 +£0.87
LZ MET 8.11+0.12
Oz 9.62 + 0.11*
OZ PBS 9.38£0.31
OZ MET 8.24+0.72

Datos presentados como medias E. E. M. *: OZ vs. LZ, p=0.004, T-Student.

7.8. Morfologia ovarica.

No se encontraron prequistes en los animales delgados. Los animales obesos
presentaron prequistes, como puede observarse en la Figura 8. Dentro de los animales
obesos, el tratamiento con MET no modificd la cantidad de prequistes. No se
encontraron quistes en los ovarios de estos animales [Tabla 2].

Tabla 2: Numero de prequistes en el grupo de animales obesos y delgados, en los grupos con
MET y los controles.

Grupo Prequistes
LZ 0
LZ MET 0
0oz 8.33+6.36
OZ MET 4.67+2.33

Datos presentados como mediaszt E. E. M.
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Figura 8: Cortes ovéricos de cada uno de los grupos experimentales, donde puede observarse la morfologia tipica encontrada.

Abreviaturas: CL: Cuerpo lateo; F: Foliculo; PQ: Prequiste.
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7.9. Respuesta ovulatoria

Al analizar la tasa de animales ovulantes se observé que los animales obesos sin
tratamiento presentan una reduccion del 50% en la ovulacién en comparacioén con
los animales delgados, sin embargo, el tratamiento con MET en los animales obesos
no resulté en una recuperacion de la TAO. Por su parte, los animales obesos con
vehiculo presentaron una TAO del 100% [Gréafica 12A]. A pesar de que las ratas
obesas con el tratamiento con MET ovularon, el nimero de cuerpos lateos fue

menor [Grafica 12B].
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Grafica 12: Tasa de animales ovulantes (TAO)(A) y numero de cuerpos lateos (B).
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7.10. Poblacién folicular

No se presentaron diferencias significativas en la cantidad de foliculos totales entre

los grupos de animales delgados, asi como en el grupo de animales obesos. El

namero de foliculos totales de los animales obesos fue significativamente menor

gue el de los animales delgados. El tratamiento con MET no tuvo efecto en animales

delgados. En los animales obesos, el tratamiento con MET mostré un aumento en

el numero de foliculos totales con respecto a los animales obesos control. Sin

embargo, dicho aumento no fue estadisticamente significativo [Tabla 3].

Tabla 3: Numero de foliculos en cada uno de los estadios reportados (Primarios,

Secundarios, Preantrales y Antrales)

Grupo Primario Secundarios | Preantrales Antrales Foliculos
Totales
LZ 9.67 +1.86 26.33 £4.10 16 +2.08 3+x1 55 + 7.94*
LZ PBS 14.33+2.19 30.33+£9.94] 21.33+3.18| 4.00+2.31 70 £ 14.42
LZ MET 6.67 £2.73 21 +£7.55 11+5.13| 4.33+1.86 43 £ 17
0z 2.67 £ 2.67 4.67 + 4.67 567+3.71| 467+1.76| 17.67 £6.67*
OZ PBS 3.67+1.45| 25.33+13.84]|24.33+13.64]11.33+6.44 31+5
OZMET |19.33+7.13 24 +11.24| 16.67£8.21] 3.33+0.33] 63.33+£25.85

Datos presentados como mediat E. E. M.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en los didmetros de los foliculos

entre los grupos de ratas delgadas ni obesas [Tabla 4]

Tabla 4: Diametros promedio de los foliculos en cada uno de los estadios de desarrollo de
los animales delgados y obesos, tanto grupos experimentales como grupos control.

Grupo Primarios Secundarios Preantrales Antrales
LZ 79.81+£2.90] 133.18 +3.14|287.90 +10.05 | 447.31 +18.10
LZ PBS 66.82 +2.82| 140.98 +3.81| 293.15+9.19]419.41 £+ 20.06
LZM 80.00 + 3.48 | 125.65+3.16 | 258.21 + 10.41 | 433.78 £ 12.96
0oz 7452 +3.93| 136.83+5.45]265.21 + 15.52 | 518.64 + 24.21
OZ PBS 71.21£6.49] 130.86+2.39| 232.39 +7.28|549.98 + 22.56
OozM 66.17 £2.91] 138.41+3.14| 266.96 +9.01 | 502.39 + 28.29

Datos presentados como mediast E. E. M.
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7.11. Ciclo Estral

Durante el periodo que se registro la citologia vaginal las ratas delgadas presentaron
ciclos estrales regulares de 4 dias de duracion. En las ratas obesas control o con
PBS, se puede notar una pérdida total de la ciclicidad. En las ratas del grupo OZ, el
tratamiento con metformina mejoro la ciclicidad en la segunda mitad del periodo del
tratamiento [Grafica 14].

Después de una semana se espera después del final del tratamiento, no hubo algan
cambio evidente en los ciclos de los animales delgados. La mejora de la ciclicidad
es notoria después de dicha semana en los animales obesos, pues los animales
obesos control presentaron diestros mas prolongados que los animales obesos con
MET [Gréfica 13].
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Gréfica 13: Graficas de la permanencia en cada una de las etapas del ciclo estral de grupos
de ratas obesas y delgadas, con tratamiento con MET y control. Se presentan los registros de
los 45 dias de edad a los 60, y de los 68 a los 80 dias de edad.
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Grafica 14: Gréficas del Ciclo estral de los grupos con tratamiento comparandose con el control.
Cada serie de puntos representa el ciclo de un organismo diferente. Se presentan 3 animales
delgados control diferentes y 3 animales con MET diferentes. De igual forma, se presentan 3
animales obesos con MET y 3 animales obesos control.
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7.12. Concentracion sérica de Testosterona

En cuanto a la concentracion de testosterona, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de animales obesos y delgados, ni se observo algun
efecto del tratamiento con MET [Gréfica 15].
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Gréfica 15: Concentracion de testosterona libre en suero de cada uno de los grupos
experimentales. Medias + E. E. M.
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8. Discusion

En este trabajo se tuvo como finalidad analizar el papel del tratamiento con
metformina sobre el perfil lipidico y los pardmetros reproductivos en la rata hembra
Zucker obesa como modelo de sindrome de ovario poliquistico con resistencia a la
insulina. Los resultados de nuestro estudio muestran que la rata hembra Zucker
obesa presenta prequistes ovaricos y oligoovulacién, asi como obesidad central,
concentraciones elevadas de glucosa y triglicéridos, e incremento en el indice de
triglicéridos y glucosa, lo cual nos permite postular a la rata hembra Zucker obesa
como un modelo animal de Sindrome de Ovario Poliquistico asociado a la
resistencia a la insulina, pues de acuerdo con los criterios de Rotterdam estaria
clasificado como un sindrome de fenotipo D, en donde se considera a la oligo-
anovulacion y quistes ovaricos sin hiperandrogenismo (Azziz, 2018).

El fenotipo obeso de la rata Zucker fa/fa empieza a diferenciarse de manera
evidente del fenotipo fa/- desde etapas tempranas de su crecimiento,
aproximadamente a los 30 dias de edad (Zucker & Antoniades, 1972). En el
presente estudio, los pesos de los animales obesos OZ a los 45 dias de edad fue
mayor que el de los animales delgados LZ de la misma edad. El aumento de peso
corporal en este modelo es consecuencia de la mutacidon que presenta la cepa, lo
que ocasiona la pérdida de la sefializacion de leptina, y provoca hiperfagia desde
las primeras semanas de vida (Zucker & Antoniades, 1972).

El peso corporal de los animales obesos tratados con metformina fue
significativamente menor que los obesos controles al final del tratamiento; caso
contrario a los organismos delgados, pues la administracion no hizo efecto alguno
en este pardmetro. De igual forma, el tratamiento con metformina redujo la
circunferencia abdominal de las ratas obesas tratadas al comparase con su control.
Nuestros hallazgos nos permiten indicar que la metformina es efectiva para la
disminucién del peso corporal y la circunferencia abdominal en la rata hembra
Zucker obesa. El papel de metformina sobre la rata Zucker, y el mecanismo
mediante el cual lleva a cabo sus funciones no es del todo claro, pero se ha
demostrado que metformina incrementa la actividad de la proteina cinasa activada

por AMP (AMPK) en los hepatocitos y musculo esquelético de ratas (Zhou y cols.,
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2001). Ademas, en el higado, AMPK estimula la oxidacién de acidos grasos, gracias
a la inactivaciéon de la acetil-Co-A carboxilasa (ACC) (Carlson & Kim, 1973), lo cual
podria explicar la manera en la cual la metformina podria participar en la reduccion
de la acumulacion de grasa visceral, y, por lo tanto, en la reduccién del peso
corporal. También se ha sugerido que los efectos de MET sobre el peso corporal
son debido mas a la reduccion de la ingesta calorica que en el gasto energético
(Yerevanian & Soukas, 2019).

Aubert y cols. hipotetizaron que la metformina también podria actuar a nivel del
sistema nervioso central, pues se ha demostrado que es capaz de cruzar la barrera
hematoencefalica, pues es su estudio el tratamiento disminuyo la expresion de NPY,
AgRP y POMC en el hipotdlamo, (Aubert y cols., 2011). Ellos administraron 75
mg/kg de metformina a ratas Long — Evans alimentadas con dieta alta en grasa. La
administracion en este experimento aumento la expresion de ARNm de LEP-R,
provocando una disminucion en la ingesta de alimentos. Dicho aumento en la
expresion del receptor no se presenté a nivel de la grasa ni a nivel hepatico, lo que
sugiere que metformina participa de manera directa o indirecta en la sefializacion
de leptina a nivel hipotalamico (Aubert y cols., 2011). Dado que la expresion de
dicho receptor se ve suprimida en la rata Zucker obesa, podemos asumir que el
tratamiento con metformina en nuestro experimento podria tener una participacion
en la regularizacién de la sefalizacién de leptina fomentado la expresion de su
receptor, lo que también podria participar en la disminucion del peso corporal de los
organismos disminuyendo la hiperfagia.

Nuestros estudios indican que las ratas Zucker obesas muestran una reduccién en
el peso de dérganos como los ovarios, el Utero y las glandulas adrenales. Esta
observacion es consistente con resultados previos de otros grupos de investigacion
(Aleixandre De Artinano & Miguel Castro, 2009; Saiduddin y cols., 1973) Por el
momento, no contamos con una explicacion definitiva para este fenbmeno, pero
proponemos que pudiera deberse a alteraciones en la secrecion de hormonas
esenciales como la hormona de crecimiento o las hormonas tiroideas.
Especificamente, en las ratas Zucker obesas se ha evidenciado una disminucion en

la secrecion de la hormona de crecimiento en ambos sexos (Aguilar Benitez de Lugo

51



& Pinilla Jurado, 2006), lo cual podria influir negativamente en el desarrollo de
organos periféricos. Ademas, se plantea la posibilidad de que la falta de
sefalizacion por parte de la leptina afecte de manera significativa, considerando que
los receptores de leptina estan presentes en varios tejidos periféricos. Esta hipotesis
se ve reforzada por la investigacion de Botella-Carretero y cols. (Botella Carretero 'y
cols., 2001), asi como por los estudios de Barash y cols. (Barash y cols., 1996),
quienes encontraron que ratones hembra ob/ob deficientes en leptina tienen un
peso reducido de los ovarios y el Gtero, y que el tratamiento con leptina incrementa
el peso de estos 6rganos.

Se ha reportado que las ratas Zucker presentan hiperglucemia, lo que coincide con
lo observado en este estudio, pues la rata hembra Zucker obesa de 60 dias de edad
presentd altas concentraciones de glucosa sérica; las cuales fueron reguladas
después del tratamiento con metformina. Se sabe que metformina tiene accion a
nivel mitocondrial, fomentando la activacidon de la sefializaciéon de insulina y
aumentando la translocacion del transportador de glucosa dentro de la célula
(Foretz y cols., 2023; Lamoia & Shulman, 2021). A nivel de musculo esquelético, se
tiene evidencia de que estimula la activacion del AMPK, el cual es el segundo
mensajero de la cadena de sefalizacion de la insulina (Foretz y cols., 2023). De
igual manera, la metformina inhibe la sintesis de glucosa de novo a nivel hepatico,
y se postula que el principal mecanismo por el cual metformina tiene un efecto
inhibitorio en la gluconeogénesis es mediante la inhibicion del complejo I, el cual es
el sitio de contribucibn de NADH al gradiente de protones mitocondrial,
contribuyendo asi al decremento de la gluconeogénesis (Lamoia & Shulman, 2021).
Otro mecanismo propuesto en el que la metformina participaria en la reduccion de
la gluconeogénesis es mediante la inhibicion de la enzima GPD2, la cual cataliza la
conversion de glicerol — 3 — fosfato (G3P); el cual tiene origen del glicerol procedente
de la lipolisis del tejido adiposo blanco, a dihidroxiacetona fosfato (DHAP). EI DHAP
es un intermediario del proceso de gluconeogénesis (Lamoia & Shulman, 2021).
Se realiz6 una prueba de curva de tolerancia a la glucosa y a la insulina. A pesar de
que los ajustes de las curvas de tolerancia a la glucosa no presentaron diferencias

significativas, puede observarse en nuestros resultados que las concentraciones de
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glucosa en cada uno de los tiempos de medicion en el grupo de organismos obesos
con tratamiento de metformina tuvieron tendencia a la disminucion, dado por los
mecanismos de accion de farmaco sobre la hiperglucemia.

Para comprobar los efectos del tratamiento con metformina sobre la resistencia a la
insulina se realiz6 la comparacion del ITG. Se ha reportado en numerosos estudios
que la rata Zucker obesa presenta resistencia a la insulina, tanto en machos como
en hembras (Aguilar Benitez de Lugo & Pinilla Jurado, 2006; Kasiske y cols., 1992;
Mathé, 1995; Wang y cols., 2022). Los animales obesos de nuestro estudio tuvieron
un ITG significativamente mayor que los animales delgados; resultados que nos
permiten establecer a la rata hembra Zucker obesa como un modelo de SOP
asociado a resistencia a la insulina, y el tratamiento con MET en los animales
obesos disminuy6 el ITG con valores debajo del punto critico, establecido en este
estudio (ITG = 9.55), aunque estadisticamente no resulté significativamente
diferente.

Las concentraciones de triglicéridos en los animales Zucker obesos estan
incrementados, y los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con
metformina disminuy0 la concentracion de €stos en los animales experimentales al
compararse con sus controles. Se ha demostrado que el incremento de la actividad
de AMPK por metformina en el higado también favorece la disminucién en la
produccion de triglicéridos y colesterol (Velasco y cols., 1997), por lo que podemos
suponer que este mismo incremento en la actividad de AMPK favorecié la
diminucion vista de estas concentraciones en nuestro estudio. En nuestro
experimento, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
colesterol. Estos resultados coinciden con los presentados por Sui y cols., quienes
utilizaron animales Zucker macho de ocho semanas de edad tratados con
metformina para evaluar su efecto sobre el higado graso (Sui y cols., 2019). En lo
gue respecta a los humanos, Cheng y cols realizaron un estudio con pacientes
diagnosticados con sindrome metabdlico y tratados también con metformina, en
donde encontraron resultados similares (Cheng y cols., 2021). Honnma vy
colaboradores presentan que las ratas Zucker obesas jovenes presentan un

aumento considerable de adiponectinas, que disminuyen con la edad; desde las 5
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hasta las 16 semanas de vida (Honnma y cols., 2010). Esta hormona también ha
sido relacionada con la biogénesis de colesterol (Hafiane & Daskalopoulou, 2020).
Por lo tanto, el aumento descrito por Honnma podria estar participando en las altas
concentraciones de colesterol en nuestros organismos. Se sabe que el colesterol,
tanto de alta densidad como de baja densidad; tiene un papel importante en el
metabolismo de insulina, pues al ser importantes en la estructura de las membranas
plasmaticas, y, por ende, en la de las células B, su alteracién también participa en
la desregulacion de las funciones B-pancreéticas, y en consecuencia una diminucion
en la liberacion de insulina (Perego y cols., 2019).

Los cambios en insulina observados en este estudio podrian estar contribuyendo en
las disrupciones de las funciones y morfologia ovéaricas observadas, como los
prequistes. En nuestros resultados se observa que los animales obesos presentaron
una menor cantidad de foliculos que los animales delgados, lo que indica que el
desarrollo folicular se ve alterado en estos organismos y también podria explicar la
disminucion observada en el tamafio de los ovarios. El tratamiento con metformina
no fue capaz de reestablecer dichas disrupciones, aunque podria tratarse de efectos
de la corta duracion del tratamiento, o de la necesidad de una dosis mas alta, como
algunos estudios sugieren, pues a pesar de no presentar significancia estadistica
en las diferencias, es notorio el aumento en la cantidad de foliculos totales en los
animales obesos después del tratamiento.

Ademas del cambio morfolégico observado en nuestros resultados, se pudo
registrar una disrupcion del ciclo estral en las ratas obesas al compararse con las
delgadas. El tratamiento en las ratas obesas ayud6 a la mejoria de la ciclicidad
estral. En algunos trabajos en los que utilizd metformina para el tratamiento de
caracteristicas de Sindrome de Ovario Poliquistico, se muestra una mejoria también
en este parametro (Lohrasbi y cols., 2022; Xing y cols., 2021). Hay evidencia que
demuestra que el tratamiento con metformina también tiene un papel en la
regulacion de la esterodogénesis, pues disminuye la expresion de la enzima
CYP17A1, disminuyendo la sintesis de andrégenos (Mahamed y cols., 2018;
Mansfield y cols., 2003). No hay demasiados trabajos que hablen sobre las

alteraciones en la sintesis de hormonas esteroideas a nivel ovarico en la rata
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hembra Zucker obesa; aun cuando se ha observado que la leptina tiene un papel
importante en la esteroideogénesis (Hausman y cols., 2012; Poretsky y cols., 2023).
Se ha mostrado que estos animales no presentan alteraciones ni en la expresion de
testosterona, ni de estradiol, asi como en la expresion de LH o FSH (Honnma y
cols., 2010; Puga y Colmenares y cols., 2021), lo que podria sugerir que las
disrupciones reproductivas vistas en este modelo animal podrian ser
independientes a estas alteraciones, ademas de no estar relacionadas con el
hiperandrogenismo. Nuestros resultados también muestran que sélo la mitad de las
ratas obesas ovularon, en comparacion con el 100% de los animales delgados. Sin
embargo, todos los animales obesos con vehiculo ovularon. Alin no tenemos una
explicacion para este fendmeno, aunque se podria especular que la via de
administracion pudiera haber afectado los resultados. A pesar de que los animales
obesos ovularon, el numero de cuerpos luteos fue menor que el de los animales
delgados, y el tratamiento con metformina no tuvo efectos en este parametro. Se
tiene evidencia que metformina es un farmaco eficaz para la induccion de la
ovulacion (Penzias y cols., 2017). Los resultados vistos en nuestro trabajo pudieron
deberse a la corta duracion del tratamiento. Aun asi, faltan un mayor nimero de
estudios para poder confirmar o descartar estas afirmaciones. Nuestros resultados
con respecto a las concentraciones de testosterona coinciden con dichas
observaciones. De verse alterada la sintesis hormonal ovarica en algun nivel de la
cascada de sefializacion, en nuestro estudio la aparente disminucién de los
prequistes ovaricos, y el aumento de los foliculos secundarios podria significar una
mejora en la sintesis de hormonas esteroideas, lo que podria estar involucrado en
la retroalimentacion a nivel central. Las regularizaciones dadas por esta
retroalimentacion de liberacion de las gonadotropinas podrian entonces estar
participando en la regulacion del ciclo estral, aunque bien, no se vieron reflejadas
en el nimero de cuerpos lateos como indicativos de ovulacion ni en la tasa de
animales ovulantes, la mejoria en el ciclo estral podria tener un papel importante en
la mejoria de la ovulacion en este modelo.

Se ha sugerido que los mecanismos de inflamacion podrian tener una participacion

importante en la etiologia del SOP, pues se han reportado que marcadores
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inflamatorios, como interleucina 6 (IL-6) o el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) se
ven aumentados en pacientes con SOP (Repaciy cols., 2011). Se ha reportado que
tanto TNF-a como IL-6 se ve también aumentado en las ratas Zucker obesas,
intuyendo que los mecanismos inflamatorios estarian involucrados en el aumento
de peso, asi como en las disrupciones reproductivas observadas en estos animales
(Martin-Cordero y cols., 2010). En un experimento llevado a cabo por Rencber y
cols. en 2018, se demostro que el tratamiento con MET a ratas inducidas a SOP por
administracion de DHEA presentaban una disminucion en la expresion de TNF-a
tanto en plasma como en tejido ovarico, lo que podria estar participando en la
mejoria de la sintomatologia en ese modelo (Furat Rencber y cols., 2018). Dado
que la expresion de los marcadores inflamatorios estd aumentada en nuestro
modelo animal, también podriamos especular acerca de que el tratamiento con
metformina estaria disminuyendo la expresiéon del marcador TNF-a, lo que
contribuiria a la tendencia de mejoria vista en la morfologia ovarica en nuestro
trabajo. Existen reportes cuyos resultados sefialan que factores transcripcionales
como FOXO1l podrian estar relacionados con las alteraciones morfologicas
foliculares en el SOP. Este factor es un miembro de la familia de factores Forkhead
box de la clase O, el cual tiene una importante participacion en diferentes funciones
celulares, incluyendo la regulacion del ciclo celular, reparacion de ADN, muerte
celular y estrés oxidativo (Tran y cols., 2003). También se ha demostrado que
FOXOL1 estd ampliamente expresado en células de la granulosa, por lo que participa
en la regulaciéon del desarrollo folicular y en el desarrollo del cuerpo lateo (Liu y cols.,
2015; Shi & LaPolt, 2003). En la rata hembra Zucker obesa, se demostré que un
aumento en la actividad del FOXOL1 estaria participando en el aumento de la atresia
folicular y en las alteraciones morfoldgicas ovaricas (Kajihara y cols., 2009). En los
resultados presentados por Guo y cols, MET fue capaz de reducir la actividad del
factor FOXO1, controlando su participacion en la homeostasis de glucosa (Guo y
cols., 2021). En nuestro estudio, podemos postular que el tratamiento con
metformina podria estar participando en la regulacion de FOXO1, lo que podria
tener un papel en la tendencia al aumento de la poblacién folicular, asi como su

participacion en la disminucién de las concentraciones de glucosa.
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Peng y cols. hipotetizaron sobre la participacion de un mecanismo diferente que
podria estar involucrado en la sintomatologia del SOP. La ferropoptosis es un
mecanismo de muerte celular programada que esta involucrada en el desarrollo de
distintas enfermedades, y esta vinculada con un aumento en el estrés oxidativo y el
aumento de perédxidos (Li y cols., 2020). En los ultimos afios también se ha
especulado sobre la participacion de este proceso en el desarrollo del SOP, pues el
nivel de ferropoptosis es alto en condiciones de este padecimiento. En el estudio
realizado por el grupo de investigacion mencionado, se administr6 MET a ratones
inducidos a SOP por medio de dieta alta en grasas y letrozol. Ellos reportaron que,
en los ratones enfermos, se observo una disminucion considerable de glutation
peroxidasa 4 (GPX4); el cual es un regulador importante en la inhibicion de la
ferropoptosis. Después del tratamiento con MET, los animales mostraron un
aumento de GPX4, lo que disminuyd la ferropoptosis y contribuyé a la mejora de las
caracteristicas vinculadas al SOP, como la regulacion del ciclo estral y la
disminucién de quistes ovaricos (Peng y cols., 2023). Podriamos suponer que estos
mismos mecanismos podrian estar involucrados en la mejoria vista en nuestros
organismos, aunque faltan ain mas estudios para poder relacionar los efectos

observados en este trabajo con las posibles explicaciones plasmadas aqui.
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9. Conclusiones

e La rata hembra Zucker obesa a los 60 dias de edad presenta prequistes en
los ovarios, oligoovulacion, alteracion del ciclo estral y resistencia a la
insulina, por lo que puede considerarse un modelo de sindrome de ovario
poliquistico asociado a resistencia a la insulina.

e En la rata hembra Zucker obesa adulta, el tratamiento con metformina
durante 15 dias disminuye el peso corporal y la circunferencia abdominal.
Ademas, disminuye la hiperglicemia y la concentracion en suero de
triglicéridos.

e El tratamiento con metformina durante 15 dias mejora la ciclicidad estral en

este modelo después de una semana terminado el tratamiento.

10. Perspectivas
Algunos resultados presentados en este trabajo no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, aunque si se observé una tendencia. Puede que el
namero de observaciones haya quedado limitado, o que el tratamiento haya sido de
corta duracién para poder observar los cambios mas significativamente. Se podria
proponer un estudio de mayor duracién del tratamiento para reafirmar los resultados
obtenidos en este trabajo. Se pueden reforzar ain mas las observaciones y las
hipotesis planteadas si se proponen las mediciones de marcadores como TNF-a, IL-

6, FOXO1 y GPX4; asi como tratamientos y observaciones en diferentes edades.
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