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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO 

 
El hipotálamo, la adenohipófisis y el ovario constituyen el eje neuroendocrino 

reproductor. En el núcleo arcuato del hipotálamo se sintetiza y secreta de forma pulsátil 

la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que, a través del sistema porta 

hipofisario, alcanza a la adenohipófisis, donde promueve la secreción de la hormona 

folículo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), las cuales se vierten a la 

circulación y llevan a cabo sus acciones sobre el ovario [1].  

Durante la fase folicular la FSH estimula la proliferación de células de la 

granulosa, así como la biosíntesis de estrógenos, e induce la expresión de receptores de 

LH la cual estimula la secreción de andrógenos. Los estrógenos ejercen un mecanismo 

de retroalimentación positivo sobre hipotálamo e hipófisis, aumentando la liberación de 

GnRH, FSH y LH hasta que se produce el pico preovulatorio de LH. La LH 

desencadena la ovulación de los ovocitos maduros, la luteinización de células de la teca 

y de la granulosa y la formación del cuerpo lúteo [2]. 

En la fase luteínica, los estrógenos causan inhibición de la secreción, tanto de 

GnRH a nivel hipotalámico como de FSH y LH a nivel hipofisario, completándose así 

un circuito de retroalimentación hipotálamo-hipofisario-ovárico. Este efecto inhibitorio 

de los estrógenos se ve potenciado por la progesterona sintetizada por el cuerpo lúteo. 

 

 

Figura 1.Regulación del eje Hipotalámico-Hipofisario-Ovárico 
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1.1.1. Ciclo del estro en el ratón 

 
El ciclo del estro en el ratón dura de 4 a 5 días y está dividido en cuatro fases: 

diestro, proestro, estro, metaestro. El diestro dura 65 horas aproximadamente y se 

corresponde con la fase folicular temprana, donde FSH, LH y estrógenos presentan 

niveles bajos y se van elevando progresivamente. El proestro con una duración 

aproximada de 12 horas, corresponde a la fase folicular tardía donde tiene lugar el pico 

de estradiol que desencadena el pico de LH y FSH. El estro dura 12 horas y es cuando 

tiene lugar la ovulación. El metaestro dura unas 21 horas y se corresponde a la fase 

luteínica. Se considera que el proestro es la etapa del ciclo estral óptima para la 

inducción a la superovulación [3].  

 

 

 
          Figura 2. Cambios hormonales en el ciclo del estro del ratón. 

 

1.2. LEPTINA: IMPLICACIÓN EN LA FISIOLOGÍA REPRODUCTIVA 

 

La leptina fue descubierta por primera vez en 1994, es una hormona proteica 

sintetizada y secretada principalmente por el tejido adiposo blanco [4] aunque también 

se produce en variedad de tejidos, incluyendo la placenta, ovarios, epitelio mamario, la 

médula ósea y tejidos linfoides [5]. Está codificada por el gen Lep / LEP (anteriormente 

denominado gen ob, de obeso) y circula en el plasma en forma libre o unida a su 

receptor soluble. Los receptores de leptina, codificados por los genes Lepr / LEPR  se 

encuentran en seis isoformas [6, 7] expresadas en numerosos tejidos endocrinos y 

neuroendocrinos involucrados en el control de la fisiología reproductiva, como son el 

hipotálamo, hipófisis anterior, ovario (células de la teca y de la granulosa), útero, 

testículos, etc. [8]. 
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En condiciones fisiológicas, los niveles circulantes de leptina se correlacionan con 

la cantidad de tejido adiposo almacenado [9] y las fluctuaciones en estos niveles de 

leptina son una señal metabólica clave para las adaptaciones neuroendocrinas que 

ocurren en función del balance energético [10, 11]. Una disminución en los niveles de 

esta hormona indica un balance negativo e induce respuestas compensatorias para 

restaurar la reserva energética. Aumentar el apetito y por lo tanto la ingesta, disminuir la 

termogénesis y la actividad locomotora, inhibir el eje tiroideo y activar el eje 

hipotálamo-hipófisis-glándula adrenal son ejemplos de esas respuestas adaptativas  [12].  

Además, probablemente debido a los altos costes energéticos de los procesos 

reproductivos tales como el embarazo y la lactancia, en estados donde el balance 

energético es negativo se inhibe rápidamente la función reproductora, lo que supone una 

adaptación neuroendocrina mediada entre otros por la leptina, que actuaría como señal 

integradora entre el grado de insuficiencia energética y la función reproductora [13]. 

La leptina es la señal más temprana de comienzo de la pubertad, contribuyendo en 

la activación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Gónada, sin embargo, aunque sea un factor 

necesario no es suficiente para el inicio de esta [14]. 

1.2.1. Efectos de la deficiencia en leptina en el eje neuroendocrino reproductor 

 
La mutación genética que causa deficiencia en la síntesis de leptina fue 

identificada por primera vez en ratones C57BL/6 (los cuales fueron llamados ob/ob) en 

los Laboratorios Jackson [15]. La mutación fue posteriormente descrita como 

autosómica recesiva, los individuos homocigotos son fenotípicamente obesos, debido a 

la hiperfagia y una escasa actividad física, y presentan múltiples anomalías metabólicas 

como hiperglucemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia [4, 16, 17], por lo que han sido 

ampliamente utilizados como modelos animales de obesidad y diabetes mellitus tipo II. 

Además presentan anormalidades neuroendocrinas en cuanto a su función reproductora, 

de manera que los ratones ob/ob de ambos sexos son infértiles, no alcanzan la madurez 

sexual y permanecen toda su vida en un estadio prepuberal. Todas estas características 

son una consecuencia directa del déficit en la producción de leptina, por lo que la 

administración de esta hormona restaura el normopeso, la función metabólica y la 

fertilidad [18-20].  
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Los órganos reproductores de los ratones ob/ob muestran una serie de 

anormalidades morfológicas y bioquímicas. En las hembras el útero es inmaduro y los 

pesos uterinos son significativamente inferiores que en ratones libres de la mutación 

[21]. En el ovario tienen un número reducido de folículos maduros, no se detectan 

cuerpos lúteos [18] y presentan un deterioro de la foliculogénesis con niveles elevados 

de apoptosis en las células de la granulosa [21], presentando anovulación y sin ciclos 

del estro. 

Hamm y colaboradores [21] plantearon la hipótesis de que los defectos en la 

foliculogénesis, y por lo tanto en la fertilidad femenina, pueden ser causados por un 

estado de hipogonadismo-hipogonadotrófico en los ratones ob / ob. Las gonadotropinas 

son los principales factores que promueven el crecimiento folicular y la inhibición de la 

apoptosis de células de la granulosa en los folículos ováricos [22, 23]. Los ratones 

hembras ob/ob presentan niveles circulantes de LH y FSH reducidos [24], aunque  las 

neuronas gonadotropas localizadas en la hipófisis responden adecuadamente a la GnRH. 

El útero y los ovarios también responden a estradiol y gonadotropinas [25, 26] y pueden 

producir esteroides sexuales, ovocitos viables y la gametogénesis puede ser restaurada 

con la administración exógena de gonadotropinas [24, 27]. 

Estos hallazgos indican que estos ratones deficientes en leptina tienen un 

desarrollo y funcionamiento adecuados de gonadotropos y gónadas pero deficiente 

secreción de GnRH en el momento previsto del inicio de la pubertad. De acuerdo con 

este concepto, tanto estudios in vitro como in vivo, han determinado que los efectos de 

la leptina sobre la función ovárica son mediados, principalmente, por sus efectos sobre 

el hipotálamo estimulando la secreción de GnRH [28-30]. 

La leptina también tiene acción directa sobre la hipófisis estimulando la liberación 

de la LH y FSH [14]. 

Alternativamente, la existencia de receptores de leptina en el ovario, el folículo, y 

el ovocito [31, 32]  y sus variaciones a lo largo del ciclo reproductivo [33, 34], serían 

compatibles con un efecto directo de la leptina a nivel del ovario [35]. Estudios in vivo 

han demostrado que la leptina puede estar involucrada en la ovulación mediante un 

efecto local en el ovario, a través de la inducción de citoquinas o incluso una vía 

hipotalámica alternativa independiente de GnRH y LH [36]. 
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Garris sugiere que las alteraciones progresivas, inducidas por la 

hipercitolipidemia, en la estructura de las células del ovario interrumpen la continuidad 

del tejido normal, provocando la degradación tisular que culmina en fallo ovárico 

prematuro, órgano-involución y esterilidad reproductiva, que caracteriza a estos 

modelos murinos de obesidad [37]. 

1.2.2. Control de la leptina sobre la secreción de GnRH 

 
Recientemente, se ha demostrado que las neuronas hipotalámicas secretoras de 

GnRH en ratón, prácticamente no expresan el receptor de leptina LEPR [38-40]. 

Quennell y colaboradores [40] demostraron que la supresión de LEPR de las neuronas 

de GnRH no produce ningún déficit reproductivo identificable. Por lo tanto, parece 

razonable suponer que la estimulación mediada por leptina en la secreción de GnRH, se 

produce a través de interneuronas que inervan las neuronas GnRH [41].  

Varias neuronas implicadas en la homeostasis de la energía están anatómicamente 

asociadas con las neuronas GnRH: las neuronas AgRP / NPY (sintetizan péptido 

relacionado con agouti y neuropéptido Y) y las neuronas POMC (Pro-

opiomelanocortina), y pueden vincular los cambios en el balance energético con la 

función reproductora [41]. 

La leptina puede mediar en el eje reproductivo por medio de la regulación de 

kisspeptinas, productos del gen Kiss1, así como dinorfina y neuroquinina B. Mutaciones 

que causan la disfunción de los receptores de kisspeptina GPR54, resultan en 

hipogonadismo-hipogonadotrófico en ratones y humanos [42, 43], y se ha demostrado 

que diversas kisspeptinas estimulan la liberación de GnRH y aumentan los niveles 

plasmáticos de LH y FSH [44-47]. 

Existen evidencias que sugieren que el núcleo premamilar ventral (PMV) es un 

sitio clave en la transmisión de los efectos de la leptina sobre el eje neuroendocrino 

reproductor [39, 48, 49]. Las neuronas del PMV expresan neurotransmisores 

excitatorios (glutamato y óxido nítrico) y sinaptan directamente con neuronas 

kisspeptina del núcleo paraventricular, con el núcleo arcuato, y con neuronas GnRH. 

Cuando las neuronas del PMV son estimuladas por acción de la leptina, activan los 

sitios diana que inducen la liberación de GnRH y la secreción de LH de la glándula 

hipofisaria (Figura 3) [48, 49]. 
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Figura 3. Posible papel del Núcleo Premamilar Ventral en la fisiología reproductiva femenina. 

Adaptado de Donato y cols. 2011 [48] 

 
 

1.3. OBESIDAD: IMPACTO EN LA FERTILIDAD FEMENINA 

 
El sobrepeso y la obesidad se han convertido en las últimas décadas en uno de los 

principales problemas de salud de la sociedad actual, con una prevalencia estimada 

entre el 4-28% de los hombres europeos y entre el 6-37% en las mujeres europeas, lo 

que significa que esta patología está alcanzando unas proporciones epidémicas [50]. 

Hoy en día el tejido adiposo ya no es considerado como un simple órgano de 

almacenamiento, sino uno de los principales órganos endocrinos del organismo, 

implicado en la homeostasis de la glucosa, la producción de esteroides, el sistema 

inmunitario, la hematopoyesis y la función reproductora [51, 52]. Ello se materializa 

gracias a un soporte celular compuesto por adipocitos, células endoteliales, pericitos, 

monocitos, macrófagos y fibroblastos, en el que se producen reacciones metabólicas y 

se sintetizan sustancias que actuarán tanto a nivel paracrino como endocrino. Estas 

sustancias son las denominadas adipoquinas, que incluyen citoquinas, hormonas, 

factores de crecimiento o proteínas reguladoras, etc., por lo que variaciones en el tejido 

adiposo por exceso o por defecto son acompañados de cambios en la producción y 

metabolización de estas sustancias que podrían distorsionar procesos fisiológicos, entre 

ellos la reproducción [53, 54].  



 

7 
 

El tejido adiposo produce más de 50 adipoquinas, entre las que se encuentran la 

leptina, resistina, el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1), citoquinas 

pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) y la interleuqina 6 y 

tambíen citoquinas antiinflamatorias como la adiponectina, que tiende a disminuir en la 

obesidad, y la interleuquina 10, etc. [53, 55, 56].  

 

Adipoquina 
Cambio en la 

obesidad 
Acción 

Leptina Aumenta 

Disregulación en la secrección de GnRH. 

Alteración de la esteroidogénesis ovárica. 

Alteración en la foliculogénesis. 

Adiponectina Disminuye 

Incrementa sensibilidad a insulina. 

Inhibe TNF-α 

Estimula la ovulación. 

Interfiere en la foliculogénesis. 
Modula secrección esteroidea. 

Inhibidor del activador del 

plasminógeno tipo 1 (PAI-1) 
Aumenta 

Correlación directa con el síndrome metabólico. 

Incrementa el riesgo de aborto 

Interleuquina 6 Aumenta 

Incrementa insulinorresistencia. 

Altera la secrección y respuesta a la LH 

Inhibe producción de estradiol. 

Resistina Aumenta 
Aumenta producción de andrógenos en la teca. 

Inhibe ovulación. 

 

Tabla 1. Principales adipoquinas del tejido adiposo, cambio en obesidad y principales mecanismos 

de acción en el sistema reproductivo. 

 
 

La expansión del tejido adiposo asociada a la obesidad, determina una serie de 

alteraciones en su función metabólica y endocrina, que desencadenan el inicio de una 

respuesta inflamatoria crónica. Existen evidencias que indican que este estado pro-

inflamatorio o inflamación de bajo grado, está implicado directamente en la resistencia 

a la acción de la insulina y en la fisiopatología reproductiva asociadas a la obesidad 

[57].  

1.3.1.  Inflamación de bajo grado asociada a la obesidad y subfertilidad 

 
El tejido adiposo contiene diversas células inmunes: neutrófilos [58], células T 

[59, 60], células NK [61] y células dendríticas [62]; cada uno de estos tipos celulares se 

ve alterado, ya sea en número o en su actividad, en los individuos obesos. La 

infiltración de macrófagos en el tejido adiposo fue el primer cambio claramente 

asociado con la obesidad [63, 64] y desde entonces un gran número de estudios han 
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demostrado los mecanismos por los que los macrófagos son reclutados en el tejido 

adiposo y la forma en que contribuyen a la inflamación del tejido adiposo asociada a la 

obesidad [65]. Estos macrófagos serían los principales responsables de la mayor parte 

de la síntesis de TNF-α en el tejido adiposo [64]. 

1.3.1.1. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α): 

 
 TNF-α es una potente citoquina pro-inflamatoria que ejerce efectos pleiotrópicos 

sobre distintos tipos celulares y juega un papel crítico en la patogénesis de las 

enfermedades inflamatorias crónicas. Es sintetizada como una molécula precursora 

integral transmembrana de 26-kDa, que tras su escisión proteolítica por acción del 

enzima convertidora del TNF-α (TACE) da lugar a una subunidad de dominio 

extracelular de 17 kDa que sería la forma madura y soluble de la proteína [66]. TNF-α 

puede inducir apoptosis o proliferación celular ejerciendo sus efectos a través de su 

unión a cada uno de sus receptores TNFR1 o TNFR2. La unión de TNF-α a TNFR1 

induce muerte celular, mientras que la unión a TNFR2 regula al alza la expresión de 

genes de supervivencia / anti-apoptóticos [67].  

Los niveles de TNF-α están elevados en los individuos obesos tanto en la 

circulación sistémica, como en su expresión por el propio tejido adiposo [68, 69]. El 

TNF-α derivado del tejido adiposo probablemente ejerce efectos paracrinos 

principalmente locales [70], aunque contribuye a los niveles circulantes en plasma.  

Existen evidencias sobre la implicación de TNF-α en la fisiología reproductiva 

femenina. TNF-α se expresa en ovarios adultos, ovocitos, células de la granulosa y de la 

teca de varias especies de mamíferos [71-73]. Juega un papel importante en varios 

aspectos de la función ovárica, incluyendo la ovulación, esteroidogénesis, la 

proliferación y diferenciación celular y la regresión del cuerpo lúteo [74-77]. TNF-α y 

sus receptores se expresan en los cuerpos lúteos de muchas especies y, junto con las 

gonadotropinas, regulan la producción de progesterona [78]. 

Sin embargo, el exceso de TNF-α parece tener efectos negativos sobre diversos 

aspectos de la función reproductiva femenina: 

- Se ha visto que TNF-α puede mediar la supresión, inducida por LPS, de GnRH y 

la consecuente inhibición en la liberación de la LH en ratas [79, 80], por lo que niveles 
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elevados de esta citoquina podrían actuar bloqueando el eje neuroendocrino reproductor 

a través de la inhibición a nivel hipotalámico.  

- Recientemente ha sido publicado por Zhang y colaboradores que el factor 

nuclear kappaB (NF-κB) inhibe la liberación de la GnRH (Figura 4) [81]. TNF-α 

estimula la señalización mediada por NF-κB por lo que actuaría en la inhibición de la 

GnRH a través de la activación de este factor de transcripción. 

 

 

Figura 4. La inflamación conduce a la activación de la molécula de señalización de NF-KB en el 

hipotálamo del cerebro. La activación de NF-kB en las células de la microglía hipotalámicas, deriva 

en la producción de TNF-α que a su vez estimula la actividad de NF-kB en las neuronas cercanas. 

Esta señalización resulta en la represión epigenética del gen que codifica la hormona GnRH, lo que 

lleva a una reducción de la liberación de GnRH de las neuronas, y sus consecuencias sobre la 

función neuroendocrina reproductora. Adaptado de Zhang y cols. 2013 [81]. 

 
 

-  Como se ha descrito anteriormente, TNF-α puede inducir proliferación y 

apoptosis en las células de la granulosa [82] así, Evans y colaboradores, estudiaron la 

expresión de ARNm para TNF-α en las células de la granulosa y encontraron que ésta 

era superior en los folículos subordinados (no serán seleccionados para la ovulación y 

sufrirán atresia) que en los folículos dominantes (serán los ovulatorios), por lo que 

probablemente TNF-α favorezca la atresia folicular [73].  
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- TNF-α y su receptor se expresan en el endometrio humano [83] y ha sido 

implicado como un factor potencial en la pérdida del embarazo [84]. 

- TNF-α estimula la expresión de la aromatasa en el tejido adiposo [85], 

favoreciendo la aromatización de andrógenos a estrógenos, por lo tanto, la producción 

de estrógenos extragonadal puede aumentar en los estados donde exista un exceso de 

TNF-α. La exposición crónica a un ambiente hiperestrogénico podría contribuir a la 

disfunción ovulatoria en las mujeres obesas [86], o bien podría conllevar una inhibición 

del eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario a través del mecanismo de retroalimentación 

negativa ejercido por los estrógenos. 

Es importante destacar que TNF-α ha sido identificado como un factor potencial 

causante de la diabetes tipo 2, ya que puede provocar resistencia a la insulina mediante 

la estimulación de la quinasa JNK (quinasa C-Jun N-Terminal) que da lugar a la 

fosforilación en los residuos de serina del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), 

impidiendo la interacción posterior de IRS-1 con el receptor de la insulina activado 

(Figura 5) [68, 87, 88]. 

 

 

 

 

1.3.2. Disfunción ovárica asociada a la insulinorresistencia 

 La insulinorresistencia es una condición asociada a múltiples patologías, entre 

ellas a la obesidad. La resistencia a la insulina se debe a un defecto en la cascada de 

Figura 5.  Mecanismo de acción de TNF-α en la cascada de señalización de la insulina. 
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señalización de esta hormona, que impide que lleve a cabo sus acciones biológicas y 

conlleva un aumento compensatorio en su secreción (hiperinsulinemia) [89]. Esto 

implica una inadecuada captación de la glucosa por parte de los tejidos y como 

resultado de esta alteración los niveles de glucosa en circulación aumentan. 

Los defectos en la cascada de señalización de insulina pueden darse a varios 

niveles por una reducción de la estimulación de la insulina de la actividad de la tirosin 

quinasa: por la reducción de la activación de la fosforilación de tirosina del receptor de 

insulina y del IRS-1, o por la disminución de la asociación de la proteína p85 y la 

actividad de fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) con el IRS-1 [89]. Esto impide la 

translocación  del transportador de glucosa GLUT-4 a la membrana celular y por lo 

tanto los tejidos no pueden captar la glucosa de manera eficiente (Figura 6).  

 

 

 

 

Los mecanismos a través de los que la insulinorresistencia menoscaba la 

fertilidad han sido ampliamente estudiados en el síndrome de ovario poliquístico (SOP), 

un desorden multifactorial con diversas manifestaciones clínicas como pueden ser oligo- 

y/o anovulación, hiperandrogenismo, ovarios poliquísticos, obesidad y resistencia a la 

acción de la insulina, entre otros [90]. 

El 70% de las mujeres con SOP son insulinorresistentes y su consecuente 

hiperinsulinemia parece jugar un papel central en el desarrollo del síndrome y se 

considera que es la causa del hiperandrogenismo presente en esta enfermedad [91]. 

Figura 6.  Esquema de la ruta de señalización del receptor de insulina. 
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La insulina actúa a diversos niveles aumentando la producción endógena de 

andrógenos: 

- Nivel ovárico: El exceso de insulina se une a su propio receptor y a receptores 

del factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1, cuyos receptores son de estructura 

similar al receptor de insulina) actuando sinérgicamente con la LH en las células de la 

teca aumentando la síntesis androgénica [92]. Además la insulina podría activar la 

citocromo P450c17 alfa-hidroxilasa, que es un es un importante intermediario en la 

producción de andrógenos [93].  

Estas acciones biológicas de la insulina en el ovario están mediadas por los 

inositol-glicanos a nivel post-receptor, y no por la cascada de tirosin-quinasas. Así es 

como se explica la razón por la que la resistencia a la insulina en otros tejidos no impide 

ésta acción de la insulina a nivel ovárico  [92, 94].  

- A nivel hepático: la hiperinsulinemia produce una disminución de la proteína 

transportadora de IGF-1 (IGFBP-1) y la proteína transportadora de hormonas sexuales 

(SHBG) lo que se traduce en un aumento de IGF-1 (que provoca un aumento de la 

producción de andrógenos ováricos a través de su efecto co-gonadotrópico) y de 

andrógenos libres [92]. 

-A nivel de la glándula suprarrenal: la insulina podría estar implicada en la 

producción de andrógenos por la glándula adrenal e influir en la capacidad de respuesta 

suprarrenal para sus hormonas tróficas [95].  

El exceso de andrógenos intraováricos es responsable de la anovulación, 

promoviendo directamente la atresia folicular y la incapacidad de seleccionar un 

folículo dominante [96]. Además este estado de hiperandrogenismo podría provocar una 

desregulación en el mecanismo de retroalimentación entre el ovario e hipotálamo e 

hipófisis que conlleva una alteración en la síntesis y liberación de las gonadotropinas, 

provoca una hipersecreción de LH alterando el ratio LH:FSH que deriva en un 

inadecuado reinicio de la meiosis del ovocito y por lo tanto una alteración en su 

maduración. 
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1.4. IMPORTANCIA DE LA CALIDAD OVOCITARIA 

1.4.1. Crecimiento follicular 

 
 El periodo de crecimiento y maduración del folículo y del ovocito se caracteriza 

por una intensa síntesis proteica y almacenamiento de macromoléculas. En el folículo 

primordial el ovocito está rodeado por una capa unilaminar de células pregranulosa 

planas que se transforman en células de la granulosa cúbicas cuando forman el folículo 

primario. En respuesta a la FSH estás células sufren mitosis sucesivas dando lugar al 

folículo secundario (un folículo preantral multilaminar) y este crecimiento va 

acompañado de la formación de una capa de células de la teca alrededor de la 

membrana basal. La formación del antro es dependiente de la FSH y este está lleno de 

líquido folicular, que es sintetizado por las células de la granulosa. Se forman varias 

capas de células de la granulosa alrededor del ovocito que serán las células del cúmulo. 

Cuando la cavidad antral está completamente establecida este folículo recibe el nombre 

de folículo terciario, antral o de Graaf [97]. 

 

 

Figura 7. (A-I) Clasificación folicular en cortes histológicos de ovario de ratón C57BL/6, teñidos 

con hematoxilina-eosina. (A) Folículo primordial. (B) Folículo primario. (C) Folículo secundario. 

(D) Folículo antral temprano. (E) Folículo antral. (F) Folículo preovulatorio (H) Folículo antral 

temprano y folículos atrésicos (I) Folículos atrésicos. Adaptado de Myers y cols. 2004 [98]. (J) Corte 

histológico de ovario de ratón C57BL/6, teñido con hematoxilina-eosina, CL: cuerpo lúteo. 

Adaptado de Pallares y cols, 2010 [35]. 
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De entre todos los folículos antrales, se seleccionan los folículos dominantes que 

producirán ovocitos maduros listos para ovular en cada ciclo estral y estos serán los 

folículos preovulatorios. Los folículos dominantes presentan más receptores para FSH, 

siendo más sensibles a su acción que el resto de folículos subordinados, por lo que 

producirán grandes cantidades de estradiol e inhibina que, por su mecanismo de 

retroalimentación, regularán negativamente la secreción de FSH y los folículos 

subordinados que son menos sensibles a la acción de esta hormona degenerarán 

sufriendo atresia folicular, aunque son múltiples factores los que determinan qué 

folículos son seleccionados para la ovulación y aún no está bien establecido el 

mecanismo exacto que determina la dominancia folicular [97]. Tras la ovulación, las 

células de la granulosa y de la teca sufren un proceso de luteinización, dando lugar al 

cuerpo lúteo. 

1.4.2. Maduración del ovocito en mamíferos 

 
 La calidad del ovocito influye en el éxito de la fecundación del mismo, la 

calidad y supervivencia del embrión, la implantación, el desarrollo fetal e incluso tiene 

repercusiones sobre la descendencia en su vida adulta [99]. La calidad o competencia 

ovocitaria se adquiere durante la foliculogénesis, con el crecimiento del ovocito y  

durante su período de maduración, en los que son esenciales la comunicación existente 

entre células de la granulosa y el ovocito (mediante uniones tipo GAP), lo que se 

denomina complejo cúmulo-ovocito, gracias al cual el ovocito podrá obtener las 

moléculas y macromoléculas esenciales para llegar a ser competente, es decir, tener la 

capacidad de sustentar el desarrollo temprano de embrión [99].  

 En el desarrollo del ovocito competente pueden distinguirse la maduración 

nuclear y la citoplasmática. Los ovocitos se encuentran detenidos en diplotene de la 

profase I (PI, en la primera división meiótica) en los folículos pre-antrales, son los 

ovocitos primarios. La maduración nuclear se inicia con la reanudación de la meiosis 

promovido por el aumento preovulatorio de los niveles de gonadotropinas, en especial 

de la LH, en el tránsito a folículo antral, con la rotura de la vesícula germinal  

(disolución de la membrana nuclear) y la consecuente llegada al estadio de metafase I 

(MI), donde se produce la segregación de los cromosomas homólogos, la posterior 

extrusión del primer corpúsculo polar, alcanzando el estadio de metafase II (MII, de la 
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segunda división meiótica) tras lo cual se produce la segunda detención de la meiosis 

[100]. Este ovocito en MII sería el ovocito secundario y maduro que es expulsado con la 

ruptura folicular durante la ovulación y que es el que se encuentra capacitado para ser 

fecundado [101].  

En el ratón el pico preovulatorio de LH tiene lugar 12 horas antes de la 

ovulación y se liberan entre 8-12 ovocitos (en un ciclo natural), pero el proceso es 

asincrónico y ocurre en un periodo de 2-3 horas. 

La maduración citoplasmática se consigue tras una adecuada síntesis y acúmulo 

de transcritos y proteínas y unos cambios en la ultra y macroestructura del ovocito, que 

preparan al ovocito para su activación, la formación de los pronúcleos, la fecundación y 

el posterior desarrollo embrionario [102].  

Es importante destacar que la transcripción genética en el embrión es muy 

escasa, o prácticamente nula, desde el momento de la fecundación hasta el momento  en 

el que el genoma embrionario es activado, por lo tanto, hasta esta etapa del desarrollo 

embrionario, el crecimiento y división del embrión dependen del ARNm y proteínas que 

hayan sido almacenadas por el ovocito durante su maduración [103]. En el ser humano 

la activación del genoma embrionario tiene lugar en el estadio de 4-8 células [104] y en 

el ratón es activado en el estadio de dos células [105]. 

 

 

 

Figura 8. Estadios de maduración ovocitaria. (A) Vesícula germinal (VG) en Profase I. (B) Ovocito 

MI (C) Ovocito en MII con corpúsculo polar. 
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1.5. POTENCIAL TERAPEÚTICO DEL RESVERATROL 

 
Los polifenoles representan un gran grupo de compuestos que tienen un anillo 

aromático, que se caracteriza por la presencia de uno o más grupos hidroxilo con 

diferentes complejidades estructurales. El resveratrol (trans-3, 5, 4´-trihidroxiestilbeno) 

es un polifenol natural de origen vegetal, sintetizado por las plantas como una 

fitoalexina que se activa bajo condiciones de estrés tales como la radiación ultravioleta 

y la infección fúngica [106]. Se puede encontrar en las bayas, frutos secos y algunas 

plantas medicinales, y sobre todo está presente en la piel de las uvas y por tanto en el 

vino tinto. El resveratrol fue identificado en 1963 como el componente activo de las 

raíces secas de Polygonum cuspidatum utilizadas desde la antigüedad en la medicina 

tradicional china y japonesa [107]. La estructura química del resveratrol es similar a la 

del estrógeno sintético dietilestilbestrol y puede ser considerado como un SERM 

(modulador selectivo de los receptores de estrógenos) natural [108].  

Estudios previos demuestran sus acciones anti-oxidantes, anti-inflamatorias e 

inhibitorias de la proliferación celular, utilizando distintas líneas celulares y modelos 

animales [109]. Por lo tanto, el resveratrol tiene actividad en la regulación de múltiples 

eventos celulares y se postula que su mecanismo de acción es mediado principalmente a 

través de la activación de SIRT1 [110] y la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) 

[111]. 

SIRT1, el homólogo en mamíferos del Sir2 (regulador de la información 

silenciado 2) de las levaduras, es una sirtuina deacetilasa de histonas clase III 

dependiente de NAD+(-) (Nicoatinamida adenina dinucleótido). SIRT1 deacetila 

múltiples sustratos celulares incluyendo FoxO1, FoxO3, PGC-α, NFκB, etc., y mediante 

la regulación de estas moléculas, entre muchas otras, funciona como un regulador 

principal de la homeostasis de la energía, el silenciamiento de genes, el metabolismo, la 

carcinogénesis, la respuesta inflamatoria, la estabilidad genómica y la supervivencia 

celular [112]. 

Se ha demostrado que SIRT1 y AMPK desempeñan muchas funciones similares, 

incluyendo su capacidad para responder al estrés y al estado nutricional, inducir la 

biogénesis mitocondrial, regular la homeostasis de la glucosa, y controlar la actividad 

de importantes reguladores transcripcionales [113]. Es evidente que existe una 

interacción dinámica entre estas dos vías. Se ha demostrado que AMPK activa a SIRT1, 
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probablemente a través de un incremento indirecto en los niveles celulares de NAD+ 

[114], mientras que SIRT1 deacetila la quinasa de AMPK, LKB1, lo que lleva a un 

aumento de la fosforilación y la activación de AMPK  (Figura 9) [115]. 

 

 

Figura 9. La interacción dinámica entre SIRT1/AMPK. Adaptado de Ruderman y cols., 2010.[116]. 

 

1.5.1. Resveratrol e inflamación 

 
 El resveratrol, a través de la activación de SIRT1, disminuye los niveles de 

moléculas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-α [117]. La activación de SIRT1 reduce 

la respuesta inflamatoria inducida por TNF-α, a través de la deacetilación de NFkB en 

adipocitos que presentan resistencia a la insulina [118]. Al deacetilarse NFkB, 

disminuye su unión a los promotores de genes, lo que resulta en una disminución de la 

expresión de genes inflamatorios regulados por NFkB.  

Por otra parte la infiltración de macrófagos en el tejido adiposo es un evento 

clave en el desarrollo del estado pro-inflamatorio en la obesidad, y se ha demostrado 

que mediante la administración de resveratrol, a través de la activación de SIRT1 en los 

macrófagos, disminuye la secreción de TNF-α por parte éstos, lo que modula los efectos 

paracrinos de los macrófagos sobre los adipocitos [119]. 

1.5.2. Resveratrol e insulinorresistencia 

 
La adiponectina, que incrementa la sensibilidad a la insulina, es regulada 

positivamente a través de SIRT1 que deacetila FoxO1 (Forkhead box protein O1, un 

factor de transcripción) [120]. 
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SIRT1 tiene un papel positivo en la vía de señalización de la insulina mediante 

la represión de Ptpn1 (proteína tirosina fosfatasa N1) que induce la defosforilación del 

receptor de insulina y de IRS-1 y mediante la regulación de los sustratos del receptor de 

insulina (IRS) 1 y 2 y la activación de Akt (Figura 10) [112].  

 

 

 

Figura 10. Papel de SIRT1 en la ruta de señalización de la insulina. Adaptado de Liang y cols. 2009 

[112]. 

 

 

En individuos obesos y/o con diabetes tipo 2, disminuye la capacidad oxidativa 

mitocondrial [121], lo que contribuye a la generación local de especies reactivas del 

oxígeno (ROS) y un aumento en los niveles de ROS conduce a la inhibición de la 

señalización de la insulina, mediante JNK y ASK1 (Quinasa reguladora de la señal de 

apoptosis 1). SIRT1 activa la actividad transcripcional de PGC1α (Co-activador de 

PPAR-γ (Receptor del Peroxisoma Activado por Proliferación-γ)) que induce lipólisis y 

la biogénesis mitocondrial, las cuales pueden inhibir la generación de ROS en la 

mitocondria. Además, SIRT1 deacetila FoxO3a (Forkhead box protein O3), lo que 

conduce a la regulación positiva de la expresión de la catalasa y la posterior reducción 

de los niveles de ROS (Figura 11) [112]. 
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Figura 11. Papel de SIRT1 en el metabolismo mitocondrial. Adaptado de Liang y cols., 2009 [112].  

 
 
 En cuanto a la activación por la vía de AMPK, ésta quinasa aumenta la captación 

de glucosa en el músculo a través de un mecanismo que sigue siendo funcional en 

individuos resistentes a la insulina y también aumenta la expresión del transportador de 

glucosa GLUT4 [122]. AMPK también promueve el metabolismo de la glucosa 

mediante el aumento de la biogénesis mitocondrial. AMPK podría aumentar la 

sensibilidad a la insulina, promoviendo la oxidación de grasas y la reducción de los 

triglicéridos almacenados; una cantidad en exceso de triglicéridos en el músculo está 

asociada con resistencia a la insulina. Por último, una fuente importante de las altas 

concentraciones de glucosa en individuos con diabetes tipo 2, es la elevada producción 

de glucosa hepática, que AMPK inhibe por la regulación negativa de los genes de la 

gluconeogénesis [111] . 

1.5.3. Resveratrol y fertilidad 

 
Recientemente, se ha sugerido que el resveratrol desempeña un papel en la 

biología reproductiva. Estudios in vitro demuestran el papel protector del resveratrol en 

el desarrollo folicular [123]. Otro estudio in vivo demuestra que el resveratrol puede 

inhibir el tránsito de folículo primordial a folículo en crecimiento, e inhibir la apoptosis 

ovocitaria, de manera que mantiene la reserva ovárica (al ser menos los folículos 

primordiales que empiezan a desarrollarse en cada ciclo y que luego entrarían en 
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atresia), alargando los ciclos del estro regulares y retrasando el climaterio en ratas con 

envejecimiento temprano [124]. Se ha demostrado que el resveratrol juega un papel 

clave en la activación de la luteinización, ejerce sus efectos mediante la estimulación de 

la expresión de SIRT1 y LH-R, entre otros, en las células de la granulosa y promueve la 

secreción de progesterona [125]. Singh y colaboradores postulan que el resveratrol 

puede actuar de manera antiapoptótica en el endometrio y podría favorecer el éxito del 

embarazo y la fertilidad [126]. Recientemente Liu y colaboradores han demostrado que 

el resveratrol protege contra la infertilidad asociada al envejecimiento en ratones, 

aumentando el número y la calidad de ovocitos obtenidos, el número de folículos y el 

desarrollo embrionario in vitro [127].  

Se postula su potencial terapéutico en el tratamiento del SOP. El resveratrol 

podría promover la apoptosis [128], reducir la producción de andrógenos [129] o 

disminuir la permeabilidad vascular [130] de las células tecales del ovario. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 
La administración exógena de gonadotropinas se practica de forma rutinaria en los 

tratamientos de reproducción asistida, donde las inyecciones repetidas de FSH son 

seguidas por la administración de gonadotropina coriónica humana (hCG, una LH de 

origen coriónico) para inducir la superovulación [131], lo que se denomina estimulación 

ovárica controlada. 

El aumento en la prevalencia del sobrepeso y la obesidad en la población general, 

es probable que se traduzca en un aumento del número de mujeres que acuden a los 

tratamientos de reproducción asistida con esta problemática, debido al consecuente 

impacto de esta condición en su capacidad reproductiva. Es frecuente en estas mujeres, 

con sobrepeso u obesidad, que presenten una mala respuesta ovárica al tratamiento de  

estimulación con gonadotropinas [132]. Sin embargo, los mecanismos a través de los 

cuales la obesidad menoscaba la fertilidad aún no están claramente establecidos y es 

necesario profundizar en su estudio para poder establecer nuevas estrategias terapéuticas 

en relación con el sobrepeso/obesidad en casos de infertilidad. 

En los ratones ob/ob, genéticamente deficientes en la síntesis de leptina, 

concurren ambas condiciones: obesidad e infertilidad [16], por lo que estos ratones 

suponen un modelo idóneo para el estudio de los procesos a través de los cuales la 

obesidad y sus secuelas (estado pro-inflamatorio, resistencia a la acción de la insulina, 

etc.) influyen en la fisiología reproductiva. Por ello ha sido el modelo animal elegido 

como objeto de nuestro estudio. 

Hipótesis: El potencial terapeútico del resveratrol revierte el estado 

proinflamatorio y la resistencia a la acción de la insulina, asociados al sobrepreso y la 

obesidad, mejorando la respuesta a la estimulación ovárica controlada. Por ello nos 

planteamos los siguientes objetivos: 

 

1. Comprobar los efectos de la obesidad y del tratamiento con resveratrol, en la 

resistencia a la acción de la insulina y en el estado pro-inflamatorio. 

2. Determinar si la obesidad y el tratamiento con resveratrol condicionan la 

respuesta a la estimulación ovárica, analizando parámetros relacionados con la 

ovulación y el desarrollo folicular, como son el número y la calidad de los 

ovocitos y la estimación del número de folículos y cuerpos lúteos. 
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3. MATERIAL  Y MÉTODOS 

3.1. ANIMALES 

Se utilizaron ratones hembra con 6 semanas de edad: ratones obesos Ob/Ob 

(B6.V-LEP OB/J, n=15) y ratones no obesos C57BL/6J (n=15) procedentes de Charles 

River Laboratories, Francia. Se alojaron en grupos de 3-4 animales por jaula, divididos 

según su grupo experimental, manteniéndose durante el experimento un ciclo de 

luz/oscuridad de 12 horas (periodo de luz: 08:00-20:00 h), temperatura ambiental de 

23±2ºC, humedad absoluta de 65±5%, y acceso libre a comida y bebida. El uso y la 

manipulación de los animales se realizó en todo momento de acuerdo con la Directiva 

del Consejo de las Comunidades Europeas del 22 de septiembre de 2010 (2010/63/UE) 

y legislado en nuestro país mediante el Real Decreto 53/2013 sobre protección de los 

animales utilizados para experimentación y otros fines científicos. 

3.2. DISEÑO Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 
Los animales fueron divididos en dos grupos, obesos (O) y no obesos (NO), cada 

uno de los cuales se dividió al azar en 2 subgrupos experimentales en función del 

tratamiento al que fueron sometidos: resveratrol (R) o placebo (P).  

 

 

 OR (n=8): Obesos tratados con Resveratrol. 

 OP (n=7): Obesos tratados con Placebo.  

 NOR (n=8): No Obesos tratados con Resveratrol. 

 NOP (n=7): No Obesos tratados con Placebo. 

 

 

 

 

Al llegar los ratones al animalario se mantuvieron una semana en cuarentena para 

su adaptación al entorno. Tras este período estuvieron otra semana sin presencia de 

macho y a continuación, estuvieron una semana en presencia de macho para la 

inducción y sincronización del estro, por el efecto Whitten [133]. A partir de este 

momento comenzó la administración del tratamiento correspondiente. 

Figura 12. A la izquierda de 

la imagen, Ratón Ob/Ob. A 

la derecha ratón C57BL/6J. 
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 El tratamiento consistió en la administración diaria de resveratrol (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) y se realizó utilizando una cánula intragástrica, previa ligera 

anestesia con halotano, a una concentración de 3,75 mg/Kg/día, disueltos en 

carboximetilcelulosa acuosa al 0,5%. La elección de la dosis corresponde a una dosis 

equivalente en humanos a 40mg/Kg/día de acuerdo con la fórmula HED (human 

equivalent dose formula), la cual tiene en cuenta la superficie corporal en lugar de la 

extrapolación directa peso animal-peso humano [134]. El tratamiento tuvo una duración 

de 20 días. Se ha demostrado en humanos que tras 3 semanas de tratamiento con esta 

dosis, disminuyen significativamente parámetros como ROS, NFκB, TNF-α, IL-6 o 

JNK [135]. A los subgrupos placebo se les administró, por el mismo procedimiento, 

100µl de Carboximetilcelulosa acuosa al 0,5%. Antes de comenzar el tratamiento, así 

como durante la duración del mismo, se anotaron los pesos de los animales y de su 

ingesta alimentaria diariamente. Además, se hicieron frotis vaginales cada 3 días para 

comprobar si los animales estaban ciclando regularmente. 

Además, se realizó un tratamiento de inducción de la super-ovulación que 

consistió en la administración intraperitoneal de 5UI de gonadotropina sérica de yegua 

gestante (PMSG; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  a las 20h del día 18 de tratamiento. A 

continuación, 48h después de la administración de PMSG (día 20 del tratamiento) se 

administraron intraperitonealmente 5UI de gonadotropina coriónica humana (hCG; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se pusieron a los animales en ayunas. Finalmente, 14h 

después de la administración de hCG, los animales fueron sacrificados con una 

inyección intraperitoneal de equitesina (pentobarbital sódico al 1%, en dosis 0,4ml/100g 

peso corporal). 

 

 

Figura 13. Esquema representativo del diseño experimental. 
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La concentración de glucosa en sangre de los animales fue medida en la vena de la 

cola utilizando un monitor de glucemia (Roche Diagnostics GmbH, Alemania). Las 

muestras de sangre fueron obtenidas a través de la vena yugular, en tubos heparinizados 

y se centrifugaron a 3500 revol/min., durante 15 min a 4 ºC, se extrajeron los plasmas y 

se almacenaron congelados a -80 ºC hasta su posterior análisis. A continuación, se 

extrajo el aparato reproductor (ovarios y útero) y se pesó en una balanza analítica 

(Denver Instrument Co., Denver, CO), los oviductos fueron seccionados y procesados 

para estudiar el número y la calidad de los ovocitos, y distintos órganos y tejidos fueron 

recogidos para hacer estudios de histología (ovarios) y de proteínas (tejido adiposo 

periovárico). Los ovarios fueron introducidos en cassettes de histología y éstos en 

paraformaldehido (al 4%, pH 7,4), para posteriormente ser incluidos en bloques de 

parafina. El tejido adiposo visceral fue introducido en criotubos e inmediatamente 

inmersos en nitrógeno líquido y posteriormente fueron almacenados a -80 ºC. 

3.3. EVALUACIÓN DE LOS CICLOS ESTRALES 

 
 La duración de los ciclos de estro se determinó mediante inspección, cada 3 días 

y en el intervalo de tiempo comprendido entre las 9:00-11:00h de la mañana, de los 

frotis vaginales.  

El procedimiento consistió en una toma de muestra utilizando una micropipeta 

cargada con solución salina (99,9 ml de agua destilada +0, 9 g cloruro sódico), de forma 

que al retirar la micropipeta del animal se succionan células del epitelio vaginal que 

posteriormente se depositan en un porta y se observan al microscopio óptico 

(OLYMPUS, modelo BH-2, Japón). El patrón seguido para la identificación de cada 

fase del ciclo estral fue el siguiente: se considera diestro cuando el frotis presenta 

algunos leucocitos y células nucleadas (Fig. 14). La fase de proestro viene determinada 

por la presencia de leucocitos, con células nucleadas y muy pocas células escamadas 

(proestro temprano) o bien por la presencia única de células nucleadas (proestro 

tardío). En la fase de estro sólo aparecen células escamadas (Fig. 15). Por último, la 

fase de metaestro es identificada gracias a la abundante presencia de leucocitos que 

invaden el epitelio, acompañados de células escamadas 
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   .                      

 

 

3.4. HISTOLOGÍA DEL OVARIO Y ANÁLISIS DE FOLÍCULOS  

 
Tras el sacrificio, los ovarios se introdujeron en cassettes de histología que se 

fijaron en paraformaldehido (4%, pH=7,4) y finalmente fueron deshidratados y 

embebidos en parafina. Se cortaron secciones seriadas, de los dos ovarios, de cinco 

micrómetros cada una. En cada porta se colocaron cinco de estas secciones seriadas, y 

entre cada porta se despreciaron 100 micrómetros de tejido, siendo un total de cinco 

portas de los cuales aquellos impares (1, 3, 5)  fueron teñidos con hematoxilina y eosina 

(los números pares fueron procesados de diferente manera para posteriores estudios de 

inmunohistoquímica). Para la estimación del número de folículos, se selecionaron una 

de cada cinco secciones, de cada porta y se contabilizaron: los folículos en crecimiento, 

que se agruparon como primarios, secundarios (dentro de los cuales se incluyen los 

folículos antrales en diferentes estadios de maduración) y preovulatorios, los cuerpos 

lúteos y los folículos atrésicos (Fig.16). Los valores obtenidos no se multiplicaron por 

ningún factor de corrección, puesto que lo que interesa no es el número total de 

folículos y cuerpos lúteos del ovario, sino una estimación que permita ver las 

diferencias que existen entre grupos. 

Figura 14. Células del epitelio vaginal 

características de la fase de Diestro. 

Figura 15. Células del epitelio vaginal 

características de la fase de Estro. 
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Figura 16. Fotografía original representativa de (A) folículos atrésicos, primarios y secundarios, 

40X. (B) Folículo antral temprano y antral, 40X. (C) Folículo preovulatorio, 40X. (D) Corte 

histológico de ovario de ratón C57BL/6, con cuerpos lúteos (CL), 10X. Secciones  teñidas con 

hematoxilina-eosina. 

 

3.5. RESPUESTA A LA SUPEROVULACIÓN CON GONADOTROPINAS 

 
 Antes de la finalización del tratamiento, con resveratrol o placebo, se realizó el 

tratamiento de estimulación ovárica controlada para inducir la superovulación, el cual 

consistió en la administración de 5 UI de PMSG y 5 UI de hCG 48 h más tarde, 

sacrificándose por sobredosis de equitesina 12 horas después.  

 Se extraen los oviductos correspondientes a cada ovario del útero bicorne, y se 

colocan en microgotas de medio M2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) cubiertas por 

aceite mineral (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Se localizan las ámpulas de los 

oviductos y de ellas se extraen los complejos cúmulo-ovocito (Figura 17).  
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Figura 17.  Representación de la localización del oviducto y de sus estructuras. 

 

 Los complejos cúmulo-ovocito se denudan (eliminación de las células del 

cúmulo que rodean el ovocito) con 300 mg / ml de hialuronidasa (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) en medio M2. Los ovocitos se recuperaron en microgotas de medio M2 

cubiertas por aceite mineral y su número y morfología fue cuantificada con un 

microscopio de contraste de fase T-2 (Nikon, Melville, NY). 

 La clasificación morfológica se hizo de acuerdo a las características de los 

ovocitos en distintos estadios de maduración y a diversos parámetros de calidad 

ovocitaria. Clasificación ovocitaria: Clase a: ovocito MII, con corpúsculo polar único, 

ligeramente aplanado y con forma esférica, zona pelúcida proporcionada bien definida y 

regular, espacio perivitelino en el que cabe el corpúsculo polar, oolema regular y 

ooplasma homogéneo. Clase b: ovocito MI, sin corpúsculo polar, pero con el resto de 

características morfológicas de ovocitos de clase a. Clase c: ovocitos en estadio de 

vesícula germinal y/o con anormalidades morfológicas como corpúsculo polar 

fragmentado, espacio perivitelino anormal, ooplasma fragmentado, ovocito no esférico, 

etc. (Fig. 18). 

 
Figura 18.  (A) ovocito clase a. (B) ovocito clase b. (C) ovocito en estado de vesícula germinal clase c. (D) 
ovocitos con distintas anormalidades morfológicas de clase c. 
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3.6. ENSAYOS HORMONALES 

 
La determinación cuantitativa de insulina en el plasma extraído de las muestras 

sanguíneas se realizó por la técnica de ELISA (Inmunoensayo enzimático) mediante el 

kit Insulin (Rat) Ultrasensitive ELISA (EIA-2943, DRG International, Inc., U.S.A.) 

según las instrucciones del fabricante (Tabla 2).  

 

Añadir calibrators, controles y muestras 25µl 

Añadir solución enzyme conjugate 1X a todos 

los pocillos 
100 µl 

Incubar 2 horas a 18-25 ° C en un agitación 

Lavar la placa con wash buffer 1X 6 veces 

Añadir substrate TMB 200 µl 

Incubar 15 minutos 

Añadir Stop Solution 
50µl 

Agitar durante 5 segundos 

Medición A450 Análisis de los resultados 
Tabla 2. Resumen del protocolo ELISA. 

 

3.7. EVALUACIÓN DE LA RESISTENCIA A LA ACCIÓN DE LA 

INSULINA 

 
 Se utilizó el modelo homeostático o índice HOMA-IR (Homeostasis Model 

Assesment- Insulin Resistance) para la determinación de la resistencia a la acción de la 

insulina. Fue calculada de la siguiente manera [136]: 

 

        
            

  
  
(      )          

  
  
(      )

    
 

 

3.8. WESTERN-BLOT 

 
La expresión de las proteínas fue analizada  por Western-blot, en el que se 

usaron extractos crudos de tejido adiposo periovárico que fueron obtenidos mediante 

homogenización con POLYTRON® (KINEMATICA, Suiza)  en TDLB buffer (Triple 

detergent lysis buffer; 50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 

0.5% deoxicolato sódico, 1mM ortovanadato sódico, 1 mM pirofosfato). 
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La cantidad total de proteínas de los extractos crudos, fue cuantificada por el 

método descrito por Bradford [137] utilizando el reactivo del mismo nombre (Sigma-

Aldrich, Reino Unido). Una vez cuantificadas las muestras, a 45 µg de proteínas de cada 

una de ellas se le añaden 3 µl de tampón de carga para proteínas (60 mM tris HCl pH 

6.8, 2% SDS, 2.5% glicerol, 2.5% β-mercaptoetanol, y 0.1% azul de bromofenol), tras 

lo cual las muestras son hervidas durante 5 minutos, para provocar su desnaturalización, 

y posteriormente separadas mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Las electroforesis se realizan en un aparato Mini protean (Bio-Rad, U.S.A) en 

geles de poliacrilamida al 13%. Finalizada la electroforesis, las muestras fueron 

electrotransferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF; Immobilon-P 

Transfer Membrane, Millipore, Billerica, MA), que fueron previamente activadas con 

metanol,  siguiendo el método descrito por Towbin y cols. [138]. 

Una vez realizada la transferencia, las membranas de PVDF se incuban durante 

dos horas a temperatura ambiente en una solución de bloqueo formada por TBST (20 

mM Tris HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Tween 20) con 7,5% de leche en polvo 

desnatada, con el objetivo de minimizar las uniones inespecíficas del anticuerpo a la 

membrana. Pasado este tiempo, las membranas se lavan con TBST durante 5 minutos y 

se dejan incubando durante toda la noche a 4ºC con una disolución de anticuerpo 

primario contra la proteína de interés. Los anticuerpos primarios usados fueron: TNF-α 

(LifeSpan Biosciences, Inc., Seattle, WA) a una concentración de 1:1000 en TBST con 

7,5% de leche en polvo desnatada y β-actina (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) a una 

concentración 1:5000 en TBST. A la mañana siguiente, se retira el anticuerpo primario 

y se realizan lavados de las membranas con TBST durante 40 minutos, tras los cual son 

incubadas durante una hora a temperatura ambiente, con un anticuerpo secundario anti-

Rabbit (Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) conjugado con peroxidasa (HRP) a una 

concentración 1:10.000 en TBST, al 5% de leche; en el caso de la β-actina no es 

necesario añadir anticuerpo secundario puesto que el primario ya está conjugado con 

HRP. Los complejos Proteína-Anticuerpo Primario-Anticuerpo Secundario-HRP son 

revelados utilizando Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore 

Corporation, U.S.A) siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando como técnica 
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de revelado la quimioluminiscencia mediante el ChemiDoc-It
TM 

Imaging System (UVP, 

Reino Unido).  

Las bandas obtenidas son valoradas por densitometría óptica utilizando el 

programa Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA).  

En caso de que una vez concluida la primera detección de proteínas, fuese 

necesario reutilizar las membranas de nitrocelulosa, éstas son incubadas durante 45 

minutos a 65ºC con una disolución denominada Stripping Buffer (200 mM Glicina, 

0.5% Tween 20, pH 2.5) para eliminar los restos de señal luminiscente producida por la 

detección anterior. 

3.9.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 A partir de los datos obtenidos se utilizó el programa SigmaStat (versión 3.5) 

(Systat Software, Chicago, USA) para realizar los análisis estadísticos, así como el 

programa SigmaPlot (versión 11.0) (Systat Software, Chicago, USA) para elaborar las 

gráficas. 

 Se analizaron las diferencias entre grupos mediante el test paramétrico Análisis 

de la Varianza o ANOVA de una vía y postanálisis de la varianza mediate un test de 

Bonferroni, en los casos en los que las variables seguían una distribución normal y 

cumplian homogeneidad de varianzas. En los casos en los que la variable no seguía una 

distribución normal y/o no se cumplía la igualdad de varianzas, se utilizó la prueba no 

paramétrica para muestras independientes Kruskal-Wallis y postanálisis de la varianza 

mediante el Método Dunns o el test Tukey. 

Todos los datos son representados como la media ± el error estándar de la media 

(ESM) de los resultados obtenidos. Se estableció un nivel de significación (α) del 5%, 

considerando por tanto que hay diferencias estadísticamente significativas en aquellos 

valores en los que el grado de significación o nivel crítico (p) sea menor a 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. PESO CORPORAL E INGESTA ALIMENTARIA 

4.1.1. Peso corporal 

 
A) Peso corporal día 0 del tratamiento 

 

El peso corporal antes de empezar el tratamiento fue significativamente 

superior en el grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.19). 

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 

 

B) Peso corporal día 20 del tratamiento 

 

El peso corporal, al finalizar el tratamiento, fue significativamente superior en 

el grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.19). 

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 

 

 

Figura 19. Peso corporal (gramos) en los días 0 y 20 del tratamiento, en los sujetos NOP, NOR, 

OP y OR. *p<0,05 OP vs NOP (media ± ETM). 
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C) Evolución del peso corporal a lo largo del tratamiento. 

 

Figura 20.  Evolución del peso corporal (g) a lo largo del tratamiento, en NOP, NOR, OP Y OR. 

 

4.1.2. Ingesta alimentaria 

 
A) Ingesta alimentaria día 0 del tratamiento 

 

La ingesta alimentaria previa al tratamiento, fue significativamente inferior en 

el grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.21).  

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 

 

B) Ingesta alimentaria día 20 del tratamiento 

 

La ingesta alimentaria, al finalizar el tratamiento, fue significativamente 

inferior en el grupo OP respecto a su grupo control NOP (p= 0,003) (Fig.21). 

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 
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Figura 21. Ingesta alimentaria (mg/ kg peso corporal) en los días 0 y 20 del tratamiento, en los 

sujetos NOP, NOR, OP y OR. *p<0,05 OP vs NOP (media ± ETM). 

 

 

C) Evolución de la ingesta (mg/ kg de peso corporal) a lo largo del tratamiento 

 

Figura 14. Evolución del ingesta alimentaria (mg/kg peso corporal) a lo largo del tratamiento, en 

NOP, NOR, OP Y OR. 
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4.2. GLUCEMIA, INSULINEMIA E ÍNDICE HOMA-IR 

 

4.2.1. Glucemia  

 
La concentración de glucosa en sangre, fue significativamente superior en el 

grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.23).  

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 

4.2.2. Insulinemia  

 
La concentración de insulina en sangre, fue significativamente superior en el 

grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.23).  

No hubo diferencias significativas entre los grupos tratados con resveratrol 

respecto a sus controles placebo. 

 

 

  

Figura 23. Glucemia (mg/dl) e insulinemia (µg/ml), en los sujetos NOP, NOR, OP y OR. *p<0,05 

OP vs NOP (media ± ETM). 
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4.2.3. Índice HOMA-IR 

 
El valor del índice HOMA-IR, fue significativamente superior en el grupo OP 

respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.24).  

No hubo diferencias significativas en este índice cuanto al efecto del 

tratamiento con resveratrol respecto a los controles tratados con placebo. 

 

 

 

 

Figura 24. Valores del índice HOMA-IR, en los sujetos NOP, NOR, OP y OR. *p<0,05 OP vs NOP 

(media ± ETM). 
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4.3. NIVELES DE TNF-α 

 
Se ha observado que la cantidad total de TNF-α en tejido adiposo periovárico 

fue significativamente superior en el grupo OP respecto a su grupo control NOP 

(p=0,002) (Fig.25).  

Se observaron efectos del tratamiento con resveratrol, disminuyendo 

significativamente los niveles de TNF-α en el tejido adiposo periovárico de los sujetos 

OR respecto a sus controles placebo OP (p=0,004) (Fig.25).  

No se encontraron diferencias significativas entre NOR y su grupo control 

NOP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Western-blot correspondiente a la cuantificación de la cantidad total de TNF-α en los 

sujetos NOP, NOR, OP y OR. Los valores de la densitometría están relativizados respecto a los 

obtenidos en el control puro NOP, que corresponde al 100%, y son representados como el 

porcentaje de TNF-α respecto a NOP. El valor de la densitometría se relativiza respecto al control 

puro NOP que adquiere el valor 100%. *p<0,05 OP vs NOP; #p<0,05 OR vs OP (media ± ETM). 
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4.4. PESO DEL APARATO REPRODUCTOR 

 
El peso del aparato reproductor (ovarios más útero) respecto al peso corporal,  

fue significativamente superior en el grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 

0,001) (Fig.26). 

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

resveratrol respecto a sus controles placebo. 

 

 

 

Figura 26. Ratio peso del aparato reproductor ((mg/mg peso corporal) x100) en los sujetos NOP, 

NOR, OP y OR. *p<0,05 OP vs NOP (media ± ETM). 
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4.5. NÚMERO Y CALIDAD DE LOS OVOCITOS RECOGIDOS 

 

4.5.1. Número de ovocitos totales recogidos 

 
El número de ovocitos totales fue significativamente inferior en el grupo OP 

respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.27). 

El tratamiento con resveratrol aumentó significativamente el número de 

ovocitos en NOR respecto a su grupo control NOP (p=0,007) (Fig.27).  

No se encontraron diferencias significativas entre OR y su grupo control OP. 

4.5.2. Número de ovocitos de “calidad a” 

 
El número de ovocitos de “calidad a” relativizado por el número total de 

ovocitos, fue significativamente inferior en el grupo OP respecto a su grupo control 

NOP (p< 0,001) (Fig.27). 

 No se observan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 

tratados con resveratrol y los grupos placebo. 

4.5.3. Número de ovocitos de “calidad a” + “calidad b” 

 
No se observan diferencias estadísticamente significativas entre OP Y NOP, ni 

entre los grupos tratados con resveratrol y sus controles placebo (tabla 7). 

 

 

 

 
Grupo 

Proporción ovocitos calidad 

a + calidad b 

NOP 0,585±   0,0326 

NOR 0,529±   0,0381 

OP 0,348±  0,170 

OR 0,457±  0,164 

Tabla 3. Proporción del número de ovocitos calidad a + calidad b ((número de calidad a + número de 

calidad b)/ número de ovocitos totales) de los sujetos NOP, NOR, OP Y OR. (media ± ETM). 
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Figura 27. Número de ovocitos totales recogidos y porcentaje del número de ovocitos de calidad a 

((número calidad a/número totales recogidos)x100) de los sujetos NOP, NOR, OP Y OR. *p<0,05: 

OP respecto a NOP (media ± ETM). 
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4.6. ESTIMACIÓN DE LA FOLICULOGÉNESIS  

4.6.1. Folículos atrésicos 

 
El número de folículos atrésicos fue significativamente superior en el grupo OP 

respecto a su grupo control NOP (p=0,027) (Fig.28). 

El tratamiento con resveratrol disminuyó significativamente el número de 

folículos atrésicos en OR respecto a su grupo control OP (p< 0,001) (Fig.28). 

No se encontraron diferencias significativas entre NOR y su grupo control 

NOP. 

 

Figura 28. Número de folículos atrésicos de los sujetos NOP, NOR, OP Y OR. *p<0,05: OP 

respecto a NOP; #p<0,05: OR respecto a OP (media ± ETM). 

 

 

4.6.2.  Folículos primaries 

 
El tratamiento con resveratrol disminuyó significativamente el número de 

folículos primarios en OR respecto a su grupo control OP (p=0,012) (Fig.29). 

No se encontraron diferencias significativas entre OP y su grupo control NOP, 

ni entre NOR y su grupo control NOP. 
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4.6.3. Folículos preovulatorios 

 
El número de folículos preovulatorios fue significativamente superior en el 

grupo OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.29). 

El tratamiento con resveratrol disminuyó significativamente el número de 

folículos preovulatorios en OR respecto a su grupo control OP (p=0,023) (Fig.29). 

No se encontraron diferencias significativas entre NOR y su grupo control 

NOP. 

4.6.4.  Folículos totales en crecimiento 

 
El tratamiento con resveratrol disminuyó significativamente el número de 

folículos totales en crecimiento en OR respecto a su grupo control OP (p=0,036) 

(Fig.29). 

No se encontraron diferencias significativas entre OP y su grupo control NOP, 

ni entre NOR y su grupo control NOP. 

4.7. Cuerpos lúteos 

 
El número de cuerpos lúteos totales fue significativamente inferior en el grupo 

OP respecto a su grupo control NOP (p< 0,001) (Fig.30). 

El tratamiento con resveratrol aumentó significativamente el número de  

cuerpos lúteos en NOR respecto a su grupo control NOP (p<0,01) (Fig.30). 

No se encontraron diferencias significativas entre OR y su grupo control OP. 
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Figura 29. Número de folículos primarios, preovulatorios, y totales en crecimiento, de los sujetos 

NOP, NOR, OP Y OR. *p<0,05: OP respecto a NOP; #p<0,05: OR respecto a OP (media ± ETM). 

 

 

 

 

Figura 30. Número de cuerpos lúteos de los sujetos NOP, NOR, OP Y OR. *p<0,05: OP respecto a 

NOP; #p<0,05: NOR respecto a NOP;  (media ± ETM). 
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5. DISCUSIÓN 

 
 En la obesidad concurren una serie de circunstancias, como la resistencia a la 

acción de la insulina y el estado pro-inflamatorio, que perjudican de forma importante la 

capacidad reproductiva de los individuos que presentan esta condición, Sin embargo, los 

mecanismos a través de los cuales el sobrepeso y la obesidad menoscaban la fertilidad 

aún no están completamente dilucidados y es necesario que sean establecidos pudiendo 

identificar dianas terapéuticas para abordar esta problemática. Han sido demostradas las 

propiedades anti-inflamatorias del resveratrol, así como sus acciones en la cascada de 

señalización de la insulina, e incluso que este polifenol de origen vegetal desempeña un 

papel directo a nivel de la fisiología reproductiva. 

Por ello comprobamos los efectos de la obesidad y del posible potencial 

terapéutico del resveratrol en ratones ob/ob, deficientes en la síntesis de leptina, 

comparándolos con sus controles libres de la mutación (ratones C57BL/6J) en cuanto a 

parámetros morfológicos como el  peso corporal y del aparato reproductor, su conducta 

alimentaria (ingesta), valores referentes a la condición de insulinorresistencia como 

concentración de glucosa e insulina y el índice HOMA-IR, en la expresión de citoquinas 

pro-inflamatorias como TNF-α y en parámetros reproductivos como el número y la 

calidad de ovocitos y la estimación del número de folículos y cuerpos lúteos en cortes 

histológicos de los ovarios. 

Los resultados del presente estudio confirman que los ratones ob/ob, deficientes 

en la síntesis de leptina, presentan obesidad, siendo su peso el doble respecto al control 

libre de la mutación, tanto antes de comenzar el tratamiento (día cero) como al 

finalizarlo (día 20) (Fig. 19). Ninguno de los grupos a los que se les administró el 

tratamiento con resveratrol, obesos y no obesos, presentan diferencias significativas en 

cuanto a su peso a los 20 días de tratamiento respecto a sus controles placebo, por lo 

que el tratamiento no parece tener efectos, al menos en la dosis y el tiempo empleados, 

en cuanto a la ganancia/pérdida de peso, lo que se corresponde con los resultados 

obtenidos por Vendula y cols [139] en una línea no consanguínea de ratones de la cepa 

CD1, y a los resultados obtenidos por Sharma y cols. [140], cuyo diseño experimental 

fue llevado a cabo en nuestro mismo modelo murino de obesidad (ob/ob). La restricción 

calórica, que causa pérdida de peso corporal, también provoca la activación de SIRT1 

[141], y por tanto podría ser que la activación de ésta molécula fuese la clave en este 
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proceso. El resveratrol, que actúa a través de SIRT1, podría desencadenar eventos 

similares a la restricción calórica en cuanto a la disminución del peso corporal a través 

de esta deacetilasa, pero a la vista de los resultados, parece lógico pensar que sólo la 

activación de SIRT1, mediante el tratamiento con resveratrol, no sea suficiente para 

desencadenar los procesos que implican la reducción de peso, puesto que la restricción 

calórica implica muchos más cambios metabólicos y fisiológicos que la simple 

activación de ésta molécula. 

En cuanto a su conducta alimentaria, paradójicamente los ratones deficientes en 

leptina no parecen presentar una conducta hiperfágica (Fig. 21), siendo su ingesta 

relativa a su peso corporal significativamente menor a la de sus controles delgados, lo 

que más bien resulta en una conducta hipofágica. Esta ingesta alimentaria no parece 

tener sentido desde que la leptina se conoce como un regulador del balance energético 

que inhibe la ingesta de alimentos y aumenta el gasto de energía a través de sus 

receptores específicos localizados en el hipotálamo [142]. Por tanto, en este modelo 

animal deficiente en ésta hormona debería presentar como mecanismo compensatorio la 

hiperfagia en ausencia de esa “señal metabólica” que supone la leptina. Muchos son los 

autores que han definido a  estos ratones ob/ob como hiperfágicos [16], sin embargo 

esto se refiere a la ingesta total y no relativizada a su peso corporal, siendo este valor 

relativo más preciso y fiel a la realidad de los datos obtenidos. Esta hipofagia podría 

explicarse por los altos niveles de TNF-α, que además de ser una citoquina pro-

inflamatoria, es una caquexina con potentes efectos anorexigénicos, que actúa a nivel 

hipotalámico inhibiendo el apetito [143]. Por lo tanto, puede ser que la ganancia de peso 

en estos ratones ob sea debido a su deficiente metabolismo y a una disminución del 

gasto energético, más que por su conducta alimentaria. El mecanismo de la adipotaxia, 

en los ratones ob/ob, también podría explicar su aumento de peso progresivo. Se 

entiende por adipotaxia la migración o reclutamiento de precursores mesenquimáticos al 

tejido adiposo, que una vez establecidos se diferencian en adipocitos y permiten la 

expansión de este tejido. Los altos niveles de TNF-α, presentes en el tejido adiposo de 

estos ratones ob, son los responsables en gran medida de este mecanismo de adipotaxia 

[144].  

Se observa un marcado hipogonadismo en los ratones ob, con un valor 

significativamente inferior, respecto a los controles, del peso de su aparato reproductor 
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(útero y ovarios) (Fig. 26). Esto se corresponde con los resultados de Hamm y cols. [21] 

que indicaban pesos uterinos reducidos en estos ratones ob, y se observaba un estado de 

hipogonadismo-hipogonadotrófico característico de un estadio prepuberal, aunque no 

presentaban una disminución significativa en el peso de los ovarios. Este desarrollo 

deficiente del aparato reproductor, se debe principalmente a los bajos niveles de 

gonadotropinas, aunque no se puede descartar que además sea debido al déficit de 

leptina, puesto que tanto ovarios como útero presentan receptores para esta hormona [8] 

y al igual que la leptina tiene funciones a nivel endometrial en el proceso de 

implantación [145], podría ser que fuese necesaria para su desarrollo normal. Garris y 

cols. [146] relacionan la involución del tracto uterino-ovárico con el estado de 

hipercitolipidemia que presentan los ratones db/db (ratones deficientes en la expresión 

del receptor de la leptina, de características similares a los ratones ob/ob). 

Por otro lado, cabe destacar que estos ratones ob/ob, además de un modelo de 

obesidad y diabetes mellitus tipo 2, han sido definidos como un modelo murino de 

síndrome de ovario poliquístico (SOP) [147, 148]. Para el diagnóstico del SOP deben 

cumplirse dos de “Los tres Criterios de Rotterdam” [90] anovulación, 

hiperandrogenismo e imagen ecográfica de ovarios poliquísticos, de los cuales los dos 

primeros están presentes en estos ratones ob/ob, además de otras manifestaciones 

clínicas estrechamente ligadas al SOP, como son la obesidad y la resistencia a la acción 

de la insulina. Teniendo en cuenta este concepto, se ha observado que en mujeres con 

SOP, obesas y diabéticas tipo 2, la expresión del transportador de glucosa GLUT-4 en el 

endometrio se ve disminuida [149], por lo que esta misma circunstancia podría darse en 

el útero de estos ratones ob, que al no poder incorporar glucosa de manera eficiente 

derivaría en la involución del mismo.  

El tratamiento con resveratrol no produjo cambios en los pesos de los aparatos 

reproductores en ninguno de los grupos (Fig. 26), lo que se contradice con lo 

demostrado por otros autores que encuentran un aumento de los pesos uterinos y 

ováricos [150, 151] y otros en los que por el contrario observaron una disminución 

significativa del peso de los ovarios en ratones [139] y del útero en ratas [152], aunque 

estas diferencias pueden deberse a las dosis, vías de administración, tiempo 

experimental y especies diferentes utilizadas.  
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Nuestros resultados referentes a las glucemias, insulinemias, e índices de 

insulinorresistencia (HOMA-IR) son significativamente mayores en los ratones obesos 

respecto a sus controles delgados (Figs. 23 y 24), confirmando la condición de un 

estado hiperglucémico, hiperinsulinémico e insulinorresistente en los ratones ob, 

descrito por otros autores [16]. La ausencia de leptina es el principal desencadenante de 

esta condición, puesto que esta hormona desempeña un importante papel en la 

translocación de los transportadores de glucosa a la membrana, a través de la vía de 

AMPK y de la cascada de señalización de la insulina en la que participa como un agente 

sensibilizante de su acción [153]. Además nuestros datos indican un claro estado pro-

inflamatorio en estos ratones obesos, en cuanto a que presentan niveles muy elevados de 

TNF-α en el tejido adiposo periovárico (Fig. 25) (tejido adiposo blanco, de la misma 

naturaleza metabólica que el tejido adiposo blanco visceral), y está claramente 

establecido que TNF-α tiene un importante papel en el desarrollo de la 

insulinorresistencia [87].  

En los ratones obesos tratados con resveratrol se observa una disminución, 

aunque no significativa, en sus índices de insulinorresistencia (Fig. 24), respecto a sus 

controles placebo, lo que se correlaciona con la disminución de la expresión de TNF-α 

en este mismo grupo experimental, que en este caso sí resulta significativa (Fig. 25). 

Por lo que nuestros datos indican que el resveratrol actúa disminuyendo la resistencia a 

la acción de la insulina a través de la disminución de esta citoquina pro-inflamatoria, lo 

cual se corresponde con los trabajos de otros autores [118, 119] los que además 

demuestran que esta inhibición en la expresión de TNF-α tiene lugar a través de la 

activación de SIRT1, aunque en nuestro caso no podemos descartar la posible 

intervención de AMPK, otra molécula diana del resveratrol. Sería interesante determinar 

a través de qué mecanismos actúa el resveratrol, para disminuir los niveles de TNF- α 

en este modelo murino deficiente en leptina. 

Por otro lado, el resveratrol puede disminuir la resistencia a la acción de la 

insulina no sólo a través de la disminución de moléculas pro-inflamatorias como TNF- 

α, sino también mediante el aumento de la síntesis de adiponectina [120], modulando 

determinados substratos de la cascada de señalización de la insulina y aumentando la 

eficiencia del metabolismo mitocondrial [112]. Es necesario el estudio de estos 

parámetros en trabajos futuros relativos a este diseño experimental.  
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Paradójicamente la concentración de glucosa en sangre es mayor, aunque no de 

forma significativa, en los ratones obesos tratados con resveratrol (Fig. 23), por lo que 

la disminución del estado de insulinorresistencia se debe a la disminución de la 

concentración de insulina (Fig. 23), lo que puede explicarse mediante la regulación de 

la gluconeogénesis en el hígado por parte de las dos moléculas a través de las cuáles 

actúa el resveratrol. Niveles elevados de SIRT1 aumentan la producción de glucosa 

hepática [154] mientras que AMPK inhibe la producción de glucosa en el hígado 

mediante la regulación negativa de los genes de la gluconeogénesis [111], por lo que 

podemos presuponer que el efecto del resveratrol sea debido más a una activación de 

SIRT1 que a través de AMPK. 

Se observa una mala respuesta a la inducción de la súper-ovulación con 

gonadotropinas por parte de estos ratones ob/ob en cuanto a que no se produce la 

ovulación de forma efectiva, siendo significativamente inferiores el número de ovocitos 

recolectados y el número de cuerpos lúteos, además de la tasa de ovocitos MII (Figs. 26 

y 30). También hay un menor porcentaje de ovocitos válidos para ser fecundados (clase 

a más clase b, puesto que los MI pueden evolucionar de forma espontánea a MII) 

aunque sin ser estadísticamente significativo. Estos resultados indican un deficiente 

mecanismo de la ovulación y una baja calidad o competencia ovocitaria en estos ratones 

obesos. 

La baja respuesta a la estimulación ovárica controlada en estos ratones ob/ob se 

corresponde con los resultados publicados por Pallares y cols. [35] que determinaron 

que la leptina ejerce efectos locales a nivel ovárico en el mecanismo de la ovulación y 

no sólo efectos a nivel hipotálamico-hipofisario, y que la administración de esta 

hormona en estos ratones consigue restaurar su tasa de ovulación siendo equivalente a la 

de los ratones libres de la mutación. Por lo tanto, el fallo en el mecanismo de la 

ovulación es debido principalmente al déficit en leptina que presentan estos animales. 

Sin embargo, Pallares y cols. observan, en ese mismo diseño experimental, una tasa de 

fertilización de los ovocitos significativamente inferior. Una baja tasa de fertilización 

está asociada a una baja calidad o competencia ovocitaria, por lo que podemos suponer 

que ésta pobre calidad de los ovocitos no estaría asociada al déficit de leptina, puesto 

que había sido administrado de forma exógena, sino a la obesidad y sus secuelas. 
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Niveles elevados de TNF-α en el líquido folicular producen efectos deletéreos en 

la calidad ovocitaria [155], por lo que los altos niveles de esta citoquina presentes en 

estos individuos (Fig. 25) podrían tener impacto a este nivel.  

Para la síntesis de andrógenos, la insulina utiliza la vía de los inositol-glicanos 

[92] y aumenta la translocación de GLUT-4 a través de la cascada de señalización de las 

tirosin-quinasas. Los ratones obesos presentan resistencia a la acción de la insulina en la 

cascada de señalización del transportador de glucosa en diferentes tejidos, pero no se ha 

estudiado si en la obesidad existe una resistencia a la acción de la insulina a nivel 

ovárico que conllevara una baja eficiencia en la translocación de GLUT-4 a membrana 

(principal transportador de glucosa), por ejemplo en las células de la granulosa que 

forman el cúmulo y rodean al ovocito. Las células de la granulosa juegan un papel 

fundamental en la obtención de la glucosa por parte del ovocito, así,  mientras en la 

superficie del ovocito sólo encontramos las isoformas del transportador de glucosa 

GLUT-1, 3 y 8 [156], las células del cúmulo sí expresan GLUT-4 [157], por lo que si en 

estas células se diese una resistencia a la acción de la insulina, habría una deficiente 

captación de glucosa por parte del ovocito, lo que influiría en su capacidad para obtener 

la energía necesaria para conseguir la competencia ovocitaria [158]. Cómo puede 

afectar la resistencia a la insulina en los ovocitos y células del cúmulo es aún 

desconocido. 

Si no existiese esta resistencia a la acción de la insulina en el ovario, podría 

darse el caso contrario y con la hiperglucemia que presentan estos animales obesos, 

aumentar la cantidad de glucosa intraovárica, puesto que niveles altos de glucosa en 

sangre se corresponden con un aumento de los transportadores de glucosa a nivel 

ovárico [159]. Altos niveles de glucosa durante el desarrollo del embrión 

preimplantacional de ratón, causan anomalías metabólicas, lo que resulta en la 

disminución de las reservas de ATP, el aumento de especies reactivas del oxígeno, y la 

expresión génica alterada, lo que lleva a la apoptosis y malformaciones potenciales en el 

feto resultante. La exposición de los ovocitos a concentraciones elevadas de glucosa 

durante el periodo de maduración, pueden causar efectos nocivos similares [99]. 

El tratamiento con resveratrol aumentó significativamente el número de ovocitos 

recogidos y el correspondiente número de cuerpos lúteos en los ratones no obesos (Figs. 

27 y 30), lo que confirma los resultados observados por Liu y cols. [127]. Sin embargo, 
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estos autores databan una mayor calidad ovocitaria tras el tratamiento, lo que no se 

corresponde con nuestros datos. Ésta diferencia puede deberse, por un lado a que la 

dosis de resveratrol diaria utilizada en el trabajo de Liu y cols. era el doble de la usada 

en nuestro procedimiento experimental, y por otro lado a que se trataba de un 

tratamiento crónico, por lo tanto es posible que aumentando la dosis y el tiempo de 

tratamiento se consiguiesen efectos parecidos. Se ha demostrado que el resveratrol 

mediante la activación de SIRT1 aumenta los receptores de LH (LH-R) en las células de 

la granulosa [125], y puesto que la LH es la principal hormona desencadenante de la 

ovulación, podría ser que el resveratrol indujera una aumento en la tasa ovulatoria a 

través de este mecanismo. Por lo tanto, sería necesario estudiar si existe un aumento 

tanto en la activación de SIRT1 como en el número de receptores de LH-R en el ovario 

de estos ratones no obesos tratados con resveratrol, respecto a sus controles placebo. Por 

otro lado, Singh y cols. [126] demostraron que el resveratrol se une con mayor afinidad 

al receptor de estrógenos beta (ER-β) que a ER-α, y se cree que las acciones llevadas a 

cabo a través de la interacción con ER-β estimulan la ovulación y luteinización [160]. 

En cambio el resveratrol no parece tener efectos significativos en la tasa de 

ovulación de los ratones ob, lo que puede ser debido a que, aunque se consiga una 

mejoría del estado pro-inflamatorio mediante la disminución significativa de los niveles 

de TNF-α, otras citoquinas pro-inflamatorias podrían seguir siendo elevadas y la 

resistencia a la acción de la insulina sigue presente. Además no podemos descartar que 

sean necesarios niveles basales de leptina para que SIRT1 ejerza sus efectos a nivel 

ovárico, puesto que no existen estudios al respecto.  

El aumento significativo del número de folículos atrésicos en los ratones ob 

respecto a sus controles no obesos (Fig. 28), puede explicarse desde que este modelo 

murino de obesidad también se considera como un modelo de SOP [147, 148] siendo la 

atresia folicular un evento predominante en los ovarios de los individuos que presentan 

dicho síndrome [92] y a que existe un aumento en la apoptosis de las células de la 

granulosa de estos ratones [21]. Otra hipótesis sería que se diera una resistencia a la 

acción de la insulina a nivel ovárico, lo que derivaría en una reducción de los niveles de 

GLUT-4 y al disminuir la captación de glucosa por parte de las células éstas entrasen en 

apoptosis y la consecuente atresia folicular. Acorde al trabajo llevado a cabo por Evans 

y cols. [73], los niveles elevados de TNF-α pueden desencadenar la atresia folicular, lo 
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que explicaría la disminución significativa de folículos atrésicos en los obesos tratados 

con resveratrol, los cuales también presentan una disminución en los niveles de esta 

citoquina pro-inflamatoria de manera significativa (Figs. 25 y 28). La actividad pro-

apoptótica de TNF-α a nivel ovárico ha sido demostrada por otros autores [161] y puede 

favorecer la apoptosis del ovocito y de las células de la granulosa derivando en atresia 

folicular. 

En los ratones obesos tratados con resveratrol la disminución de la atresia 

folicular se corresponde con una disminución significativa del número de folículos en 

crecimiento, de folículos primarios y de folículos preovulatorios (Figs. 28 y 29). Pese a 

que estos resultados referentes al desarrollo folicular pueden ser interpretados a priori 

como una deficiente respuesta a la hiperestimulación ovárica, en realidad confirman el 

potencial terapéutico del resveratrol en el mantenimiento de la reserva ovárica. Los 

folículos primordiales son mantenidos en un estado latente mediante la acción de varias 

moléculas inhibitorias para preservar la reserva ovárica, como el factor de transcripción 

FOXO3a [97]. El resveratrol, a través de la activación de SIRT1 [162], puede inhibir 

tanto el tránsito de folículo primordial a folículo primario como la apoptosis, 

preservando la reserva de células germinales, y esto podría ser debido a un aumento de 

la transcripción de FOXO3a. Por lo tanto, es necesario el estudio de FOXO3a y SIRT1, 

para conocer si éste es el mecanismo a través del cual el resveratrol ejerce sus acciones 

en el ovario, en este modelo murino de obesidad y el estudio de qué factores determinan 

que el resveratrol ejerza efectos sobre la reserva ovárica en los ratones ob/ob, pero no en 

sus controles delgados. 

 La situación ideal para un ciclo hormonal natural sería que se mantuviera intacta 

la tasa de ovulación pero que iniciaran el desarrollo el menor número de folículos 

posible, puesto que todos aquellos folículos en crecimiento, que no lleguen a participar 

en la ovulación, sufrirán atresia lo que supone la disminución progresiva de la reserva 

ovárica. Los datos de nuestro trabajo muestran que el resveratrol disminuye el número 

de folículos en crecimiento sin que la tasa de ovulación se vea afectada respecto a sus 

controles placebo, e incluso se aprecia un ligero aumento, aunque no significativo, de la 

ovulación. Pero este efecto positivo del resveratrol, en la preservación de la reserva 

ovárica, debe ser interpretado con cautela en cuanto a que en los tratamientos de 

estimulación ovárica controlada la obtención de los ovocitos se lleva a cabo mediante  la 
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punción de los folículos preovulatorios, y una disminución en el número de éstos 

derivaría en una disminución de los ovocitos recogidos. 

En los cortes histológicos de los ovarios de ratones ob/ob se aprecian muchos 

folículos preovulatorios y de gran tamaño que junto con la baja tasa ovulatoria de estos 

individuos, demuestra que existe un adecuado desarrollo folicular en respuesta a las 

gonadotropinas exógenas, pero un deficiente mecanismo de la ovulación (Figs. 27, 29 y 

30). El déficit en la síntesis de leptina podría ser la causa principal del fallo en la 

ovulación, puesto que esta hormona ejerce un efecto sinérgico con la LH, principal 

gonadotropina responsable de la ovulación, y puede aumentar su número de receptores 

en el ovario [163], además de que puede ejercer un efecto local a nivel ovárico e 

independiente de la LH en el mecanismo de la ovulación [36]. 
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6. CONCLUSIONES 

 

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos podemos 

establecer las siguientes conclusiones:  

 

Primera: el tratamiento con resveratrol en los ratones ob/ob, mejora el estado pro-

inflamatorio, como corrobora la disminución en la expresión de la citoquina TNF-α. 

Éstos resultados invitan a seguir estudiando el potencial antiinflamatorio del resveratrol 

en casos de obesidad. 

 

Segunda: el tratamiento con resveratrol en ratones C57BL/6J bajo estimulación 

ovárica controlada, favorece la inducción de la super-ovulación, lo que deriva en un 

aumento del número de ovocitos recolectados. Esto supone el posible uso de este 

polifenol, cuando no concurra obesidad, como potenciador del efecto de las 

gonadotropinas exógenas en los tratamientos de reproducción asistida. 

 

Tercera: el tratamiento con resveratrol en los ratones ob/ob disminuye el número de 

folículos atrésicos, pudiendo ampliar su uso a la clínica para el tratamiento del SOP, 

como un inhibidor de la atresia folicular que resulta el evento predominante en el 

ovario de las mujeres que padecen este síndrome. 

 

Cuarta: el tratamiento con resveratrol en los ratones ob/ob inhibe el paso de folículo 

primordial a folículo en desarrollo, sin alterar la tasa ovulatoria. De manera que, no 

sería recomendable como potenciador de la estimulación ovárica, pero sería 

interesante su uso en la clínica del SOP como preservador de la reserva ovárica 

durante los ciclos hormonales naturales. 
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