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RESUMEN

El Sindrome Metabdlico (SM) es una entidad clinica caracterizada por la presencia de multiples
desregulaciones metabodlicas, entre las que destacan la resistencia a la insulina, la dislipidemia, la
hiperinsulinemia, la hiperglicemiay la obesidad central o abdominal. Su aparicion esta asociada a
factores dietéticos, ambientales y genéticos, siendo las dietas hipercaldricas, especialmente altas en

carbohidratos, uno de los principales detonantes en la poblacidon moderna.

La prevalenciadel SM se ha relacionado con variables como el sexo, la edad y la raza, alcanzando
cifras de hasta 54.2% en mujeres adultas en etapa reproductiva, lo que lo convierte en un problema

de salud publica de gran relevancia.

Diversos estudios han demostrado que el SM no solo afecta parametros metabdlicos, sino que
también se vincula con alteraciones endocrinas y reproductivas, tales como la desregulacion de
hormonas esteroideas, la anovulacidon, la formacion de multiples quistes ovaricosy la infertilidad. En
modelos animales, particularmente en la rata hembra Long-Evans, se ha observado que lainduccion
del SM mediante dietas hiperglucidicas provoca una desregulacion en las concentraciones séricas de
testosterona y estradiol, asociada a la pérdida de ciclicidad y a la anovulacién. Sin embargo, alin se

desconoce con precision el nivel de la sintesis hormonal en el que ocurre esta alteracion.

El objetivo del presente trabajo fue analizar si el sindrome metabdlico altera el ciclo estral, la
ovulaciony las concentraciones de gonadotropinas (FSH/LH), asi como la expresidon de sus receptores
en el ovario, y determinar su relacién con la sintesis de testosterona y estradiol a través de sus

enzimas limitantes en la rata adulta Long-Evans.

Los resultados obtenidos muestran que el SM se manifiesta con hiperglicemia, hiperinsulinemia
en ayuno, resistencia a la insulina y dislipidemia. Ademas, el modelo de rata hembra adulta Long-
Evans presenta un indice de adiposidad disfuncional incrementado en individuos no obesos con SM.
También se observé que el SM altera el ciclo estral, generando aciclicidad y anovulacion, asi como las
concentraciones de gonadotropinas (FSH/LH) y la expresion del receptor de FSH en el ovario.
Finalmente se observd que el SM induce estados de hiperandrogenismo, asociados a una

desregulacion en la sintesis de testosterona y estradiol.
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Estos hallazgos demuestran cémo el SM, mas alla de ser un trastorno metabdlico, tiene un
impacto directo sobre la fisiologia reproductiva. La alteracién del ciclo estral y de la funcién
gonadotropicaevidencia una conexidnentre el metabolismo energéticoy la regulacion endocrina del
ovario. El hallazgo de hiperandrogenismo asociado a la desregulacion de la sintesis de las hormonas
esteroideas permite generar un modelo experimental que explicafenémenos clinicos observados en
mujeres con SM, como la infertilidad, la irregularidad menstrual y la predisposicion al sindrome de

ovario poliquistico.

Este trabajo contribuye al conocimiento cientifico al establecer un vinculo entre las alteraciones
metabdlicas y la disfuncion reproductiva, asi como proporcionar evidencia experimental que
respalda la hipdtesis de que el SM afecta la expresion de receptores gonadotropicos y la sintesis
hormonal en el ovario. También plantea un modelo animal confiable para estudiar la interaccidn
entre metabolismo y endocrinologia reproductiva y con ello abrir nuevas lineas de investigacion
orientadas al desarrollo de estrategias terapéuticas que aborden tanto las complicaciones
metabdlicas como las reproductivas del SM para fortalecer la perspectiva de que la salud metabdlica

y la salud reproductiva estan profundamente conectadas.
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1. Introduccidn
A nivel mundial, la prevalencia de la obesidad y las patologias asociadas han aumentado a un
ritmo de proporciones pandémicas. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
Méxicoocupa el segundo lugar en prevalencia de sobrepeso y obesidad a nivel mundial, s6lo después
de Estados Unidos de América. Las razones derivan de una combinacion entre la predisposicion
genética, los factores sociales y ambientales, que conducen a la aparicion de padecimientos como la
hipertension, el higado graso, la diabetes tipo Il y una variedad de trastornos conocidos como

Sindrome Metabdlico (SM) (Villalobos, 2016; Valenzuela et al., 2023).

El SM es una entidad compleja compuesta por la presencia de tres o mas de los siguientes
factores: obesidad abdominal, colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad con valores bajos,
triglicéridos y glucosa séricas en ayunas con valores altos, asi como presion arterial elevada, donde
la obesidad abdominal es el componente mas prevalente del SM que favorece a presentar resistencia
a la insulina y un estado proinflamatorio y protrombético, que conduce al riesgo de desarrollar
diabetes tipo Il, hipertension y otras condiciones crdnicas (Vryonidou et al., 2015). Dentro de la
poblacion mundial actual, existe una prevalencia del SM que va del 12.5 al 31.4% dependiendo de los
criterios utilizados para el diagndstico y de factores tales como la edad, el sexo, la raza y el origen

étnico (Noubiap et al., 2022).

En mujeres adultas en edad reproductiva, consideradas el grupo con mayor prevalencia de SM,
este se encuentra presente en un 15.7% segun la OMS, mientras que la Declaracién provisional
conjunta, JIS por sus siglas en inglés (Joint Interim Statement) menciona un 54.2%, contra la
poblacion masculina con un 11.5% segun la OMS y un 47.7% segln la JIS (Vryonidou et al., 2015;
Noubiap et al., 2022). Por ello, si bien se conocen los factores que se presentan en el diagndstico de

SM, poco se sabe de la respuesta del cuerpo de las mujeres ante este padecimiento.

En la poblacién mundial femenina obesa se ha encontrado ademas una relacion estrecha entre
la presencia de SMy afecciones de tipo reproductivas donde el nexo fundamental es la resistencia a
lainsulina, siendo estas afecciones de gran importancia médica por la cantidad de pacientes que las

presentan. Una de las mas estudiadas que también es la mas presente actualmente en la mujer en
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edad reproductiva, es el sindrome de ovario poliquistico (SOPQ), donde aproximadamente el 62% de

las mujeres lo presentan en conjunto con el sindrome metabolico (Otaghi et al., 2019).

El SOPQ trae consigo problemas como desequilibrio hormonal tanto de andrégenos como
estrogenos, asi como la presencia de quistes ovaricos, resistencia a la insulina e incluso hipertension

(Hossain et al., 2022)

Si bien se conoce la relacion que pueden tener el sindrome metabdlico con padecimientos
reproductivos como el SOPQ, poco o nada se ha estudiado a nivel experimental sobre el detonante
de los desbalances que estos sindromes pueden provocar a nivel enddcrino en las mujeres,
especialmente a nivel de la sintesis esteroidea tanto de andrégenos como estrogenos ovaricos

(Otaghi et al., 2019).

Los modelos animales murinos, especificamente ratas, representan un buen simulador dentro de la
induccién de SM, debido a su crecimiento rapido y su facilidad para alimentarse con dietas basadas
en los componentes nutricionales de las dietas humanas. El desarrollo de un modelo adecuado de
SM utilizando ratas puede contribuir a la aplicacion exitosa de los hallazgos de la investigacion al
entorno clinico. Actualmente se utilizan varios métodos para inducir el SM mediante la
administracion de una dieta con diversas composiciones, productos quimicos o una combinacion de
ambos (Gunawan etal., 2021). Por su naturaleza, resulta conveniente utilizar modelos de rata capaces
de adquirirel SM por medio de la administracion de dietas basadas en la alimentaciéon humanay que
ademas manifiesten la presencia de marcadores tal como las desregulaciones esteroideas presentes
en humanos. Es por ello por lo que el presente trabajo propone analizar si el sindrome metabdlico
altera el ciclo estral, la ovulacion y las concentraciones de gonadotropinas (FSH/LH), asi como en la
expresion de sus receptores en el ovario, y determinar su relacion con la sintesis de testosterona y

estradiol en la rata adulta Long-Evans.



2. Marco Tebrico
2.1 Definicion y fisiopatologia del Sindrome Metabdlico

El SM, también conocido como sindrome de Reaven, sindrome X o sindrome de la resistencia
a la insulina, es un conjunto de condiciones, caracterizado por afecciones como la resistencia a la
insulina (RI), la obesidad abdominal, la hiperglicemia, la dislipidemia y la hipertension arterial (Silva-
Ochoa et al., 2023). Este conjunto de entidades, son promotores importantes en el desarrollo de
comorbilidadescrdnicas como la diabetestipo Il, enfermedades cardiovasculares e incluso diferentes

tipos de cancer (Stocks et al., 2015).

El término de “sindrome metabdlico” ha sido utilizado desde el afio 2001 gracias a su
caracterizacion por parte del National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel liI
(NCEP-ATP lll). A partir de su planteamiento, este sindrome ha sido restructurado por diversas
instituciones a lo largo de décadas, dependiendo los parametros que consideran mas relevantes, o
incluso los valores que se consideran intrinsecos del SM en sangre y en cuanto a las mediciones
corporales. De hecho, se tienen indicios desde la década de los afios 20’s, cuando Kylin establecio la
relacion entre la hipertension, la hiperglicemiay la artritis conocida como “gota” (Silva-Ochoa et al.,
2023). Finalmente, en 1988 Gerald Reaven establecié la relacion entre la obesidad visceral y la RI
dentro del SM. El llam¢ “sindrome X” a la agrupacion de resistencia a la insulina-hiperinsulinemia,

dislipidemia e hipertensidn, una “nueva” entidad nosoldgica que posteriormente se conoceriacomo

“sindrome metabdlico” (Reaven, 1988; Cornier et al., 2008; Silva-Ochoa et al., 2023).

Dependiendo de la institucion, actualmente se han determinado diversas caracterizaciones
del SM. De acuerdo con la definicion mas utilizada, la NCEP-ATP Il ha establecido los siguientes
marcadores para determinar la presencia del SM, dentro de los cuales se encuentran la presion
arterial superior a 130/85 mmHg, triglicéridos (TG) en ayunas nivel superior a 150 mg/dl (=1,70
mmol/L) o que el paciente esté recibiendo tratamiento farmacoldgico para la hipertrigliceridemia,
nivel de colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL) en ayunas inferior a 40 mg/dl (<1,04
mmol/L) en hombres o 50 mg/dl (<1,29 mmol/L) en mujeres, o que se encuentre en tratamiento
farmacoldgico para la hipercolesterolemiay glucosa en sangre en ayunas superior a 100 mg/dl (=5,6

mmol/L). Esta definicion es una de las mas usadas para el diagnostico del SM ya que incorpora
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caracteristicas claves de hiperglucemia/RI, obesidad visceral, dislipidemia aterogénica e hipertension
(Nwankwo et al., 2022). Por el caso contrario, la OMS y el Grupo Europeo para el Estudio de la
Resistencia a la Insulina (EGIR) y La Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica (AACE)
establecieron un papel fundamental en la tolerancia a la glucosa alterada (TGA), la glucosa alterada
en ayunas (GAA), y la Rl determinando esta Ultima como la causa de la presencia definitiva de SM,
siendo que en ausencia de Rl no se establece SM aunque el resto de los marcadores se encuentren

(Yudkin et al., 2004; Shin et al., 2013; von Frankenberg et al., 2014; Nwankwo et al., 2022).

Si bien existen diferentes esquemas de diagndstico para el SM, Figura11
las vias metabdlicas que conforman el mecanismo patogénico del SM Representacion de la obesidad en
) mujeres en edad reproductiva.
aun no se han caracterizado del todo. Parte de los factores que
pueden predisponer el desarrollo de este sindrome incluyen factores
genéticos heredados, los habitos de alimentacidn, el estilo de vida y

la actividad fisica, asi como el estado del microbiota intestinal (Fig. 1)

(Niewiadomska et al., 2022).
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favorece por la presencia de acidos grasos elevados, derivados de una
mala alimentacion y muchas veces relacionado con el sobrepeso y
La prevalencia de la obesidad en

obesidad. Esto causa la desregulacion en la utilizacion de la glucosay pacientes con SMse debe a diversos

., L. . o factores ambientales, sociales y
de su produccion hepatica (Laclaustra Gimeno et al., 2005; Silveira  gpigenéticos.

Rossi et al., 2022).

Asimismo, el metabolismo lipidico también se vera afectado por la presencia de la RI,
causando la hipertrigliceridemiay las concentraciones bajas de HDL. Sorprendentemente el SM no
dejade ser asociado a diversas patologias mas que guardan una relacién importante por la presencia
del sobrepeso y la RI, tal como enfermedades del higado graso, e incluso sindrome de ovario

poliquistico (Silveira Rossi et al., 2022). Al ser un sindrome, este se relaciona inherentemente con



otras patologias o padecimientos, por ello, es complicado encontrar fisiopatologias individuales,
debido a la sucesidn de padecimientos donde uno desencadena a la otra (Laclaustra Gimeno et al.,

2005; Silveira Rossi et al., 2022).

2.2 Insulina

Para poder comprender la fisiopatologia del SM, es necesario conocer el estado de
funcionalidad de cada uno de los componentes de dicho sindrome, tal como la insulina. Esta es una
hormona peptidica liberada por los islotes 3 de Langerhans del pancreas. Esta hormonaes producida
en presencia de glucosa, pues se encarga de permitir el acceso de esta a las células y asi ser
aprovechada a manera de energia. La insulina permite el flujo y metabolismo de la glucosa en las

células muscularesy adipocitos, inhibiendo a su vez la gluconeogénesis en el higado (Fu etal., 2013).

La insulina es un regulador fundamental del metabolismo. Esta se sintetiza como
preproinsulina y se procesa a proinsulina. Posteriormente, la proinsulina se convierte en insulina y
péptido C y se almacena en granulos secretores para ser liberada cuando se requiera. La sintesis de
insulina esta regulada tanto a nivel transcripcional como traduccional. Las secuencias que actdian en
cis dentro de la regidén 5' y los transactivadores que incluyen el gen de caja emparejada 6 (PAX6), el
factor de transcripcion homeobox-1pancreaticay duodenal (PDX-1) y MafA,y el gen de diferenciacion
neuronal 1 (NeuroD1) regulan transcripcion de insulina, mientras que la estabilidad del ARNm de
preproinsulina y sus regiones no traducidas controlan la traduccion de proteinas (Fu et al., 2013). La
secrecion de insulina implica una secuencia de eventos en las células B que conducen a la fusion de
los granulos secretores con la membrana plasmatica. Posteriormente se secretara principalmente en
respuesta a la glucosa, mientras que otros nutrientes, como los acidos grasos libres y los
aminoacidos, aumentan la secrecion de insulina inducida por la glucosa. Ademas, varias hormonas,
como la melatonina, el estrégeno, la leptina, la hormona del crecimiento y el péptido 1 similar al
glucagdn (GLP-1), también regulan la secrecion de insulina. Por lo tanto, la célula B es un centro
metabdlico en el cuerpo que conecta el metabolismo de los nutrientes y el sistema endocrino (Fu et

al., 2013; Saltiel, 2021; Violin et al., 2023).



La accidn de la insulina es regulada a través del receptor a insulina (IR), una glicoproteina
transmembranal con actividad proteica de tirosina quinasa. Los niveles de tirosina quinasa son
reflejo de las concentraciones de insulina en suero, y aparentemente median la respuesta de la
insulina a través de la fosforilacion de la tirosina quinasa del receptor mismo y otros sustratos

(Boucher et al., 2014).

El receptor de insulina es el prototipo de una familia de proteinas de membrana integrales
homélogas compuestas por un dominio de unidn a insulina extracelular que controla la actividad de
una tirosina quinasa intracelular (Boucher et al., 2014). Este receptor se encuentra presente en
practicamente todos los vertebrados, donde la concentracion de estos varia dependiendo el sitio,
siendo unos 40 receptores presentes en eritrocitos circulantes, y mas de 200,00 receptores en
adipocitos y hepatocitos. Un gen de 150 kb en el cromosoma 19 compuesto por 22 exones codifica el

prorreceptor humano para la insulina (Violin et al., 2023).

Durante la traduccion, dos prorreceptores homélogos forman un dimero unido por puentes
disulfuro que se divide paraformarun tetramero de dos dimeros. Lainsulina se une a las subunidades
extracelulares para activar la tirosina quinasa en la porcion intracelular de las subunidades
transmembrana. El receptor activado recluta y fosforila sustratos celulares para iniciar la
transduccion de sefiales. Posteriormente la insulina presenta una unidn selectiva que dirige la
sintesis de dos isoformas del receptor de insulina (IRa e IRB), y por el ensamblaje postraduccional de
hibridos entre estas isoformas y el receptor homélogo del factor de crecimiento similar a la insulina
1 (IGF1R). IRB se une a la insulina con alta afinidad, mientras que IRa se une a la insulina o al factor
de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2) con afinidad comparable (Fu et al., 2013; Boucheret al.,

2014; Saltiel, 2021).

Las células B responden a muchos nutrientes de la circulacion sanguinea, incluida la glucosa,
otros monosacaridos, aminoacidos y acidos grasos. La glucosa es evolutivamente el principal
estimulo para la liberacion de insulina en algunas especies animales, porque es un componente
principal de los alimentos y puede acumularse inmediatamente después de la ingestion de
alimentos. De hecho, en roedoresy humanos, la amplitud de la secrecidn de insulina inducida por la

glucosa es mucho mayor en comparacion con la estimulada por proteinas o grasas (Suckale, 2008).



Si bien la glucosa es la fuente de combustible obligada para las neuronas, otras células,
incluidas las células B, pueden utilizar fuentes de combustible alternativas durante breves periodos
de inanicion, una adaptacion que podria predisponerlas a la gluco-lipotoxicidad. La glucotoxicidad
implica dafios estructurales y funcionales debidos a la hiperglicemia crénica, que se producen en las
células By en los tejidos periféricos donde actia la insulina, estas alteraciones generan una menor
secrecion y accion de la hormona. Por otro lado, la lipotoxicidad se relaciona con dafios similares a
consecuencia de altos niveles de acidos grasos libres (AGL), productos del catabolismo de los
triglicéridos. Cuando las células B fallan crénicamente, entonces surgen padecimientos en los cuales

se ve comprometida la eficiencia de la accion de la insulina (Schmitz et al., 2008).

2.3 Resistencia a la insulina e hiperinsulinemia

Un estado de insulinorresistencia se desencadena en la gran mayoria de los casos, cuando el
estado hiperglucémico permanece por un tiempo prolongado. Cuando esto ocurre, las células
musculares y del higado dejan de responder a la accion de la insulina, por lo que ésta ya no cumple
la funcidén de metabolizar y promover la absorcion y utilizacion de la glucosa. Al haber una cantidad
excesiva de glucosa en sangre, las células  en un intento por disminuir estos niveles, producen mas
insulina, siendo esto contraproducente pues no cumple mas su funcion en las células del higado,

musculos y tejido adiposo (Fernando Carrasco et al., 2013).

Los receptoresa insulina IRa e IRPB presentes en las células musculares, del higado o del tejido
adiposo no responden adecuadamente al reconocimiento de la hormona insulina, por lo que la
cascada de sefializacion que promueve el posicionamiento de los transportadores de glucosa2y 4
(GLUT2 y GLUT4) de las vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica no ocurre, esto
desencadenainevitablemente la no absorcidn de glucosaen la célula,y por ende la glucosa en sangre
libre aumente sus concentraciones a niveles tales que el cuerpo tendra que almacenar como
glucogeno en el tejido adiposo (Galgani & Ravussin, 2012; Fernando Carrasco et al., 2013; Boucher et

al., 2014).

Algunos de los factores que pueden estar desencadenando la falta de reconocimiento de los

IRa e IRB son la presencia de estrés oxidativo, es decir, una produccién alta de especies reactivas de
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oxigeno (ROS) a manera de radicales libres que afectan el funcionamiento directo de toda la célula
desde el proceso de la produccion a nivel transcripcional de los receptores ainsulina, ocasionado por
la alimentacion, factores ambientales como el estrés o la falta de actividad fisica (Li etal., 2022). Los
procesos inflamatorios crénicos tal como ocurre en presencia de sobrepeso y obesidad que pueden
desencadenar a su vez mutaciones en las proteinas de la cascada de sefializacion que promueve el
posicionamiento de GLUT 2y GLUT 4 en la membrana plasmatica (Fig. 2).

Figura2 1

Representacion del mecanismo de accion de la insulina en los receptores a insulina en las células del tejido adiposo.

Tejido adiposo

En estado de alimentacion, la insulina recluta GLUT4
en la membrana plasmatica para promaover la
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En condiciones normales, la glucosa circundante en sangre induce la sintesis y secrecion de insulina de las células beta-
pancredticas. Posteriormente se da el proceso de sefializacion y union dela insulina a su receptor, que generala cascada de
sefializacion de las PI3K, ocurre un incremento en las concentraciones de calcio en el interior de la célula y esto induce la
formacion y posicionamiento de los transportadores de glucosa GLUT 4 hacia la membrana plasmdtica para poder
transportar al interior de la célula la glucosa circundante. Este proceso se da siempre y cuando haya una correcta
comunicacion de la insulina con su receptor.

Otro factor importante es la mutacion en los receptores a insulina ya sea por factores

ambientales externos o por predisposicion genética, o incluso el estrés en el reticulo endoplasmico,



cuando existe una falla constante en la produccion de la sintesis proteica, que puede afectar la

integridad de cualquiera de las proteinas implicadas en la absorcion de glucosa (Lee et al., 2022).

Si bien la Rl es un factor determinante en la desregulacion de la absorcion de la glucosa, la

resistencia a la insulinatambién puede provocarotro estado de desregulacion como lo esla presencia

de insulina abundante en el organismo por la falta de reconocimiento principalmente en las células

del masculo y del tejido adiposo y su sobreexpresion ante una gran cantidad de glucosa en sangre.

Esto puede derivar en otro padecimiento conocido como hiperinsulinemia (Nubiola et al., 2015).

Figura3 1

Estado hiperinsulinémico en sangre
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El receptor a insulina pierde sensibilidad a esta
hormona, por lo que es incapaz de unirse, dejando
libres grandes concentraciones de insulina en el
suero sanguineo. Esto consecuentemente altera el
ingreso de la glucosa presente en suero sanguineo
hacia el interior de la célula al interrumpir la cascada
de sefalizacion que genera la formacion y
posicionamiento del transportadorde GLUT 4 en la
membrana plasmadtica. Esto genera un estado tanto
de hiperinsulinemia como de hiperglicemia

La hiperinsulinemia derivada de la Rl se conoce
también como hiperinsulinemia compensatoria. Este
estado de exceso de insulina en la sangre se relaciona
completamente con el mal funcionamiento de los
receptores a la insulina IRa e IRB, lo que conlleva al
incremento en concentraciones de la hormona insulina
en sangre, incapaz de promover la absorcion de la
glucosa por parte de las células. Este estado de
hiperinsulinemia prolonga el estado de Rl en el
organismo, ocasionando un estado crénico de Rl e

hiperinsulinemia como si se tratara de un padecimiento

ciclico (Fig. 3) (Madonna & De Caterina, 2012).

El almacenamiento de la glucosa en el tejido
adiposo se debe a una constante alimentacion alta en
carbohidratos y su poca absorcion por desregulaciones
en el sistema de la absorcidn y utilizacion de la glucosa
por parte de las células por accion de la unién de la
insulina a sus receptores (Lietal., 2022). Sin embargo, la
glucosa no es la Unica molécula capaz de almacenarse
en el

tejido adiposo y circular en cantidades

abundantes en el organismo. Este almacenamiento



excesivo de glucosa en el tejido adiposo genera lipélisis aumentada a nivel de adipocito originando
concentraciones elevadas de acidos grasos libres. Este incremento de dichos acidos causa una
acumulacién externa de grasa en el higado, corazén, pancreas y musculo esquelético, entre otros. A
nivel de higado el influjo aumentado de acidos grasos libres genera una produccion y secrecidn
aumentada de lipoproteinas de muy baja densidad, generando el nivel elevado de triglicéridos

(Luengo Fernandez et al., 2005).

2.4 Dislipidemia, arterosclerosis e hipertrigliceridemia

En el torrente sanguineo circulan cuatro tipos principales de lipidos: colesterol, ésteres de
colesterol, triglicéridos y fosfolipidos. Dada la naturaleza hidréfuga de las grasas, es necesario un
medio de transporte hasta los diferentes 6rganos, que son las lipoproteinas. E stas estan compuestas
por un nucleo que contiene triglicéridos y ésteres de colesterol, y una envoltura formada por
colesterol libre, fosfolipidos y apolipoproteinas. Las apolipoproteinas sirven de interfase adicional
entreel medio lipidicoy acuoso, y participan como activadores o inhibidores de procesosenzimaticos

del metabolismo de los lipidos (T. Zhang et al., 2019).

La dislipidemia es una patologia en la cual se presenta una concentracidn elevada de lipidos
en la sangre, dependiendo de los lipidos que se vean alterados, esta patologia puede ser de
naturaleza hipercolesterolemica o hipertrigliceridemica (“Consenso Multidisciplinar Sobre

Dislipidemia Aterogénica,” 2013).

Por otro lado, la arteriosclerosis es un proceso inflamatorio en el que interactdan, a través de
moléculas de adhesion, citoquinas, quimiocininas y factores protrombéticos, moléculas diferentes
comolas lipoproteinas, células del endotelio vascular, macréfagos, células del mdsculoliso, linfocitos

T activados y plaquetas (Madonna & De Caterina, 2012).

Los triglicéridos son compuestos de glicerina unidos de forma covalente a tres cadenas de
acido grasos. Se almacenan en tejido adiposo y, cuando se necesita un aporte energético,
experimentan lipdlisis liberando acidos grasos libres, que pasan a la circulacién unidos a albdmina.

Los acidos grasos son transportados principalmente al higado, muisculo y corazén. El higado es
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también capaz de utilizarlos para sintetizar nuevos triglicéridos. Los acidos grasos se diferencian
entre si por la longitud de su cadena y sus diferentes grados de saturacidn. Se distinguen dos tipos,

acidos grasos saturados y acidos grasos poliinsaturados (Parhofer & Laufs, 2019; Packard etal., 2020).

Existe una relacion fisiopatoldgica entre la elevacion de los triglicéridos y la disminucion de
colesterol unido a HDL a través del metabolismo de las lipoproteinas que se desarrolla alrededor
de la accion de las lipasas (lipoproteinlipasa LPL, lipasa hepatica LH), de la lecitina-colesterol-
aciltransferasa (LCAT), el cassette de enlace a adenosin trifosfato tipo Al (ATP-binding-cassette-
A1ABCAL), los receptores basureros del macréfago y del higado (SR-A, SR-B1) y el receptor hepatico
de la lipoproteinas de baja densidad (LDL-r). Todos estos factores intervienen en el metabolismo de
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), a través de su transformacion a las de densidad
intermedia (IDL) hasta las de baja densidad (LDL), y en el transporte principal de triglicéridos y
colesterol a la periferia. La LCAT se encarga del transporte reverso del colesterol de nuevo al higado
gracias alas HDL. En este circuito, una proteina, la transportadora de éster de colesterol (CETP), tiene
la capacidad de intercambiar triglicéridos por colesterol en las lipoproteinas (Luengo Fernandez et

al., 2005; Santos-Baez & Ginsberg, 2020; Vintimilla et al., 2023).

Las HDL aumentan sus triglicéridos, perdiéndolos después via lipasas. Las HDL son mas
facilmente eliminadas por via renal, lo que disminuye su concentraciéon en sangre y reduce la
capacidad del organismo para lavar el colesterol de las lesiones arteriales. Por ello, en el SM se explica
la presencia de elevaciones de triglicéridos asociados a HDL bajoy a la presencia de LDL que, si bien
no se encuentran necesariamente en mayor cantidad, si son mas pequefias y densas. Las personas
con triglicéridos elevados al menos moderadamente son mas obesas, tienen menores
concentraciones de HDL y mayores de insulina, abundantes particulas de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)y masdel triple de riesgo cardiovascular que los que tienen los triglicéridos normales

(Luengo Fernandez et al., 2005; Mosztbacher et al., 2020; Tang et al., 2022).

Parte de la problematica que implica la hiperinsulinemia, dislipidemia y un estado de
aterosclerosis, es el almacenamiento excesivo de lipidos en los adipocitos. Un tejido adiposo con

almacenamiento excesivo de triglicéridos genera un estado de inflamacién crénicoque desencadena
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la obesidad, y esta a su vez representa un factor de riesgo en la aparicion de enfermedades

cardiovasculares, metabélicas y la aparicion de diferentes tipos de cancer (Busebee et al., 2023a).

2.5Tejido adiposo y obesidad Figura41

abdominal Caracteristicas principales que se presentan en pacientes
con obesidad como parte del SM
El tejido adiposo, también conocido Caracteristicas:
. B . T Adiposidad
como tejido graso, es un tejido conectivo que *Inflamacion
4 Funcidn del tejido adiposo
se extiende alo largo de todo el organismo y se T Resistencia a la insulina
compone principalmente de células llamadas Q

Distribucion de tejido

adipocitos (Fig. 4) (Siiteri, 1987). Estas células adiposo:

también llamadas células grasa, se encargan

principalmente del almacenamiento, asi como

4 Grasa subcutanea
T Grasa visceral

Almacenamiento lipidico:

4 Capacidad de

mantenimiento de la homeostasis de los ilmac*;ﬂamiento lipidico
igado
lipidos y el balance energético (Kershaw & Flier, TMusculo esquelético

2004). Si bien se encargan de almacenar

o » ) Algunos de los marcadores se enlistan: adiposidad
triglicéridos, también son capaces de liberar principalmente abdominal, estados inflamatorios, resistencia
.. . . lainsulina y la disfuncién del tejido adiposo.
acidos grasos libres en respuesta a los cambios
en la demanda energética (Boesch et al., 2023). Por su naturaleza de almacenamiento, estas células
son capaces de crecer considerablemente dependiendo la cantidad de triglicéridos que almacenen,
por lo que se asocian al crecimiento del tejido adiposo y con ello un estado inflamatorio ante un
exceso de almacenamiento derivando en padecimientos como el sobrepeso y obesidad (Kershaw &

Flier, 2004; Luengo Fernandez et al., 2005).

El tejido adiposo es considerado como un 6rgano metabélico y enddcrino muy activo con
funciones complejas y esenciales. Si bien este tejido antes era considerado sélo como almacén de
energia, actualmente se sabe que es un sitio importante para el metabolismo de esteroides sexuales,
asi como la produccion de factores enddcrinos que regulan la obesidad, tal como la adipsina (Flier et
al., 1987; Siiteri, 1987). El descubrimiento de la proveniencia de la leptina, una hormona ligada

directamente con la estimulacién de la ingesta de alimentos y promocion del gasto energético

12



sintetizada en este tejido fue lo que establecié al tejido adiposo como un érgano endécrino (Y. Zhang

et al., 1994; Ahima & Flier, 2000)

De acuerdo con su morfologia, ubicacidn y funcidn, el tejido adiposo se puede clasificar en
dos tipos: tejido adiposo blanco y tejido adiposo marrén. Enel caso de los humanos, el tejido adiposo
blanco se encuentra distribuido a lo largo de todo el organismo, con depdsitos especialmente en la
zona intraabdominal que rodea los intestinos y las areas perirrenales, asi como depositos
subcutaneos en gluteos, muslos y abdomen. Gracias a sus caracteristicas de suministro de energia,
las células del tejido adiposo blanco son capaces de liberar energia a través de la hidrodlisis de

triglicéridos almacenados en pequefias gotas de lipidos de las células (Kershaw & Flier, 2004).

En el caso del tejido adiposo marrdn, este se encuentra en los fetos y bebés recién nacidos, ya
sea en las regiones axilares, cervicales, perirrenalesy peri adrenales. Este tejido disminuye conforme
el individuo crece y se desarrolla, al punto de casi desaparecer, esto debido a que dan paso al
crecimiento del tejido adiposo blanco que es mas grande y por tanto tiene mas capacidad de

almacenaje de lipidos (Kwok et al., 2020).

Actualmente, se sabe que el tejido adiposo expresa y secreta multiples péptidos bioactivos
que pueden actuar a nivel autocrino o paracrino, asi como enddcrino, tal como las adipocinas (T.
Zhang et al., 2019). Ademas, este tejido es capaz de expresar receptores que responden a sefiales
aferentes directas de los sistemas hormonales y hasta del sistema nervioso central. Es por ello por lo
que el tejido adiposo no sélo se considera un reservorio y proveedor de energia, sino unamaquinaria
metabdlica que permite la comunicacion entre diferentes drganos, incluso entre sistemas lejanos
como el sistema nervioso central. De esta manera, el tejido adiposo se ve involucrado en procesos
metabdlico-energéticos, neuroendocrinos e inmunes (Kershaw & Flier, 2004; Lakka & Bouchard,

2007).

La funcién enddcrina del tejido adiposo resulta de gran importancia debido a las
consecuencias metabdlicas que pueden desencadenarse ya sea por una deficiencia o un exceso de
este tejido. El exceso de tejido adiposo, que desencadena obesidad, especialmente al almacenarse
en los compartimentos viscerales, tiene una asociacion importante con la dislipidemia,

hipertrigliceridemia, RI, estados proinflamatorios y protrombéticos (von Frankenberg et al., 2014).
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Cuando se presenta este estado de obesidad, la disfuncién de los adipocitos del tejido adiposo
blanco ocurre cuando el exceso de acidos grasos que circulan en el organismodirigidos hacia el tejido
adiposo excede la capacidad de los adipocitos para almacenar el exceso de energia a manera de
triglicéridos. Por consecuencia, esta disfuncionalidad en los adipocitos blancos promueve la
liberacion de mas acidos grasos debido al aumento de los acidos grasos libres circulantes,
conduciendo al desarrollo de hipertrigliceridemiay Rl en los 6rganos adyacentes (Kershaw & Flier,

2004; Lakka & Bouchard, 2007; Busebee et al., 2023b).

La obesidad es un padecimiento cronico multifactorial y moérbido. Este padecimiento se
encuentra influenciado por factores genéticos, neuroldgicos, metabélicos, entéricos y conductuales
(Kwok et al., 2020; Busebee et al., 2023b). Sigue siendo un factor de riesgo modificable clave para
muchas enfermedades comérbidas, incluidas las enfermedades cardiovasculares, metabdlicas, y

otras mas como la diabetes tipo 2 y el cancer (Nubiola et al., 2015).

En humanos, existen diversas formas de clasificar la obesidad en pacientes que presentan un
almacenamiento evidente de grasa abdominal excesiva. De acuerdo con el indice de masa corporal
(IMC) introducido por Quetelet en 1832, y con modificaciones actuales basadas en las dinamicas
sociales, hay tresvalores que pueden estar indicando el estado del paciente adulto: 18.5<esun rango
de peso insuficiente; entre 18.5 y 24.9 es un rango de peso normal o saludable; entre 25y 29.9 es un

rango de sobrepeso, y finalmente si el IMC >30 es un rango de obesidad (OMS, 2023).

En modelos animales tal como los roedores, existen algunos indicadores similares que
permiten establecer si se presenta un estado de almacenamiento de grasa abdominal y con ello la
probable existencia de obesidad. Uno de estos indicadores es el indice de Lee, cuya formula consiste
en dividir la raiz clibica del peso en gramos por la longitud naso-anal en milimetros multiplicada por
1000. El resultado fija la de medicion de la obesidad que debe estar correlacionado con otros

parametros medidos (Rogers & Webb, 1980).

Si bien la obesidad se extiende a lo largo de todo el organismo, es de gran relevancia la
presencia de grasa abdominal como parte de las caracterizaciones de diversas enfermedades,

principalmente las metabdlicas y cardiovasculares. Esta grasa almacenada en el tejido adiposo
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abdominal puede ser de gran relevancia al hablar de problemas a nivel enddcrino relacionados con

la aparicion del SM.

En mujeres, alrededor del 40% de la poblacion en etapa reproductiva sufren de sobrepeso y
obesidad (Johnson et al., 2023). En México la prevalencia de sobrepeso es del 39.1%, de obesidad del
36.1%, y la adiposidad abdominal del 81.6%, donde las mujeres adultas de >30-50 afios presentan la
mayor prevalencia (Barquera S et al., 2020). La obesidad afecta especificamente algunos aspectos
diferentes de la salud de la mujer: fertilidad, ya que las mujeres obesas tienen mas probabilidades de
tener problemas para quedar embarazadas que las mujeres que tienen un peso saludable, cambios
hormonales a lo largo de la vida, pues la obesidad cambia los niveles de hormonas reproductivas a
medida que las mujeres envejecen, el SOPQ que es el trastorno hormonal mas comdn entre las
mujeres en edad fértil (entre los 15 y los 45 afios aproximadamente) y el riesgo de enfermedades
cardiacas, diabetes y cancer de mama que las mujeres contrario a las mujeres sin obesidad (Azarbad

& Gonder-Frederick, 2010; Johnson et al., 2023).

Parte de la problematica que se busca comprender en afios recientes, es la prevalencia de
entidades tal como el sindrome metabdlico en mujeres obesas que puede derivar en problemas de
su fisiologia reproductiva. Para ello primero es necesario comprender el funcionamiento normal de

esta.

2.6 Fisiologia reproductiva del ovario

Elovario es un 6rgano par dinamico dispuesto uno de cada lado del Gtero compuesto de una
cubierta de epitelio germinal a manera de una capsula densa de tejido conectivo conocido como
tdnica albuginea (Fig. 5) (Williams & Erickson, 2000). El ovario se caracteriza por cumplir diversas
funciones dentro de la fisiologia de la hembra, destacando dos principales: la produccion y el
almacenamiento de los ovocitos y la secrecion de hormonas esteroideas y peptidicas (Richards &
Pangas, 2010). Este 6rgano par regula ambas funciones a través de sefiales enddcrinas por medio del
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada (H-H-G) y por sefiales nerviosas provenientes del nervio ovarico

superior, el nervio vago y el nervio del plexo ovarico (Rocks & Kundakovic, 2023).
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El contenido de este 6rgano es dividido en tres regiones dependiendo de sus caracteristicas,
la primera es la corteza externa dentrode la cual se encuentra la zona albuginea que contieneel tejido
conjuntivo denso, el estromay los foliculos, ademas de ser granular debido a la cantidad tan grande
de foliculos ovaricos en diferentes estados de desarrollo; la segunda es la medula que es mas bien un
tejido laxo con mdltiples vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas que continua con el
meso ovario a través del hilio, y el tercero es el hilio o red ovarica que contiene vasos sanguineosy

linfaticos donde se pueden observar células productoras de andrégenos (Fig. 5) (Plant & Zeleznik,

2015).

Las células que componen el ovario se dividen en germinales (ovocitos en diferentes estados
de desarrollo) y somaticas (células de la granulosa, células de la teca y células estromales). La
interaccion entre estas células determina la formacién y el desarrollo de los foliculos en diferentes
estadios que contienen a los ovocitos, la formacion del cuerpo luteo (estructura enddcrina formada
a partir del foliculo ovarico posterior a la ovulacion y necesaria para el establecimiento y

mantenimiento del embarazo) y el proceso de ovulacién (Fig. 5) (Ottolenghi et al., 2004).
Figura51

Anatomia del ovario

Cuerpo luteo degenerado
(Cuerpo albicans)

Cuerpo liteo

Vasos sanguineos
del ovario
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Se observan las capas que componen el ovario, de afuera hacia adentro: corteza, donde distinguimos la zona
albuginea, que contiene tejido conjuntivo denso subyacente al epitelio germinal; ademds de estromayy foliculos.
Lamédula que contiene altejido conectivo laxo muy vascularizadoe inervado que se contintia con el meso ovario
a través del hilio, y el hilio o red ovdrica que contiene vasos sanguineos y linfaticos. Se observan ademds Los
foliculos en diferentes etapas de crecimiento, la representacion del evento de ovulacién por parte del foliculo, y la
formacion del cuerpo liteo después de la liberacion del ovocito.
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Dentro del ovario se orquestan diversos eventos mediante la accion de las hormonasfoliculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH), secretadas por la adenohipodfisis a través de los pulsos de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) proveniente del hipotdlamo (Becu-Villalobos &
Libertun, 1995). Los pulsos de baja frecuencia se encargan de estimular un ligero aumento en los
niveles de FSH al principio del ciclo menstrual en las mujeres y estral en ratas, promoviendo el
crecimiento del foliculo, mientras que los pulsos de alta frecuencia provocan un aumento
considerable en los niveles de LH durante la mitad del ciclo menstrual,esdecir alos 15 dias, y durante
la tarde noche del proestro en ratas, que desencadena el proceso de ovulacion y la formacion del

cuerpo luteo (Becu-Villalobos & Libertun, 1995).

Estos procesos esenciales dentro de la funcion de los ovarios ocurren en la corteza externa del
ovario. El desarrollo folicular que sucede dentro de un foliculo ovarico se compone de un ovocito
primordial en desarrollo rodeado por una o mas capas de células foliculares (Hsueh et al., 2000).
Conforme el ovocito comienza su proceso de maduracién mediante meiosis, el foliculo atraviesa por
diversos cambios estructurales en cuanto a composicion y estructura celular, por lo que se habla de
diferentesfoliculos ovaricos (Plant & Zeleznik, 2015). Los foliculos primordiales que se componen del
ovocito primario rodeado de una pequefia capa de células aplanadas es el primer estadio de los

foliculos, y su estado basal desde el desarrollo fetal hasta la pubertad (Plant & Zeleznik, 2015).

Durante la pubertad, la FSH promueve el cambio en los foliculos primarios. Las células
previamente planas se vuelven cubicas, mientras que el ovocito primordial aumenta de tamafio

convirtiéndose en un ovocito primario (Richards & Pangas, 2010).

Este proceso estimulado por la FSH hace que los foliculos continten creciendo y las células
foliculares proliferen para dar paso a mas capas celulares alrededor del ovocito primario (Richards &
Pangas, 2010). La formacion y proliferacion de las células de la granulosa y las células de la teca
internay la teca externa permite que éstas funcionen para continuarcon el desarrollo delfoliculo. Las
células de la granulosa secretan estrégeno, lo que permite la formacién de una cavidad conocida
como antro, que no es mas que un espacio relleno de liquido que contiene esteroides sexuales,
hormonas glucoproteinas, proteinas plasmaticas, mucopolisacaridos y enzimas (Hsueh et al., 2000).

Este espacio que comienza a desarrollarse da paso a la maduracion de un foliculo primario a un
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foliculo secundario. Las células de la granulosa ademas son capaces de secretar sustancias
glucoproteicas que forman una membrana transparente conocida como la zona pelticida alrededor

del ovocito (Hsueh et al., 2000).

Finalmente, el foliculo adquiere su forma mas madura que es como foliculo terciario o de
Graff, que forma una especie de ampolla en la superficie del ovario que contiene al ovocito

secundario listo para el proceso de ovulaciéon (Williams & Erickson, 2000).

Aunado a ello, el ovario también participaen el proceso de liberacién de ovocitos fertilizables
y el mantenimiento de la funcién de las células liteas mediante la regulacion de mecanismos de
feedback al hipotadlamoy la hipofisis. En este sentido, lafertilidad y su importancia en la reproduccién

depende de estos eventos endocrinosen los que se involucran multiples 6rganos (Wang et al., 2013).

Dentro de las funciones ovaricas, se da un proceso altamente especializado e importante en
la biologia reproductiva de todas las hembras, que es la oogénesis, es decir, el desarrollo de los
gametos femeninos mediante un proceso meidtico (Ottolenghi et al., 2004). Es durante la pubertad
que muchos de los ovocitos primarios comienzan a crecer; gracias a la influencia de la liberacion de
FSH, uno de los ovocitos primarios pareciera supera a los demas para reanudar meiosis |, que permite
que este se convierta en un ovocito secundario. Este a su vez empieza su segunda division meidtica
que se detiene en la metafase y promueve la ovulacion, que de ser exitosa la fertilizacion, reanuda el

proceso de meiosis Il (Plant & Zeleznik, 2015).

La otrafuncidn basica del ovario dentro de la reproduccion de la hembra es la ovulacion. Este
proceso provocador por la hormona LH de la hip&fisis anterior ocurre cuando el foliculo maduro en
la superficie del ovario se rompe para liberar al ovocito secundario de la cavidad peritoneal. Elovocito
secundario liberado en el proceso de ovulacion, listo para la fertilizacion, se encuentra ain rodeado
por la zona pellcida y unas pocas capas de células de la corona radiada (Richards & Pangas, 2010).
En este proceso pueden ocurrir dos escenarios, si el ovocito no es fecundado, este se degenera en
cuestion de dias. De lo contrario, si un espermatozoide es capaz de atravesar la corona radiada y la
zona peldcida ingresando al citoplasma del ovocito secundario, la segunda divisidon meidtica se
reanuda de manera que se forma un cuerpo polar y un évulo maduro que desencadenara la

formacion de un nuevo individuo (Plant & Zeleznik, 2015).

18



Una vez que termina la ovulacion, por accion de la LH, la porcion del foliculo que queda en el
ovario donde se encontraba el ovocito aumenta de tamafio y da paso a un cuerpo ldteo. Este cuerpo
liteo es una estructura glandular que secreta progesterona y pequefias cantidades de estrégeno
(Richards & Pangas, 2010). Si la fertilizacidén no ocurre, el cuerpo liteo permanecera funcional sélo
durante diez dias, posterior a ello dara paso a un cuerpo albicans que es tejido cicatricial e inhibe su
produccién hormonal. Si la fertilizacion ocurre, el cuerpo liteo continua con sus funciones de
liberacion hormonal hasta que la placenta se desarrolla lo suficiente para secretar las hormonas

necesarias para el desarrollo embrionario (Williams & Erickson, 2000).

Estos procesos orquestados por las hormonas FSH y LH se encuentran a su vez regulados por
sus receptores: Receptor a la hormona foliculo estimulante (FSHR) y receptor a la hormona

luteinizante (LHR) (Kishi et al., 2018).

ELFSHR es un receptor acoplado a proteina G localizado principalmente en células granulosa
del ovario. La unidon de FSH a FSHR activa la cascada de sefializacion por cAMP/PKA, promoviendo la
proliferacion de células granulosa, expresion de enzimas esteroidogénicas y produccién de
estrogenos.En el ovario, la presencia de FSHR es esencial para estimular el crecimiento y maduracion
de los foliculos en crecimiento, asi como incrementar la produccion de estrégenos, necesarios para

la retroalimentacion positiva previa a la ovulacion (Clark et al., 2022).

De igual manera, el LHR es un receptor acoplado a proteina G, que se expresa en células teca
interna y células de la granulosa de foliculos grandes pre-ovulatorios y después en el cuerpo liteo.
La activacion del LHR por LH induce la produccién de andrégenos en células tecales, que son
aromatizados a estrégenosen las granulosa, la ovulacidon y formacién del cuerpo liteo y la secrecion

de progesterona por el cuerpo luteo (Bakhtyukov et al., 2023).

En ratas, estos receptores presentan una variacion en su expresion dependiendo del dia del
ciclo estral ya que tambiénvarian las necesidades hormonales a lo largo del ciclo. Durante el proestro,
la expresion y sensibilidad del receptor FSHR al FSH en las células de la granulosa incrementa
temprano para promover la selectiva maduracion de foliculos y produccion de estrégenos que
facilitan el pico pre-ovulatorio de LH; esta elevada expresion de FSHR en proestro dirige la produccion

de estrégenos que, por retroalimentacion positiva, aumentan la secrecion de LH (Kishi et al., 2018;
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Hernandez Lopez et al., 2023). Por otro lado, el receptor LHR se induce en foliculos pre-ovulatorios en
respuesta a FSH y altos niveles de estrogenos, preparando a estos foliculos para responder al pico de
LH que desencadena la ovulacidn. Este incremento de LHR posibilita que la oleada de LH resulte en

ruptura folicular y ovulacion(MARCONDES et al., 2002) .

Alo largo del diestro, FSHR disminuye su expresion tras el pico pre-ovulatorio, pues la funcién
principal de FSH en el reclutamiento folicular ha culminado. Mientras que la expresionde LHR alcanza
un maximo funcional en células granulosa de foliculos dominantes justo antes de ovulacion,
permitiendo la respuesta a la surge de LH(Kishi et al., 2018). Esta fuerte sefializacion a través de LHR

en estro media la ovulacion y el inicio de la formacion del cuerpo luteo.

Finalmente, en el diestroy meta estro (o diestro 2) FSHR disminuye considerablemente porque
la funcidn folicular activa termina tras la ovulacion. Y por su lado, LHR permanece funcional en el
cuerpo luteo para sostener la secrecion de progesterona, esencial para preparar posibles gestaciones.
La sefializacion de LHR regula la funcién lGtea y la secrecidn de progesterona. La baja expresion de

FSHR coincide con la finalizacion del reclutamiento de foliculos(Kishi et al., 2018; Clark et al., 2022).

Lasegunda funcion del ovarioes la secrecion de hormonasesteroideas y peptidicas. Para ello,

es necesario comprender de donde provienen estas hormonas esteroideas mas especificas.

2.7 Esteroidogénesis ovarica en humano y rata

La biosintesis de las hormonas esteroideas permite mantener una funcién reproductiva

estable dentro del ovario ademas de la homeostasis general del organismo (Wierman, 2007).

Las hormonas esteroideas se clasifican en las sexuales que incluyen los andrégenos,
estrogenosy progesterona, los glucocorticoides como el cortisol, y los mineralocorticoides como la
aldosterona, sintetizados en las glandulas suprarrenales, las génadas, la placenta y el sistema
nervioso central (Wierman, 2007). Dependiendo del tejido y bajo el control de ciertos factores, este
proceso de esteroidogénesis puede encontrarse regulado a corto o a largo plazo, por ejemplo, en el
caso de las gonadasy las glandulas suprarrenales, la regulacion es aguda, mientras que, en el cerebro

y placenta, es cronica (Jiang et al., 2014).
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La cascada de sefializacidon mas estudiada en la esteroidogénesis es la mediada por la cinasa
de proteinas dependiente del adenosin monofosfato ciclico/AMPc (proteina cinasa de tipo A: PKA). El
efecto agudo de las hormonas troficas incrementa el contenido intracelular de AMPc activando a la
PKA, la cual fosforila proteinasinvolucradas en el transporte de colesterol hacia la mitocondria, como
tal como la proteina de regulacion aguda de la esteroidogénesis StAR por sus siglas en inglés
(Steroidogenic Acute Regulatory protein) de 30 kDa, cuya expresién aumenta por el efecto hormonal

que promueve la esteroidogénesis en gonadas y corteza suprarrenal (Cato et al., 2002).

Por otro lado, la respuesta crénica se inicia en el transcurso de horas por el estimulo de
hormonastréficas e involucra también la participacion de PKA a través de la fosforilacion de factores
de transcripcion relacionados con la activacion de genes que codifican para enzimas

esteroidogénicas, ademas de la proteina StAR (Cato et al., 2002).

Dentro de la cascada de sefializacion activada, son de suma importancia los eventos de
fosforilacion o desfosforilacion de sustratos especificos por proteinas cinasas y fosfatasas,
respectivamente, con efectos pleiotropicos sobre diferentes funciones celulares como son el

metabolismo, crecimiento, diferenciacion y la esteroidogénesis (Bourque et al., 2012).

Tanto en forma aguda como crénica, la esteroidogénesis se inicia por el estimulo de
mensajeros primarios que pueden ser de naturaleza hormonal. Estos efectos se traducen en eventos
de fosforilacion o desfosforilacion de proteinas e incluso de factores de la transcripcion que

participan en la regulacion diferencial de la esteroidogénesis (Bourque et al., 2012).

La principal respuesta de las células esteroidogénicas a la secrecion de hormonas esteroideas
es la activacion de receptores acoplados a proteinas G por la unidn del primer mensajero, con la
consecuente estimulacion del adenilato ciclasa y el incremento en las concentracionesintracelulares
de AMPc (Cato etal., 2002). En las gonadasy las glandulas suprarrenales, la respuesta aguda mediada
por la via AMPc-PKA involucra la fosforilacion de enzimas como la hidrolasa de ésteres del colesterol
o de proteinas que participan en el transporte de colesterol hacia la mitocondria como es el caso de

la StAR (Fuller, 1991).

El proceso de sintesis de mineralocorticoides, glucocorticoides, andrégenos, progestinas y

estrogenosa partir del colesterol se lleva a cabo por diversas enzimas entre las cuales se encuentran
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diferentes tipos de citocromo P450, deshidrogenasas de esteroides y reductasas (Drummond, 2006).
Elcolesterol es el pilar basico de la esteroidogénesis, siendo sintetizado a partir del acetato o tomado
directamente de la circulacion general. La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva

de la captacidn del colesterol lipoproteico, concretamente de las LDL (Jiang et al., 2014).

Existen receptores para las LDL en las células ovaricas y también hay sistemas enzimaticos
capaces de sintetizar el colesterol dentro de las células de la teca (Jiang et al., 2014). El colesterol,
independientemente de su origen, se transporta después a las membranas mitocondriales de las
células de la teca del foliculo, donde comienza la biosintesis esteroidea. Este proceso tiene como
elemento limitante precisamente la produccion de pregnenolona catalizada por el enzima
desramificante del colesterol (citocromo P450 CYP desramificante), que utiliza como cofactores a la

adrenodoxina y flavoproteinas para dar paso a la pregnenolona (Wierman, 2007).

Subsecuentemente a la pregnenolona, la sintesis de esteroides sigue dos vias: la delta 5-3
hidroxilo la via de delta 4-3 cetona. La primera via sigue con la 17-04-pregnelona y
dehidroepiandrosterona (DHEA), hasta llegar a androstenediona. Se considera que esta via es
caracteristica de los tejidos no luteinizados, como la teca y el estroma. La segunda via sigue con la
formacion de progesterona y la 17-04- progesterona, intersectindose ambas vias en la
androstenediona. Aparentemente esta via predomina en el tejido lGteo, como son las células de la

granulosa (Jiang et al., 2014).

La produccion de estrégenos por las células de la teca del ovario requiere de la sintesis de
precursores androgénicos (androstenediona) a partir del colesterol, bajo el mecanismode la LH (Cato
et al., 2002). La enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 5 en humanos (173HSD5) actua
sobre la androstenediona catalizando la deshidrogenacidn para obtener testosterona (Fig. 6). En los
ovarios de modelos murinos como las ratas que son las mas utilizadas para observar el proceso
esteroidogénico, la enzima que cataliza la produccion de andrégenos, entre ellos convirtiendo
androstenediona a testosterona es la 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (17BHSD1) (Tetsuka

et al., 1998).
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Posteriormente los andrégenos difunden hacia el compartimento avascular de las células de
la granulosa. A este nivel, y por efecto de la FSH que estimula la expresion de la enzima p450
aromatasa mediante sefalizacién por AMPc-PKA, activacion de factores de transcripcion y regulacion
especifica del promotorovarico del gen CYP19A1, los androgenosson bio transformados a estrogenos
por accion de dicha enzima, hidroxilandolos y posteriormente aromatizandolos para dar paso a los
estrégenos como el estradiol. En la fase lUtea, el compartimento ocupado por las células de la
granulosa se vasculariza, permitiendo asi el aporte de colesterol, aunado a un incremento en la
expresion de enzimas esteroidogénicas que resulta en el aumento de la produccidn de progesterona

y estrogenos derivados de los androgenos de la teca (Cato et al., 2002).

Figura6 1
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Dihidrotestosterona

El esquema muestra la ruta descrita en humanos similar a modelos murinos, con la Durante la fase lUtea o
variacion en la enzima 17beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (17betaHSDI1)

descrita como de tipo 5 en ratas que cumple la misma funcién de hidroxilar progestacional del ciclo

androstenediona para generar testosterona. ovérico, las células de la

granulosa luteinizadas se encargan de la produccion de progesterona, hormona responsable de los
cambios durante la fase lUtea del ciclo menstrual y esencial para el mantenimiento del embarazo

(Bakhtyukov et al., 2023).

Una vez ocurridala ovulacion, las células del foliculo ovarico van a constituir el cuerpo lGteo,

el cual sintetiza predominantemente progesterona en respuesta a la LH, a través de la via AMPc/PKA.
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Como en otras células esteroidogénicas, existen otras vias de sefializacién que se activan en forma
dependiente de AMPc, pero independiente de PKA, como en las células de la granulosa, donde a
través de factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (dependientes de AMPc) se activan
también las vias de la quinasa activada por mitdgenos (MAPK), fosfatidil-inositol 3 kinasa (PI3-K) y de

la proteina cinasa B (PKB) (Cato et al., 2002).

En la rata, las glandulas adrenales y los ovarios constituyen las fuentes principales de los
androgenos circulantes. En estos ultimos, las células tecales en respuesta a la LH producen
androstenediona y testosterona. Una de las funciones mas importantes desempefiadas por los
androgenos sobre el ovario consiste en dar lugar a los estrogenos, con la colaboracion de la
aromatasa. Cuanto mayor es la cantidad de testosterona circulante mas importante es la formacion

de estrogenos en los tejidos diana periféricos (Bakhtyukov et al., 2023).

En cuanto a los estrogenos, sintetizados en su mayoria en el ovario, tejido adiposo y una
pequefia cantidad en otros tejidos como hueso y cerebro, promueven las caracteristicas sexuales
secundarias, entre otras cosas. Por otra parte, elevan los niveles de las HDL, los de la antitrombinallll
y los del plasminégeno, mientras disminuyen los de las LDL, reducen la motilidad intestinal

incrementan el cortisol e intervienen en las funciones cerebrales (Wierman, 2007).

La interaccion entre el estrogenoy el dominio de interaccidon del receptor a estrogenos (ER)
con la hormonainduce un cambio conformacional del ER, que hace que éste pierda afinidad por sus
proteinas reguladoras (Plant & Zeleznik, 2015). En este nuevo estado conformacional, el ER puede
interaccionar con otras proteinas correguladoras (coactivadoras y correpresoras), y especialmente lo
hace con otro complejo estrogeno-ER, formandose asi un dimero, que es la forma activa. Esta forma
activa sera la responsable de interaccionar, a través de sus “dedos de zinc”, con los ER presentes en
los promotores o en los amplificadores de los genes diana especificos, induciendo la activaciéon o la

represion de la transcripcion de dichos genes (Al-Shahat et al., 2022).

Hasta la fecha, se han descrito dos subtipos de ER, denominados ERa y Erf3, los cuales
presentan gran analogia y el mismo mecanismo de accioén, aunque se diferencian tanto en su

distribucién tisular como en algunas de sus propiedades (Bakhtyukov et al., 2023).
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La esteroidogénesis ovarica es un proceso indispensable dentro de las funciones ovaricas. Al
igual que la produccion y almacenamiento de ovocitos, la generacion de hormonas esteroideas
regula de manera constante el funcionamiento fisiolégico y reproductivo adecuado en hembras. Este
proceso se orquesta gracias a un gran complejo conocido como eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, el

cual es el responsable de la sefializacion de las hormonas desde su sintesis hasta su transporte.

2.8 Regulacion del eje H-H-G en ratas hembra

El eje hipotalamo hipofisis gdnada, como su nombre lo indica, es un complejo de conexiones
entre tres principales estructuras, el hipotalamo en conjunto con la hipdfisis, y el ovario. Este se
encarga de regular las funciones ovaricas (Fig. 7) (Ahmad et al., 2019). Esto ocurre cuando el
hipotdlamo secreta GnRH, un decapéptido que se libera de manera pulsatil por accion del
neuropéptido kisspeptina, liberado por las neuronas kisspeptidérgicas del Ndcleo Periventricular
Anteroventral (AVPV), y es producido por un nimero relativamente pequefio de neuronas que

concentran sus somas en el area predptica (Rocks & Kundakovic, 2023).

25



Figura71

Interaccion retroactiva del eje Hipotalamo Hipéfisis Gonada en la liberacion de hormonas esteroideas ovdricas

uronas RFRP3

Atto nivel de\  L——u
estradiol Bajo nivel de

ESTROGENOS

Dentro del cerebro se encuentran participando diferentes dreas con diferentes poblaciones neuronales. Las neuronas
encargadas de la estimulacion de la liberacion pulsdtil de GnRH durante el sistema de retroalimentacién positiva son las
neuronas kisspeptidérgicas del drea AVPV, mientras que aquellas neuronas kisspeptidérgicas del drea del nicleo arcuato
también conocidas como kisspeptina, neuroquinina By dinorfina (KNDy) parecieran establecer funciones inhibitorias en la
liberacion de GnRH debido al sistema de retroalimentacion negativa. Estos sistemas generan el pico de LH durante la fase

ovulatoria, y un mantenimiento bajo de concentraciones de LH durante el periodo de crecimiento folicular.

En el modelo de rata, las neuronas GnRHérgicas se encuentran en el septum medial, el
hipotalamo rostral, el nicleo arcuato y especialmente en el area predptica (Becu-Villalobos &
Libertun,1995). Cuando se sintetiza la GnRH, esta es liberada para llegar a los gonadotropos ubicados
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en laadenohipofisis, esto gracias a la conexidn existente entre el hipotalamo y adenohipéfisis a través
del sistema portal de vasos sanguineos ubicado en la eminenciamedia. Las gonadotropinasFSH y LH
secretadas por la adenohipdfisis que tienen como drgano blanco al ovario, llegan a través la
circulacion sanguinea (Becu-Villalobos & Libertun, 1995). Esta caracteristica pulsatil de la secrecidn
de la GnRH resulta en la liberacion pulsatil de la FSH y la LH. La FSH estimula el proceso de
esteroidogénesis ovarica, crecimiento y la maduracion folicular, mientras que, la LH estimula la

esteroidogénesis ovarica, ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Herbison, 2018).

El ciclo estral se presenta a partir de la pubertad y durante la vida reproductiva de las ratas
hembra, y se encuentra regulado por este eje HHG (Adeniyi, 2019). En la rata hembra, la duracién
promedio del ciclo estral es de cuatro a cinco dias durante el cual se presentan cambios
conductuales, morfofisioldgicos, histolégicos y bioquimicos del aparato genital. Este ciclo se
caracteriza por dos fases, la fase folicular y la fase luteinica. La fase folicular consta a su vez de dos
fases: proestro y estro, y la fase luteinica de metaestro, llamado también diestro-1y el diestro-2

(Adeniyi, 2019).

La observacion de la citologia vaginal mediante la toma de frotis vaginal permite de manera
efectiva monitorear estas fases con el ciclo estral de la rata, pues el epitelio de la vagina presenta
diferentes caracteristicas celulares dependiendo de las concentraciones de progesterona y
estrégenosen suero que se presentan durante el ciclo estral. La observacion y determinacion de cada
fase del ciclo estral se rige a partir de los tres tipos de células vaginal: células epiteliales, las células

cornificadas y leucocitos (Krentzel et al., 2022)

Para la identificacion del ciclo estral por medio de su citologia se observa la presencia de
células escamosas (células cornificadas), células epiteliales nucleadasy leucocitos, la proporcion de
estas células determina la fase en la que se encuentra. En el proestro predominan las células
epiteliales nucleadas pueden estar en grupos o individuales, en el estro predominan las células
epiteliales escamosas aparecen en grupo, en el metaestro hay una mezcla de células donde
predominan los leucocitos, pero existe presencia de células epiteliales nucleadas o escamosas y en

el diestro predominan los leucocitos (Adeniyi, 2019).
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En la etapa del proestro las células de la granulosa comienzan a secretar grandes cantidades
de estradiol, por lo que se ha observado que en la tarde de esta fase sus concentraciones son muy
elevadas y declinan rapidamente a lo largo de la tarde del proestro hasta alcanzar concentraciones
basales en la mafiana del estro (Adeniyi, 2019). Esta elevacion en las concentraciones plasmaticas de
estradiol es el estimulo que permite la secrecion de GnRH hipotalamica, asi como las de
gonadotropinas hipofisiarias (Rocks & Kundakovic, 2023). La secrecién de LH y FSH incrementa
simultdneamente entre las 14:00 y 15:00 h del proestroy llegan a concentraciones maximas entre las
17:00y 19:00 h, para finalmente comenzar su descenso. En la madrugada del estro, la LH se secreta
en concentraciones basales desde las primeras horas de la fase, mientras que la FSH presenta un
segundo incremento y comienza a disminuir en la tarde de este dia (Adeniyi, 2019). El resto del ciclo
estral permanecen con concentraciones basales. El incremento de FSH que se presenta en la mafiana
del estro, estimula la seleccion de los foliculos que crecen hasta la etapa preovulatoria en el proximo
ciclo (Ajayi & Akhigbe, 2020). En la etapa del proestro, la concentracidon de progesterona aumenta
posterior a la fase preovulatoria llena de actividad importante de las gonadotropinas, regresando a
concentraciones basales en la mafiana del estro. Esto evita que las concentraciones de LH y FSH
vuelvan a incrementar al siguiente dia e induce el comportamiento de apareamiento en la noche del

proestro, relaja el cérvix uterino y permite que el liquido uterino sea liberado (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Laelevacion de LH también tiene unafuncidonimportante como sistema de retroalimentacion
estimulante sobre la prolactina, que posteriormente inhibe su secrecién (Herbison, 2018). La
prolactina se libera por la tarde del proestro y participa en la regresion del cuerpo luteo del ciclo
anterior. Durante la mafiana del estro, los estrogenos se encuentran en concentraciones basales

(Adeniyi, 2019).

Posterior al estro se observa la siguiente fase, el metaestro o diestro-1. En el frotis vaginal se
identifica al observar leucocitos que se acomparian de un nimero considerable de células epiteliales
nucleadas. En el ovario se observan foliculos en crecimiento con antro pequefio. Esta etapa se

caracteriza por el desarrollo del cuerpo lteo en el ovario (Adeniyi, 2019).

La ultima etapa se llama diestro-2 y en el frotis vaginal se observa con una presencia alta de

leucocitos, y algunas células epiteliales nucleadas, en forma similar al metaestro. Durante esta etapa
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los foliculos ovaricos se siguen desarrollando y aumenta el nimero de foliculos con antro grande. La
secrecion de estrégenos incrementa, mientras que las concentraciones plasmaticas de FSHy LH son
semejantes a las que se observan en el metaestro. Las concentraciones séricas de progesterona
disminuyen progresivamente hasta alcanzar una concentracion relativamente baja (Adeniyi, 2019;

Blair et al., 2022).

3. Antecedentes

3.1 Modelos animales de induccidn del Sindrome metabdlico

A medida que incrementa la prevalencia del SM en todo el mundo, es menester comprender
su patogénesis y sus modalidades de tratamiento con el fin de reducir la prevalencia de este

padecimiento.

Los modelos animales deben permitir una representacion adecuada de las manifestaciones
clinicas de las condiciones humanas, esto debido a la asequibilidad y la rapidez del analisis de un
tratamiento. Las ratas son los animales de experimentaciéon mas utilizados para el estudio, variando
la especie, la cepa, el sexo y la dieta administrada como método de induccion de SM. El desarrollo de
un modelo adecuado de SM utilizando ratas puede contribuir a la aplicacion exitosa de los hallazgos
de la investigacion al entorno clinico. Se utilizan varios métodos de intervencion para inducir el SM
mediante la induccién de una dieta con diversas composiciones, productos quimicos o una

combinacion de ambos (Lutsey et al., 2008; Ressler et al., 2014, 2015; Gunawan et al., 2021).

Se han realizado numerosos estudios relacionados con trastornos metabdlicos utilizando
modelosanimales (Hsieh et al., 2016; Marques et al., 2016; Niewiadomska et al., 2022; Preguica et al.,
2020; Qi et al., 2025; Rakic etal., 2023; Ressler et al., 2014, 2015; Rosini et al., 2012; Trevino et al., 2015).
En estos estudios se han utilizado diversos tipos de dietay su composicion especifica, ya sea en forma
de monodietas, como dieta alta en fructosa, dieta alta en sacarosa, dieta alta en grasas, o las
respectivas combinaciones de una dieta alta en fructosa y alta en grasas, o una dieta rica en sacarosa

y grasas (Rosini et al., 2012; Myles et al., 2023).

Las ratas Wistar y Sprague-Dawley (SD) son los roedores mas comunes utilizados para

desarrollar modelos de SM, ya que son susceptibles a la obesidad inducida por la dieta y a la
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resistencia con caracteristicas individuales. Ademas de la facilidad de manejo, su tamafio mayor que
el de los ratones simplifica la medicion de algunos pardmetros metabdlicos, como la presion arterial
(Marques et al., 2016). Sin embargo, es posible que algunas cepas no desarrollan todos los

componentes del SM (Preguica et al., 2020).

La fructosa presente en muchos alimentos de consumo humano ha dado resultados
interesantes en los modelos murinos. En 2016, Hsieh y colaboradores alimentaron ratas macho SD
con una dieta alta en fructosa al 60% durante 16 semanas para inducir el SM. La induccion del SM se
confirmé mediante un examen de bioquimica sanguinea y determinaron con los resultados
protedmicos que el SMinducido por fructosa inducia cambios en las vias metabélicas de la glucosa 'y
los acidos grasos. Ademas, el estrés oxidativo y las proteinas relacionadas con el estrés del reticulo

endoplasmico fueron modulados por la alimentacion rica en fructosa (Hsieh et al., 2016).

Por su parte,en 2017, Cheny colaboradores demostraron que las ratas SD macho alimentadas
con una dieta rica en grasas (60% kcal) durante 8 semanas produjeron un fenotipo completo de SM,
observando aumento de peso corporal, masa grasa, glucosa plasmatica en ayunas,
hipertrigliceridemia, esteatosis hepatica e hipertension. Las ratas se indujeron a la edad del destete
(3 semanas). Ademas, las manifestaciones ocurrieron mas rapidamente (4 semanas frente a 6

semanas) que la induccidn realizada en ratas adultas (8 semanas de edad) (Cheng et al., 2017).

También se han utilizado diferentes tipos de dietas ricas en grasas para desarrollar modelos
de SM, ya sea a partir de grasas o de aceites vegetales, como el aceite de maiz, el aceite de soja y el
aceite de oliva o de coco asi como grasa animal, como la manteca de cerdo o el sebo de res, tal como
los trabajos realizados por Yao y colaboradores en 2017, donde la dieta administrada con hasta un
70% de grasa en ratas macho adultas SD aumento el peso corporal variablemente en los animales,
ademas que presentaron hiperglucemia, resistencia a la insulina y dislipidemia y un aumento en los

acidos grasos libres en la sangre (Yao et al., 2017).

Si bien estas dietas y el tiempo de administracion han promovido e inducido el sindrome
metabdlico, existen factores dentro de la utilizacion de modelos animales a tomar en consideracion
para su extrapolacion en el humano. Las dietas altas en carbohidratos representan perfectamente la

alimentacion humana especialmente observada en paises del continente americano. En 2015,
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Trevifio y colaboradores utilizaron ratas macho Wistar recién destetadas para alimentarlas por 90 dias
con una dieta hiperglicida (Patente: MX/E/2013/047377), que se disefié con 71,4% de carbohidratos.
El porcentaje de su composicidn se dividié en 80% contenido de glucosay el 20% a fructosa. La grasa
correspondio al 5,8% y se dividié en acidos grasos monoinsaturadosy saturados principalmente, asi
como en acidos grasos poliinsaturados omega 3y 6. La dieta disefiada no contenia fibra porque los
productos fueron desarrollados con reactivos altamente refinados y en consecuencia no tienen fibra
cruda. Este trabajo encontrd que 90 dias eran suficientes para que los animales presentaran un
aumento de la glucosa en sangre en ayunas, en los niveles de insulina y de los lipidos séricos

elevados, que son caracteristicas del SM (Trevifio et al., 2015).

3.2 Sindrome metabdlico en la fisiologia reproductiva de la rata hembra

Si bien se tiene registro de un uso tan amplio de diversas dietas con diversos modelos animales
para lainduccién del SMy conello el analisis de diversas patologias provenientes de la presencia de

este sindrome, en modelos de ratas hembra hay poca informacion al respecto.

En 2015, Hevener y colaboradores se encargaron de revisar el efecto de la desregulacion de los
receptores a estrogeno en presencia de SM a diferentes niveles. Como ya se sabe, en el tejido adiposo
se encuentran estos receptores en cantidades importantes. La literatura arroja que esta demostrado
que los agonistas especificos del estradiol y del ERa promueven la homeostasis energética, mejoran
la distribucion de la grasa corporal y disminuyen la resistencia a la insulina, la disfuncién de las
células B y la inflamacién (Hevener et al., 2015). Sin embargo, si bien el uso terapéutico de
suplementacion estrogénica puede tener complicaciones a la larga por su uso crdnico, si bien en los
modelos murinos se plantea como una buena opcidn, es dificil extrapolarlo al entorno de la medicina

humana.

Uno de los problemas observados mas frecuentemente en modelos de SMes la presencia de otros
sindromes que convergen en algun aspecto, tal como el SOPQ (Otaghi etal., 2019). En 2014 Ressler y
colaboradores indujeron SOPQ mediante la administracion cronica de exposicion a
dihidrotestosterona (DHT) para analizar la capacidad de la cirugia bariatrica gastrectomia en manga

vertical (VSG), para mejorar las anomalias metabdlicas, de comportamiento y reproductivas
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invocadas por este modelo de SOPQ. Encontraron que el tratamiento con DHT combinado con la
exposicion a una dieta rica en grasas dio como resultado un aumento del peso y la grasa corporal,
deterioro de la glucosa en ayunas, hirsutismo, ansiedad y ciclos irregulares. VSG dio como resultado
una reduccion de la ingesta de alimentos, el peso corporal y la adiposidad con una mejora de la
glucosa y los triglicéridos en ayunas. Una vez que los niveles de DHT disminuyeron a la normalidad,
también se restaurd la ciclicidad del celo (Ressler et al., 2014). En mujeres con esta patologia que se
han sometido a una pérdida de peso inducida quirirgicamente han informado de un gran beneficio,
no solo con la pérdida de peso, sino también con la mejora del hiperandrogenismo y la ciclicidad

menstrual (Fauser et al., 2012).

Un afo después, en 2015, Ressler y colaboradores implantaron en ratas jévenes Long-Evans el
androgeno DHT no aromatizable o granulos de placebo antes de la pubertad. La mitad de cada grupo
se mantuvo ad libitum con una dieta alta en grasas (HFD por sus siglas en inglés high fat diet; 40% de
calorias de grasa de mantequilla) o una dieta baja en grasas (LFD por sus siglas en inglés low fat diet)
con nutrientes equivalentes. Independientemente de la dieta, los animales tratados con HFD ganaron
mas peso corporal, tuvieron ciclos irregulares, presentaron resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia en comparacion con los controles con ambas dietas. Los animales HFD/DHT
tuvieron los niveles mas altos de masa grasa y resistencia a la insulina(Ressler et al., 2015). Se
concluyé que mientras que el hiperandrogenismo tipico de modelos con SOPQ impulsé el aumento
general de peso corporal, la intolerancia a la glucosa, las conductas de ansiedad y la capacidad de
respuesta al estrés, el consumo de HFD promovié el efecto de los andrégenos sobre la adiposidad, la

resistencia a la insulina y las conductas depresivas.

Por otro lado, en 2019 Estienney colaboradores establecieron la relacidn entre la resistencia a la
insulina presente en el SM con el SOPQ, demostrado que los niveles séricos y ovaricos de quemerina
estan elevados en un modelode SOPQ en ratas inducido por dihidrotestosterona (DHT). Por otro lado,
actlacomounimportante reguladornegativo de la esteroidogénesis ovarica, inhibiendo la secrecidn
de progesteronay estradiol inducida por el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) en
célulasde la granulosa humanay suprimiendo la expresion de aromatasa y P450scc inducida por FSH

en foliculos preantrales de rata en cultivo y células de la granulosa (Estienne et al., 2019).
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Estudios recientes que se estan llevando a cabo en el grupo de trabajo sobre la induccion del SM
mediante una dieta hipergllcida (Patente: MX/E/2013/047377) en ratas hembra de la cepaLong Evans
a los 24 dias postnatales (PND por sus siglas en inglés Post Natal Days) y durante tres meses han
arrojado que las ratas tienden a presentar niveles elevados de testosterona y de estradiol en suero,
sin embargo, no se sabe alin cual es el factor que se esta viendo alterado dentro de la funcién ovarica
a raiz del SM que ocasiona estos picos de andrégenos y estrogenos (Ledn Figueredo, datos no

publicados).

La falta de informacidn de los efectos que ocasiona las dietas hiperglicidas para desarrollar SM
en la mujer, especificamente en la regulacion y secrecion hormonal de testosterona y estrogenos,
puede ser un desencadenante de desarrollar ovarios poliquisticos. El sindrome de ovario poliquistico
(SOPQ) afecta al 12-21% de las mujeres. Las mujeres con SOPQ exhiben un agrupamiento de
caracteristicas metaboélicas, incluida la obesidad, el estado de los andrégenosy la resistencia a la
insulina, donde ésta Ultima pareciera ser el nexo directo entre la aparicion de SOPQ en una paciente

con sindrome metabdlico (Ranasinha et al., 2015)

Comprender este sindrome desde un enfoque particular, como lo es la alteracién de la
esteroidogénesis ovarica para la liberacion de andrégenos y estrégenos a nivel enzimatico, podria
dilucidar vias de accidon para tratar el SM e incluso para comprender la relacion que existe entre
padecimientos metabdlicos y endocrinopatias, dentro de las cuales se encuentra principalmente el

SOPQ.

4. Justificacion

El SM es una condicién clinica definida por anormalidades morfométricas y bioquimicas
derivadas de asociaciones metabolicas como la obesidad abdominal, hipertension arterial y
alteraciones de la glucemia por RI (Lutsey et al., 2008). Su prevalencia mundial varia entre el 10 y el
84 %, dependiendo de factores como la edad, el género, la razay el origen étnico. En mujeresadultas,

se estima que entre el 20 y el 25 % del mundo lo padece (Laclaustra Gimeno et al., 2005).

El SOPQ es uno de los trastornos mas investigados que se ha asociado fuertemente con la

presencia de SM (Kokkoris & Pi-Sunyer, 2003). Afecta aproximadamente al 12-21 % de las mujeres en
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edad reproductiva a nivel mundial. Este sindrome presenta un cuadro clinico variado que incluye
caracteristicas reproductivas como hiperandrogenismo, irregularidad menstrual, anovulacion,
infertilidad y complicaciones en el embarazo, asi como metabdlicas, como resistencia a la insulina,
mayor prevalencia de diabetes tipo 2 y riesgo de enfermedades cardiacas, y psicolégicas, como
aumento de ansiedad y depresion (Merino P et al., 2009).

Dentro de los factores presentes en el SOPQ que afectan a la salud reproductiva de la mujer,
derivados de la presencia del SM, se encuentra el desequilibrio hormonal, principalmente de
testosteronay estrogenos (Vryonidou et al., 2015). La testosterona es producida por la accion de la
enzima 17BHSD5 (17BHSD1 en rata) que cataliza la reduccion de androstenediona a testosterona,
mientras que los estrégenos son producidos por la aromatizacion de los andrégenos, incluyendo
aquellos que se producen por la glandula adrenal, mediante una serie de reacciones complejas que
se catalizan por una sola aromatasa microsomal, P450 aromatasa (Bremer & Miller, 2014).

En los ovarios, los foliculos se componen, entre otras estructuras, de células de la tecainterna
y externay células de la granulosa que recubren al ovocito. Este par de células expresan receptores
alas hormonasLH y a FSH respectivamente, que se sabe que son las gonadotropinas encargadas de
la sintesis de andrégenos y estrogenos. Es posible que se presente una alteracion en la unidn de
estas gonadotropinas con su receptor, tal como la sobreexpresién o sobre activacién de los
receptores, o por el lado contrario, la desensibilizacion, que estén provocando este desequilibrio
hormonal (Bakhtyukov et al., 2023).

Si bien se sabe que la concentracion sérica de la testosterona y el estradiol tienden a
incrementar en ratas sometidas a dieta hiperglicémica, se desconoce cual es el factor determinante
que desencadena este desbalance en los andrégenos y estrogenos (Ledn, datos no publicados).
Para dar respuesta a esta interrogante, se realizara un estudio experimental de corte transversal en
un modelo de rata inducida con SM a partir de una dieta hiperglicémica desde la etapa infantil para
evaluar en la etapa adulta el ciclo estral, la ovulacién, la concentracidon de gonadotropinas y sus
receptores, asi como la concentracion de las enzimas 17HSD1 y P450aro responsables de la sintesis

de andrégenosy los estréogenos.
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5. Pregunta de investigacion
¢Qué efectos produce el sindrome metabdlico en la ovulacidn, en las concentraciones de
gonadotropinasy en la expresion de los receptores FSH/LH, asi como en la expresion de enzimas

esteroidogénicas y la sintesis de testosterona y estradiol en ovarios de ratas adultas Long-Evans?

6. Hipotesis
Elsindrome metabdlico altera el ciclo estral y la ovulacidon, ademas de modificar las concentraciones
de gonadotropinasy la expresion de los receptores FSH/LH, lo que altera la expresion de las enzimas
limitantes que promueven la sintesis de testosterona y estradiol en ovarios de ratas adultas Long-

Evans.

7. Objetivo

Objetivo general:

Analizar si el sindrome metabdlico altera el ciclo estral, la ovulacion y las concentraciones de
gonadotropinas (FSH/LH), asi como en la expresidn de sus receptores en el ovario, y determinar su
relacion con la expresion de las enzimas esteroidogénicas que participan en la sintesis de

testosterona y estradiol en la rata adulta Long-Evans.

Objetivos especificos:

1. Establecer en las ratas hembra adultas el SM inducido por dieta hiperglicida y analizar los
parametros zoométricos en respuesta al tipo de dieta consumida.

2. ldentificar el inicio de la pubertad y analizarla ciclicidad y la respuesta ovulatoria en las ratas
hembra con SM.

3. Determinar las concentraciones de las gonadotropinas FSH/LH, testosterona y estradiol en el
suero sanguineo de ratas adultas Long Evans con SM.

4. Analizarla expresion de los receptoresa FSHy LHy las enzimas 17BHSDy P450aro en el ovario
de la rata adulta con SM.
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8. Disefo experimental
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9. Metodologia

Obtencion de animales e induccion del sindrome metabdlico

Ratas hembra de la cepa Long Evans recién destetadas, proporcionadas por el bioterio “Claude
Bernard” de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla, fueron mantenidas en condiciones
controladasde iluminacion con 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a las
19:00) y temperatura (22 +2 °C). El manejo de los animales se realiz6 siguiendo las normas
establecidas por la Ley Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion
(NOM-062-Z00-1999, Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio). Los animales se colocaron en camadas de cuatro hembras por caja, teniendo acceso
a la madre hasta los 24 dias de edad y a partir de este momento alimento y agua ad libitum. Se
asignaron al azar en alguno de los siguientes grupos experimentales, cada uno de ellos formado de

15 animales (N=30).

Grupo control n=15 [Dieta Normoglucida (DNG)]: Animales intactos recién destetados que fueron
alimentados durante tres meses con dieta balanceada de aporte energético de 4.87g de

carbohidratos (LabDiet 5001).

Induccion del SM n=15 [Dieta Hiperglicida (DHG)]: Animales intactos recién destetados que
fueron alimentados durante tres meses con una dieta con aporte energético de 7.14g de
carbohidratos (dieta hiperglicida/ hiperglicémica) durante tres meses, tiempo necesario para inducir

el sindrome metabdlico. Patente: MX/E/2013/047377 (Trevifio et al., 2015).

Zoometria

Serealizo la evaluacion zoométrica,en donde unavez por semana se determinaronlos siguientes

parametros en el animal: peso corporal, talla y perimetro abdominal.

Peso corporal: Se utilizo una balanza con capacidad y precisién de 5000 gx1 g/ 177 0zx 0.1 0z
y se registro el peso en gramos. El procedimiento se realizé segln las recomendaciones de Cossio -

Bolafios y colaboradores (Cossio-Bolafios et al., 2010).
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Talla (Longitud total): Se utilizd una cinta métrica antropométrica marca Lufkin modelo
W606PM de acero flexible. El procedimiento se realizd segin las recomendaciones de Cossio -
Bolafiosy colaboradores, tomando como puntos de referencia la base de la cola ala punta de la nariz

(Cossio-Bolanos et al., 2010).

Perimetro abdominal: Se utilizé6 una cinta métrica antropométrica marca Lufkin modelo
W606PM de acero flexible. Para la medicion, el animal se sujetdé con el método de pinzamiento,
posteriormente se colocd la cinta métrica en la parte media del abdomen o bien la mas voluminosa
de la region abdominal del animaly se tom6 como limites de referencia la zona del diafragma (limite

superior) y el pliegue de las piernas (limite inferior).

Con los parametros zoométricos obtenidos se estimd la composicion corporal de un modelo

bicompartimental mediante:

indice de masa corporal (IMC): Se calculéd mediante el indice de Quetelet (OMS, 2023):

peso
talla?

IMC =

Porcentajede grasa corporal: Se calculé de acuerdo conelindice de Lee para modelos murinos

(Rogers & Webb, 1980):

peso corporal®33(g)

% grasa corporal: ( ) X 100

talla (cm)

Masa libre de grasa: Se realiz6 una estimacion de los componentes musculo y hueso. Se
determind mediante la férmula sugerida por Cossio-Bolafios y colaboradores (Cossio-Bolafios et al.,

2010):

MLG = 19.9 + (0.453 X peso corporal (g)) + (0.114 x edad(dias)

Masa grasa: Se realizd una estimacion del tejido adiposo. Se determiné mediante la féormula

sugerida por Cossio-Bolafios y colaboradores (Cossio-Bolainos et al., 2010):

MG = —31.6 + (0.361 x peso corporal (g)) — (0.345 x edad (dias))
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indice de adiposidad disfuncional (DAI): Seestimé el indice DAl como marcador de los cambios
previos en la morfo funcionalidad del tejido adiposo antes de las manifestacionesclinicas. Serealizd

utilizando la formula sugerida por Reyes-Barrera y colaboradores (Reyes-Barrera et al., 2021):

Circunferencia
abdominal Triglicéridos 1.43
(24.02 + (2.37 xIMC) 1.32 Lipoproteinas de alta densidad HDL)

Apertura vaginal y seguimiento del ciclo estral.

Enlos animales del grupo DNGy DHG se realizd el monitoreo de la apertura vaginal a partir de
los 30 dias de vida y posteriormente el seguimiento del ciclo estral con un descanso de 3 ciclos
estrales por cada 3 ciclos tomados. Elciclo estral de los animales se evalué mediante el analisis de la
citologia vaginal, siguiendo el protocolo modificado de Marcondes y colaboradores, (MARCONDES et
al., 2002). Cada mafana, entre las 9 y las 10 am, se obtuvieron frotis vaginales con un asa de
inoculacion estéril de 3 mm. El asa de inoculacién se empap6 en agua destilada, se colocé en un

portaobjetos estandar, se tifid con hematoxilina-eosina y se observé bajo un microscopio 6ptico.

Eutanasia y obtencion de tejidos.

Los animales se sacrificaron a los 110 dias de edad al estro vaginal observado. La autopsia fue
por decapitacion entre las 10:00 y las 11:00 h. El dia de la eutanasia, se suspendid el alimento cuatro
horas antes para realizar una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) siguiendo la metodologia
de Trevifioy colaboradores (Trevifio et al., 2015) (Véase anexo A). Se obtuvieron muestras sanguineas
mediante puncion cardiaca para la evaluacion de los parametros bioquimicos caracteristicos del SM:
glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol, lipidos totales y lipoproteinas séricas, los indices HOMA-I,
HOMA-S y HOMA-B, y muestra sanguinea del tronco para la cuantificacion de hormonas esteroides

(Véase anexo A).
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Se obtuvieron los ovarios y se conservaron a -80°C para posteriormente realizar un macerado
y por medio de la técnica Western Blot detectar la presencia y cantidad de las enzimas 173HSD1y

P450aro en tejido ovarico, asi como de los receptores a FSHy LH en ovario.

Protocolo de Western Blot

Previo a la realizacion del Western Blot, las muestras de ovario fueron colocadas en 750puL de
tampdn de radioinmunoprecipitacion (RIPA por sus siglas eninglés) [50 mM de tampén hidroximetil-
aminometano con acido clorhidrico (Tris-=HCl por sus siglas en inglés) pH 8.0, 250 mM de cloruro de
sodio (NaCl), 2 mM de tampon de acido etilendiaminotetraacético (EDTA porsus siglas eninglés)] que
contenia una mezcla de inhibidores de proteasas [Halt Protease Inhibitor Cocktail (100X) Thermo
Scientific] y se lisaron con ayuda de un homogeneizador de tejidos DAIHAN-brand ® Homogenizing
Stirrer, “HS-30E” a2,000 rpm a 4°C. Posteriormente se centrifugd la muestra a 4°Cdurante 15 minutos
a 14,000 rpm utilizando la centrifuga de la Eppendorf™ Centrifugue 5420000016, se recuperd el
sobrenadante y se almacend a - 20°C. Se establecid la concentracion de proteina por muestra de
ovario lisado mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) (Véase anexo B). Los valores arrojados
fueron en promedio de 4208 ug de proteina total por cada 1000 uL de muestra, de los cuales se

utilizaron 30 ug de proteina total por pozo para la realizacion del Western Blot.

Para el Western Blot se siguid el protocolo con modificacionesde De los Reyes y colaboradores
(De los Reyes et al., 2017) (Véase anexo C). La separacion de las proteinas se realizé en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%. Se aplicaron 30 ug de proteina por
carril en un Mini Protean Tetra (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) y las proteinas se separaron a 110
voltios durante 120 minutos. Las proteinas se transfirieron a una membrana de poli-vinilideno
difluoruro (PVDF) Immobilon ® -P (Merk Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Las membranas fueron
bloqueadas con albimina al 5% en tampdn de solucion salina con trisy Tween 20 (TBST por sus siglas
en inglés) durante dos horas para poder incubar posteriormente los anticuerpos. Para el receptor a
FSH, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario policlonal de conejo IgG FSHR PA5-
50963(dilucidn 1:1500) (Thermo Fisher Scientific - Invitrogen™) durante toda la noche. Al dia siguiente

se realizaron tres lavados de 10 minutos en tampon de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés) a pH 7.4
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y las membranas se incubaron [con el anticuerpo secundario IgG (H+L) anti-conejo HRP conjugado
dilucién 1:20,000] (Thermo Fisher Scientific - Invitrogen™) durante 1 hora y finalmente se realizaron
tres lavados mas en PBS de 10 minutos cada uno. Para el receptor a LH, las membranas se incubaron
a 0.25ug de anticuerpo/mL con el anticuerpo primario policlonal de conejo IgG LHR PA5-79598
(Thermo Fisher Scientific - Invitrogen™) durante toda la noche. De igual manera, se realizaron tres
lavados de 10 minutos en PBS y las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario 1gG (H+L)
anti-conejo HRP conjugado producto #31460 (dilucion 1:20,000) (Thermo Fisher Scientific -

Invitrogen™) durante una hora, para finalmente realizar tres lavados mas en PBS.

Para la enzima p450 aromatasa, las membranas se incubaron a una concentracion delug/mL
con el anticuerpo primario policlonal de conejo IgG Anti-Aromatasa ab18995 (abcam) durante toda
la noche. Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS y las muestras se incubaron
con el anticuerpo secundario IgG (H+L) anti- conejo HRP conjugado producto #31460 (dilucion
1:20,000) (Thermo Fisher Scientific - Invitrogen™) durante 1 hora y finalmente se realizaron tres
lavados mas en PBS de 10 minutos cada uno. Finalmente, para la enzima 17BHSD1, las membranas
se incubaron a una concentracion 0.3ug/mL) con el anticuerpo primario policlonal de conejo IgG
HSD17B1 PA5-79400 Thermo Fisher Scientific - Invitrogen™) durante toda la noche. De igual manera,
se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS y las muestras se incubaron con el anticuerpo
secundario IgG (H+L) anti-conejo HRP conjugado producto #31460 (dilucién 1:20,000) (Thermo Fisher

Scientific - Invitrogen™) durante una hora, para finalmente realizar tres lavados mas en PBS.

Finalmente, para la proteina control que fue actina, se incub6 a una concentracion 1:1000) con
el anticuerpo primario policlonal de cabra IgG actin (1-19) sc-1616 (Santa Cruz Biotechnology, inc)
durante una hora. Posterior a ello se realizaron tres lavados en PBS para incubar (concentracion
1:10,000) con el anticuerpo secundario IgG (H+L) peroxidase-conjugated AffinPure ™F(ab’), Fragment
Conejo Anti- cabra producto 305-036-003 (Jackson ImmunoResearch) durante una hora, para

finalmente realizar tres lavados més en PBS de 10 minutos cada uno.

Las bandas de proteinas se visualizaron con el reactivo Western Blotting Luminol Reagent sc-

2048 en un fotodocumentador de la marca UVitec Ltd. Cambridge - Alliance Q9 Advanced.
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Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de este trabajo fueron analizados en el software GraphPad Prism
Sofware (Version 9.01, GraphPad Sofware, Inc.; La Jolla, CA, USA). La zoometria analizada por la
prueba ANOVA de 2 vias seguida de una prueba Bonferroni post hoc para observar las diferencias de
cada grupo a lo largo de los 3 meses de induccién del modelo de SM. La concentracién de los
marcadores bioquimicos y las hormonas esteroides en suero, se analizaron por la prueba de “t” de

Student donde se compararon ambos grupos para cada variable.

Las bandas de los receptoresa FSHy LH, asi como de las enzimas P450 aromatasay HSD1731
obtenidas para la medicion por la técnica de western blot se analizaron por densitometria usando
cuatro diferentes softwares: NineAlliance x64 (v18.16¢.x64), ImageJ (bundled with 64-bit Java 8.),
Microsoft® Excel 2408 (Build 17932.20540) y GraphPad Prism Sofware (Version 9.01, GraphPad
Sofware, Inc.; La Jolla, CA, USA). Para ello se utilizd el protocolo modificado de Gassmann y
colaboradores, (Gassmann et al.,2009) (Véase anexo D). Se obtuvo la imagen de cada membrana con
el programa NineAlliance x64 (v18.16¢.x64) con una exposicion que iba desde los 15 segundos hasta
los 90 segundos por membrana. Una vez obtenida la imagen, esta fue procesada en el software
ImageJ (bundled with 64-bit Java 8.), donde se ajustd la rotacion, brillo, contraste y saturacion de las

bandas para posteriormente medir la amplitud de cada valor de la curva de cada banda.

Unavez obtenidos los valores proporcionados en pixeles por el software ImageJ (bundled with
64-bit Java 8.), estos datos fueron procesados en una hoja del software Microsoft® Excel 2408 (Build

17932.20540), en donde se realizé el analisis por densitometria con las siguientes formulas:

Intensidad de la banda de proteina de interés

Normalizacion del control: - .
Intensidad de las bandas de proteina control

suma de los controles

Valor normalizado de la banda de la proteina control: -
suma de los duplicados

Normalizacion del control

Normalizacion al control experimental: - v
p Valor normalizado de la banda de la proteina control

La bandade controlutilizada fue la actina. Una vez que se obtuvieron los valores, estos fueron

procesados en el software GraphPad Prism Sofware (Versién 9.01, GraphPad Sofware, Inc.; La Jolla,
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CA, USA) para obtener el andlisis estadistico de los valores obtenidos, asi como la representacion

grafica de los mismos.

Los valores obtenidos se analizaron por la prueba “t” de Studentdonde se compararon ambos
grupos para cada proteina analizada. Para todos los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
realizé una pruebade normalidad de Shapiro para determinar el tipo de analisis estadistico al que se
someterian, y una vez obtenidos los resultados, las diferencias cuya probabilidad fue menoro igual a

0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas.

43



10. Resultados
El consumo de dietas hiperglucidas no altera el inicio de la pubertad y apertura vaginal en

ratas Long Evans.

A lo largo de los dias que transcurrieron antes del inici6 la pubertad que se corroboré con la
apertura vaginal, se obtuvieron los datos de los dias que habia tomado este proceso, para determinar
si la dieta que consumieron los animales recién destetados podia afectar dicho inicio de la pubertad.
En la figura 8 se presentan los resultados del inicio de la pubertad. La apertura de la vagina para el
grupo DNG se presento a los 40.41 + 0.23 dias y la del grupo con DHG a los 40.68 + 0.25 dias. No se

encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (p =0.4438 t student).

Figura 81
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Prueba t-student p < 0.05. No se encontraron diferencias significativas

La dieta hiperglucida no modifica los parametros zoométricos en ratas Long Evans.

Una vez que se midio la zoometria de los animales de los dos grupos DNG y DHG (Fig. 9), al dia del
sacrificio, el grupo DNG presento pesos de 273.3 +4.00 g, mientas que el grupo DHG mostro pesos de
266.6 + 2.70 g, sin presentar diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0.8380, t student), en

cuanto a la circunferencia, en el grupo DNG fue de 16.25 cm mientras que en el grupo DHG fue de
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16.23 + 0.07 cm encontrando que tampoco existian diferencias significativas (p = 0.8259, t student)y
finalmente, en el grupo DNG hubo una talla de 21.92 + 0.16 cm mientras que en el grupo DHG la talla
fue de 22.03 + 0.16 cm, demostrando que tampoco en este parametro existio una diferencia
significativa entre ambos grupos experimentales (p = 0.6696, t student) concluyendo asi que los
individuos con dietas hiperglicidas no presentan diferencias significativas en cuanto a los
parametros zoométricos después de una dieta hiperglicida administrada durante las 13 semanas de

induccién del SM.

Figura9 1

Parametros zoométricos en ratas DNG y DHG
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Se representa la media + EEM. A) Peso corporal (g); B) Circunferencia abdominal (cm); €) Talla naso-anal (cm) Prueba t-

student p <0.05. No se muestran diferencias significativas.

En la tabla 1 se muestran los resultados de los indices zoométricos de los grupos DNG y DHG.
Los animalesdel grupo DHG presentaron un indice de Lee disminuido con respecto al grupo DNG (8%,
p=0.0105, t student); el grupo DHG presentd un indice de masa corporal disminuido con respecto al
grupo DNG (5%, p=0.0124 t student). Mientras que en la masa magra se encontraron valores de 154.4
+1.76 en individuos DHG, mientras que en los DNG se encontraron valores de 158.0 + 2.480 (p=0.2378
tstudent)yen la masa grasa valores de 57.35+ 1.41 contravalores en DNG de 60.21+ 1.976 (p=0.2378
t student),demostrando que no existen diferencias significativas entre los dos grupos DNG y DHG en

ninguno de los indices calculados y en las mediciones tanto de masa magra como masa grasa.
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Tabla 1

indices obtenidos con los pardmetros zoométricos.

DNG DHG

n=12 n=15
indice de Lee 29.20£0.20 28.54+0.14
IMC 0.58+0.01 0.54+0.01
Masa magra 158.0 +2.480 154.4+1.76
Masa grasa 60.21 £1.976 57.35+1.41

Losvalores presentados sonla media + EEM de los grupos DNG (n=12) y DHG (n=15). Prueba t-student p < 0.05. No se

muestran diferencias significativas.

El sindrome metabolico se manifiesta con la presencia de hiperglicemia e hiperinsulinemia

en ayuno, resistencia a la insulina (indice de resistencia a la insulina HOMA-IR) y dislipidemia

Una vez obtenidas las muestras sanguineas, se analizaron los pardmetros bioquimicos para
determinar la presencia del SM. En la figura 10 se muestran las curvas de glucosa e insulina entre los
grupos con DNG y DHG. En la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) los animales del grupo
DHG se elevaron las concentraciones de glucosa hasta 134.0 + 20.17 mg/mL de manera significativa
(p =0.0188 t student) con respecto al grupo DNG con concentraciones de glucosa de hasta 73.80 +
3.569 durante el tiempo cero. El tiempo 30 no presentd diferencias significativas entre las
concentraciones de glucosa del grupo DNG (127.0 + 13.03 mg/mL) con respecto al grupo DHG (156.2
+17.82 mg/mL) (p =0.2224 t student). Posteriormente en el tiempo 60 se presentd la mayor diferencia
significativa entre las concentraciones de glucosa del grupo DHG con 271.3 + 9.259 mg/mL con
respecto al grupo DNG con 117.8 + 6.763 mg/mL (p = <0.0001 t student). Finalmente, en el dltimo
tiempo de toma de muestra de la PTOG, el grupo DNG presentd concentracionesde glucosa de 106.4
+ 2.008 mg/mL mientras que el grupo DHG presentd concentraciones de 132.8 + 15.48 mg/mL sin
mostrar diferencias significativas (p = 0.1295 t student). En cuanto a la curva de tolerancia oral a la

insulina (PTOI) el comportamiento fue similar al de la PTOG con valores significativos durante todas
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las tomas de muestra a lo largo del tiempo. En el tiempo 0, el grupo DHG tuvo concentraciones de
insulina de hasta 26.12 +6.28 uU/mL, significativamente mas elevadas que en el grupo DNG con 9.840
+0.5391 pU/mL (p=0.0325 t student). En el tiempo 30, el grupo DHG tuvo concentraciones de insulina
de 40.68 + 6.314 pU/mL, significativamente mas elevadas que en el grupo DNG con 17.18 + 2.074
uU/mL (p=0.0077 t student). En eltiempo 60, el grupo DHG tuvo concentraciones de insulina de 33.98
+ 5.542 pU/mL, significativamente mas elevados que en el grupo DNG con 16.72+ 3.058 pU/mL (p =
0.0260 t student). Finalmente, en el tiempo 90, el grupo DHG tuvo concentraciones de insulina de
hasta 21.60 +2.667 uU/mL, significativamente mas elevados que en el grupo DNG con 14.32 + 1.686
uu/mL (p = 0.0499 t student).
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Representacion grdfica de A) curvade tolerancia orala la glucosay B) curva de tolerancia oral a la insulina, t-student *p <

0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Enla figura 11 se muestran los resultados obtenidos de los indices de resistencia a la insulina.
En los tres indices se presentd una diferencia significativa en el grupo DHG con respecto al DNG. El
primer indice, HOMA-IR para determinar el riesgo de resistencia a la insulina mostré valores
mayormente significativos en el grupo DHG de 1.394 +0.3544 con respecto al grupo DNG con 0.2940
+0.0261 (p=0.0148 t student).En el indice HOMA-S%, que permite analizar la posible estimulacion de

las células B-pancreaticas para liberar insulina, el grupo DHG presentd valores significativamente

47



menores con 92.29 + 20.61 con respecto al grupo DNG con 351.4 + 31.83 (p = 0.001 t student).
Finalmente, en el indice HOMA-B% que permite determinar el estado disfuncional de las células B-
pancreaticas se presentaron en el grupo DHG valores de 57.59 + 3.482 significativamente mas
elevados con respecto al grupo DNG con 44.52 + 1.421 (p = 0.0084 t student). Con ello se determind
que los animales presentaron resistencia a la insulina, una de las caracteristicas principales del

sindrome metabdlico.

Figura111
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Se representala media + EEM de las ratas de los grupos DNG y DHG. A) Indice de resistencia a la insulina HOMA-IR; B) indice
de estimulacién de las células beta-pancredticas para liberar insulina HOMA-S%; C) indice de disfuncionalidad de las células

beta-pancredticas. T-student * p <0.05, ** p<0.01, ***p <0.001.

En la figura 12 se muestra la bioquimica sanguinea que caracteriza el SM. Los valores de los
triglicéridos no presentaron diferencias significativas entre el grupo DHG (169.3 + 8.511 mg/mL) y el
grupo DNG (152.0 + 2.887 mg/mL) (p = 0.1260 t student). El grupo DHG presentd concentraciones
significativamente mas elevadas en el colesterol de hasta 126.7 + 4.158 mg/dL con respecto al grupo
DNG con valores de 98.88 +3.993 mg/dL (p = 0.0013 t student). En cuanto a los diferentes tipos de
lipoproteinas también se encontraron diferencias significativas, con valores significativamente
menores del grupo DHG de HDL 33.00 + 1.468 mg/dL contra el grupo DNG con 41.55 + 0.9921 mg/dL

(p=0.0029 t student) y valores significativamente mas elevados en el grupo DHG de LDL (63.80 + 3.873

48



mg/dL) y de VLDL (24.23 + 0.8686 mg/dL) con respecto al grupo DNG de LDL (37.60 +3.905mg/dL) (p
=0.0090 t student) y VLDL (20.87 £0.3480mg/dL) (p = 0.0228 t student).

Con estos resultados se encontré que los animales presentaron hipercolesterolemia y
dislipidemia, conformando mas de tres caracteristicas que definen el sindrome metabdlico, por lo
que se pudo demostrar la induccion de dicho sindrome a los tres meses de alimentacion con una

dieta hiperglicida.

Figura121
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Se representa la media + EEM de las ratas de los grupos DNG y DHG. A) Triglicéridos mg/mL; B) Colesterol total (mg/dL); C)
Lipoproteinas de alta densidad HDL (mg/dL); D) Lipoproteinas de baja densidad LDL (mg/dL); E) Lipoproteinas de muy baja
densidad VLDL (mg/dL). Prueba t student, donde * indica diferencias significativas p < 0.05, ** indica diferencias

significativas p <0.01, *** indica diferencias significativas p < 0.001.

49



El indice de adiposidad disfuncional incrementa en individuos no obesos con sindrome

metabolico

Debido aque el modelo no presentd diferencias en los parametros zoométricos, se determind
el estado de funcionalidad del tejido adiposo, por lo que se obtuvieron los valores del indice de
adiposidad disfuncional de cada individuo (n=6) tomando en cuenta la circunferenciaabdominal, el
IMC, el valor de TG en sangre, y las HDL en sangre. Enla figura 13 se muestran los resultados obtenidos
de los animales de cada grupo experimental. El grupo DHG (1.7 UA) presentd valores

significativamente mayores con respecto al grupo DNG (1.28 UA) (p=0.0456 t student).

Figura131
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Serepresentala media +EEM. Elgrupo DHG presenté un indice significativamente mds elevadoque el grupo control. Prueba

t-student p < 0.05.

El sindrome metabdlico altera el ciclo estral

Considerando que la dieta administrada al grupo DHG generd hiperglicemia e hiperinsulinemia
en ayuno, dislipidemia y disfuncionalidad adiposa, y con ello establecié el modelo de sindrome
metabdlico, se investigo si éste tenia efectos a nivel reproductivo en los animales. Del total de los

animales pertenecientes al grupo DNG, dos presentaron aciclicidad (16.6%), mientras que de los
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animales pertenecientes al grupo DHG, nueve presentaron ciclos irregulares (60%) con un
alargamiento durante el diestro por mas de tres ciclos. En la figura 14 se muestra la representacion
grafica del total de ratas ciclicas contra los aciclicos entre cada grupo experimental. Existen
diferencias significativas entre cada grupo experimental (p= 0.0473), un 62.50% de ratas totales
ciclicas pertenecen al grupo DNG mientras que 37.50% de ratas totales ciclicos pertenecen al grupo
DHG. Del total de ratas aciclicas, un 18.18% es representado por ratas del grupo DNG, contra un
81.82% representado por ratas del grupo DHG, siendo el grupo DHG el que presenta mayor cantidad
de ratas irregulares con respecto al grupo DNG. En A se observa la representacion del
comportamiento de los ciclos estrales en ratas ciclicas del grupo DNG, mientras que en B se observan
los ciclos estrales de las ratas aciclicas del grupo DHG, presentando una persistencia de diestros, e

incluso la ausencia de estros entre ciclos.
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Figura141

Representacion grdfica de la ciclicidad total en el ciclo estral de las ratas

15=
HE DNG
[72]
o El DHG
3
> "7
T
£
[«*]
=]
— 5+
©
-
(o]
) I I
o I
1 1
Ciclicos No ciclicos
B Ciclo estral Rata 4 DHG Ciclo estral Rata 1 DNG Dia del ciclo estral
. Dia del ciclo -

IS

estral (1P,2E,3D) (1P,2E,3D)

-V WYY

T T T T T T T T T T T T LU B B B B B e
NUBHO0A LAI/MMEINC N YD HHE0A DOIMI N YD B D0 B AIMEEL N R R N R R R N A O R R N N N R R R R RN RRCRY

w
w

Dia del ciclo estral
N N

Dia del ciclo estral
N

o

Dia de la semana Dia de la semana

Ciclo estral Rata 6 DNG Ciclo estral Rata 6 DHG
Dia del ciclo 4
estral (1P,2E,3D)

IS

Dia del ciclo
estral (1P,2E,3D)

w

Dia del ciclo estral
N N

Dia del ciclo estral
»

°

ESLIBLISLINL .05 L e L L L B L T T T
N D R N R R R R I L R R R N N R R R R N R IURERY B R R O N R R R N R A N O N N A R R RN Y

9 -

Dia de la semana Dia de la semana

A: Las ratas DHG presentaron un mayor porcentaje de individuos con aciclicidad con respecto a las del grupo DNG. B: Ciclo

estral de dos ratas representativos del grupo DNG. C: Ciclo estral de dos ratas representativos del grupo DHG.

Se obtuvo la tasa de ovulacion y la cantidad de ovocitos liberados por ambos ovarios de cada
animal en el caso de aquellos que si ovularon. En la figura 15 se presentan los datos de la ovulacion.
En A el total de animales que ovularon y que no ovularon de cada grupo. El grupo DHG presentd un
total de 50% de individuos ovulantes, contra un 100% de animales ovulantes en el grupo DNG. En B
se presentan el ndmero de ovocitos liberados por cada grupo. Se observa una tendencia a la

disminucion en la cantidad de ovocitos liberados de los animales DHG (8.400 + 1.720 ovocitos) que si
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ovularon con respecto a los animales que ovularon de DNG (10.80 + 0.800 ovocitos) sin diferencias

significativas (p = 0.2415 t student).
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A: Tasa de animales ovulantes TAO. Las del grupo DNG presentaron un 100% en la tasa de ovulacion, mientras que las ratas
del grupo DHG presentaron una tasa del 50% de ovulacién. B: Respuesta ovulatoria de ratas DNG con respecto a ratas DHG.

Prueba t-student p < 0.05. No se encontraron diferencias significativas

El sindrome metabolico causa una alteracion en la concentracion de hormonas

gonadotropicas y el receptor a FSH.

En la figura 16 se presentan las hormonas gonadotropicas con sus respectivos receptores en
ovario. La medicidn se realizd en los individuos DNG (n=6) y en el grupo DHG se dividié en aquellos
ovulantes (DHG O n=6) y no ovulantes (DHG N O n=6). Los resultados obtenidos muestran que la
hormona FSH tiene un incremento significativo en los individuos DHG O (1.900 * 0.1673 IU/L) en
comparacion con aquellos DNG sanos (1.467 + 0.021 IU/L) (p = 0.0195 ANOVA de dos vias), y una
disminucion significativa en aquellos DHG N O (1.350 + 0.022 IU/L) con respecto a los DHG ovulantes
(p = 0.0047 ANOVA de dos vias), ademas, los receptores a FSH se encuentran expresados
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significativamente menos en las ratas del grupo DHG no ovulantes (0.8401 + 0.0223 UA) con respecto
al grupo DNG (1.00 + 0.0574 UA) (p=0.0321 ANOVA de dos vias), mientras que, si bien la hormona LH se
encuentra en concentracionessignificativamente mas altas en los individuos DHG ovulantes (7.067 +
0.522 1U/L) en comparacion con el grupo DNG (3.700 + 0.1461 IU/L) (p = <0.0001 ANOVA de dos vias) y
significativamente menor enindividuos DHG no ovulantes (2.800 + 0.044 1U/L) (p =< 0.0001 ANOVAde
dos vias). Mientras que en el receptor a LH no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (DHG ovulantes 1.036 + 0.1390 UA, DHG no ovulantes 0.9503 + 0.1207 UA, DNG 1.00 + 0.1060
UA) (p = 0.1252 ANOVA de dos vias).

Figura161
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Serepresenta la media + EEM de las ratas de los grupos DNGy DHG. A: Bandas proteicas obtenidas por la técnica de western
blot, correspondientes al peso molecular de FSHRy actina, utilizada como control de carga. B: Niveles de la hormona foliculo
estimulante (FSH) en ratas ovulantes y no ovulantes. C: Receptor a FSH (75kDa) expresado significativamente menos en el
grupo DHG. D: Bandas proteicas obtenidas por la técnica de western blot, correspondientes al peso molecular de LHR y
actina, utilizada como controlde carga. E: Niveles de la hormona luteinizante (LH) en ratas ovulantes y no ovulantes. Existe
un incremento significativo en las concentraciones de LH en individuos ovulantes con SM. F: Receptor a LH (78-93kDa) no
muestra diferencias significativasentre los tres grupos. Prueba ANOVAde dos vias donde * indica diferencias significativas p

<0.05, ** indica diferencias significativas p < 0.005

El sindrome metabélico genera estados de hiperandrogenismo.

Finalmente, se evalué la concentracion de las hormonas esteroideas y se estimd la
concentracion de las enzimas limitantes para la sintesis de estas hormonas dentro del ovario, la p450
aromatasa y la 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa para analizar si existe un efecto en la

concentracién en presencia de sindrome metabdlico.
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En la figura 17 se observan estados de hiperandrogenismo tanto en los individuos DHG
ovulantes (1.767 + 0.042 ng/mL) (p = 0.0019 ANOVA de dos vias) como aquellos DHG no ovulantes
(1.700 + 0.044 ng/mL) (p = 0.0065 ANOVA de dos vias) comparado con losindividuos DNG (1.367+ 0.076
ng/mL), sin embargo, no existen diferencias significativas en la concentracion del estradiol
(individuos DHG ovulantes (99.40 + 0.042 pg/mL), DHG no ovulantes (84.60 + 2.460 pg/mL) e
individuos DNG (90.00 +6.017 pg/mL) (p = 0. 4265 ANOVA de dos vias)

Tampoco se encontraron diferencias significativas en ambas enzimas 17BHSD1 (individuos
DHG ovulantes (1.043 + 0.1272 UA), DHG no ovulantes (0.9086 + 0.1017 UA) e individuos DNG (1.00 +
0.1030 UA) (p=0.1261 ANOVA de dos vias)y P450 aromatasa (individuos DHG ovulantes (1.161 +0.1400
UA), DHG no ovulantes (0.9325 + 0.0839 UA) e individuos DNG (1.00 + 0.0966 UA) (p =0. 2339 ANOVA de

dos vias)

Figura171

Hormonas esteroideas estradiol y testosterona y sus enzimas limitantes p450 aromatasa y 17beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa en el ovario
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Serepresenta la media + EEM de las ratas de los grupos DNG y DHG. A: Bandas proteicas obtenidas por la técnica de western
blot, correspondientes al peso molecular de la enzima 17beta hidroxiesteroide deshidrogenasa y actina, utilizada como
control de carga B: Niveles de testosterona total, existe un incremento en la concentracion de testosterona en individuos con
sindrome metabdlico. C: Enzima 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa (78-93kDa) no muestra diferencias significativas
p <0.05. D: Bandas proteicas obtenidas por la técnica de western blot, correspondientes al peso molecular de la enzima p450
aromatasay actina, utilizada como control de carga. E: Niveles de estradiol (E;), no existen diferencias significativas, p <
0.05. F: Enzima p450 aromatasa (35kDa), no existen diferencias significativas p <0.05. Prueba ANOVA de dos vias donde *

indica diferencias significativas p<0.05, **indica diferencias significativas p < 0.005, *** indica diferencias significativas p <
0.001.
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11. Discusion
El presente trabajo establece un modelo de ratas hembra de la cepa Long Evans con
alteraciones ovaricas a nivel hormonalinducidas por el desarrollo del sindrome metabdlico (SM) tras
la administracién de una dieta hiperglicida (DHG) durante tres meses. Los resultados obtenidos
evidencian que, a pesar de no observar cambios significativos en los parametros zoométricos, las
ratas desarrollaron un perfil bioquimico caracteristico del SM, acompariado de disfuncién ovarica y

alteraciones hormonales que afectan directamente la dinamica del ciclo estral.

De acuerdo con lo reportado por Myles y colaboradores en 2023, quienes compararon los
efectos de una dieta occidental, una dieta alta en carbohidratos y una dieta estandar en ratas Long
Evans durante la adolescencia, los resultados del presente trabajo confirman que las hembras
tienden a mantener un porcentaje de grasa corporal estable entre grupos experimentales aun ante el
consumo de dietas hipercaldricas. En ambos casos, no se observaron aumentos significativos en el
peso corporal ni en la masa grasa, lo que sugiere la existencia de mecanismos compensatorios
hormonales o metabdlicos en las hembras que modulan la acumulacién de tejido adiposo (Myles et

al., 2023).

A diferencia de lo observado en machos Wistar por Trevifio y colaboradores en 2015 (Trevifio
etal., 2015) quienes reportaron incrementos significativos en peso corporal, indice de masa corporal
y porcentaje de grasa al inducir el SM con una dieta hiperglicida similar, en el presente estudio las
ratas hembra Long Evans no mostraron dichos cambios. Esta discrepancia puede explicarse por las
diferencias fisioldgicas entre sexos, particularmente por la accion de las hormonas esteroideas. En
los machos, la testosterona favorece el desarrollo de masa magray el crecimiento somatico (Bhasin
et al., 2003; Quirds Cognuck et al., 2020) mientras que en las hembras se ha descrito una mayor
tendencia a la acumulacién de grasa hepatica y al desarrollo de perfiles inflamatorios especificos
caracterizados por niveles elevados de IL-1B y TNF-a (Miras et al., 2014). Estos resultados respaldan
la hipdtesis de que las hembras pueden ser mas susceptibles a la inflamacion sistémicay hepaticasin
necesariamente mostrar cambios morfométricos evidentes en los primeros meses de exposicion

dietaria.
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El indice de adiposidad disfuncional (DAI por sus siglas en inglés) obtenido en las ratas DHG
(>1.065) refuerzala presencia de dafio morfofuncionaltemprano del tejido adiposo, lo que concuerda
con los hallazgos de Reyes-Barreray colaboradores en 2021, quienes asocian valores elevados de DAI
con alteraciones cardio metabdlicas y pérdida de funcionalidad del tejido adiposo (Reyes-Barrera et
al., 2021). Este indicador, junto con el perfil bioquimico observado (dislipidemia, hiperglicemiay
resistencia a la insulina) confirma la induccion efectiva del SM en el modelo experimental,

coincidiendo con lo descrito previamente por Trevifio y colaborades en 2015 (Trevifio et al., 2015).

Anivel reproductivo, no se observaron diferencias en la aparicion de la pubertad entre grupos,
lo cual coincide con estudios como el de Hohos y colaboradores, que demuestran que la
administracion de dietas hipercaldricas a partir del destete no altera significativamente el inicio del
desarrollo sexual (Hohos et al.,2018; Klump et al.,2021). No obstante, el grupo DHG present6 unaalta
prevalencia de aciclicidad y una mayor frecuencia de fases de diestro, en comparacion con el grupo
control. Estosresultados son consistentes con los reportes de Hohos y colaboradores en 2018 y Morsi
y colaboradores en 2024, quienes observaron aciclicidad en mas del 50% de las hembras expuestas a
dietas hipercaldricas, acompariadas de irregularidad en el ciclo estral y reduccién en la ovulacion

(Hohos et al., 2018; MORSI et al., 2024).

Aunque el grupo DHG present6 concentraciones elevadas de testosterona, este incremento se
observo tanto en hembras ovulatorias como aciclicas, lo que sugiere que el hiperandrogenismo per
se no es suficiente para explicar la irregularidad del ciclo estral. En ese sentido, es probable que la
aciclicidad observada esté relacionada con una alteracion en la sensibilidad ovarica a las
gonadotropinas, particularmente a FSH, que podria ser explicado a través de la diferencia en
expresion de receptores a FSH visto en las hembras DHG no ovulantes, mostrando una falta de
comunicacion entre hormona (FSH) y su receptor, asi como con cambios en el microambiente
folicular asociados a inflamacion y estrés oxidativo, que se han demostrado estar presente en
modelos de SM y de SOPQ donde se han documentado niveles elevados de ROS, junto con un
aumento de marcadores de peroxidacion lipidica como el malondialdehido (MDA), tanto en suero
como en liquido folicular, causando que se interrumpan las acciones de la FSH y la LH, incluso
induciendo apoptosis en las células de la granulosa, impidiendo asi la maduracion folicularadecuada

(Liu etal., 2025; Trevifio et al., 2015). Estas alteraciones podrian impedir una adecuada inducciéon de
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la aromatasa y la produccion de estrogenos necesarios para el feedback positivo y la ovulacién,
prolongando la fase de diestro en un grupode hembras, aunque estas muestren un perfilandrogénico

similar (Hohos et al., 2018; Rocks & Kundakovic, 2023).

Si bien no se observaron diferencias significativas del E; y la pA50aromatasa entre los grupos
DHG O y DHG N O, se observa una tendencia que podria indicarnos que el problema a nivel
gonadotropico tarda en verse reflejado a nivel hormonal dentro del ovario, pero la maduracion

folicular si se ve afectada de inmediato.

En el modelo del presente trabajo no se evidencié un incremento correlacionado en la
expresion del LHR y la hormonaLH en el ovario ni en la actividad esteroidogénica local. Esto sugiere
que el hiperandrogenismo observado no se origind directamente a partir de la via clasica ovarica
dependiente de LH, sino que pudo provenir de una fuente extrinseca: la corteza adrenal, regulada por

el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA).

En condiciones fisioldgicas, la hormona luteinizante (LH) desempefia un papel esencial en la
esteroidogénesis ovarica a través de su union al receptor de LH (LHR) localizado en las células de la
teca interna (De los Reyes et al., 2017). La activacidn de su receptor LHR, estimula la adenilatociclasa
y la produccién de AMPc, lo que activa la proteina quinasa A (PKA) (Kishi et al., 2018). Esta cascada
induce la expresion de la proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR por sus siglas en
inglés), que es responsable del transporte de colesterol desde la membrana externa hacia la interna
de la mitocondria, un paso limitante en la sintesis de esteroides (Bremer & Miller, 2014). De esta
manera, la LH regula indirectamente la produccion de estradiol al generar los andrégenos
precursores que la aromatasa (CYP19A1) transforma en estrogenos dentro de las células de la

granulosa (Bremer & Miller, 2014).

En el presente trabajo, el consumo crénico de una dieta hiperglucidica indujo alteraciones
metabdlicas incluyendo hiperglucemia persistente, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y
disfuncion deltejido adiposo. Estas condiciones se ha observado que activan de manera sostenida el
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) a través de diferentes vias (Ahmad et al., 2019; Buhl et al.,

2007) .
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Una de estas vias es la metabdlica en presencia de hiperinsulinemia al incrementar la
secrecidon de CRH, que estimulala liberacion de ACTH en la hipofisis anterior,y laACTH, a su vez, actla
sobre la corteza adrenal, particularmente la zona reticularis, incrementando la expresidon de la
enzimadel citocromo p450 17al (CYP17A1) y 33 hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), enzimas
responsables de la sintesis de andrégenos adrenales, principalmente DHEA y androstenediona
(Bhasin et al.,2003; Unluhizarci et al., 2021). Diversos trabajos (Ahmad et al., 2019; Bhasin et al., 2003;
Buhletal.,2007; Unluhizarci et al.,2021) han demostrado este mecanismo a nivel adrenalcomo el de
Buhly colaboradores en 2007 en donde trabajaron con ratas SD hiperinsulinemicas desde los 14 dias
de edad y encontraron que, ante el estrés metabdlico temprano, se genera hiperactividad crénica del
eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, lo que resulta en un aumento de las concentraciones
plasmaticas de corticosteronay con ello sustrato disponible para la sintesis androgénica (Buhl et al.,

2007)

Otra via es a través de la potenciacion de la via PI3K/AKT, ya que la insulina promueve el
acoplamiento del receptor a Melanocortina 2 (MCR2), el cual actia como principal receptor de ACTH

(Stener-Victorin et al., 2005; H. Zhang et al., 2016).

Estos androgenos adrenales circulantes pueden convertirse periféricamente en testosterona
mediante la accion de la 173-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD) en higado, tejido adiposo o
incluso en el propio ovario. Asi, el exceso de testosterona presente en el modelo no refleja una
sobreproduccién intrinseca ovarica, sino una sobreproduccion adrenal secundaria al estrés
metabdlico cronico (H. Zhang et al., 2016). En conjunto, estos mecanismos contribuyen a un estado
de hiperandrogenismo de origen adrenal, independiente de la estimulacion ovarica mediada por LH,
lo que explica el por qué no existen cambios significativos en la expresion del LHR ovarico observada
en este modelo, asi como el por qué no se observd una sobreexpresion de enzimas ovaricas

esteroidogénicas, a pesar del hiperandrogenismo evidente en suero.

En este trabajo, ademas, no se encontraron diferencias significativas entre grupos DNGy DHG
en cuanto a la concentracidn de estradiol y la expresion enzimatica de la p450 aromatasa. Si bien se
esperaba observar una alteracion que podria explicar la anovulacion, no se descarta que pueda haber

una falta de estimulo o comunicacidn entre las hormonas esteroideas y las gonadotrdpicas.
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En condiciones normales, el aumento transitorio de estradiol durante el proestro ejerce un
efecto de retroalimentacion positiva sobre el eje HHG. Este efecto esta mediado principalmente por
los receptores estrogénicos a (ERa) y B (ERP) localizados en neuronas del hipotdlamo y células
gonadotropas de la hipdfisis. El estradiol estimula la liberacidon de kisspeptina en el nicleo predptico
y el area anteroventral periventricular (AVPV), lo que incrementa la actividad de las neuronas

productoras de GnRH y desencadena el pico preovulatorio de LH (Totta et al., 2014; Herbison, 2018)

En el contexto del sindrome metabdlico, este mecanismo se ve comprometido. Lainflamacion
hipotalamicainducida porIL-6 y TNF-a (Leon et al., 2021), junto con la resistencia a la insulina, reduce
la expresion de ERa en las neuronas Kiss1, atenuando la sensibilidad al estradiol, tal como explica
Ledn y colaboradores en 2021, que trabajaron con ratones knock-out condicional Kiss1-Nhlh2 'y
observaron que la inflamacion hipotalamica inducida por el dafio en el gen Nhlh2 encargado de la
regulacion de funciones corporales como el metabolismo, la actividad fisica, la obesidad y la
fertilidad, generd citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, caracteristica del sindrome
metabdlico y que junto con la resistencia central a la insulina, alterd la sefializacion intracelular y la
regulacion transcripcional en neuronas Kissl del nicleo AVPV (Leon et al., 2021). Estos procesos
reducen la expresion y funcionalidad del receptor de estrégenos a (ERa), atenuando la capacidad de
dichas neuronas para detectar el incremento fisiolégico de estradiol necesario para la
retroalimentacion positiva. En consecuencia, la liberacion de kisspeptina resulta insuficiente para
inducir el pico preovulatorio de LH, perpetuando la anovulacién y la aciclicidad observadas en el
presente modelo experimental. (Leon etal., 2021). Con ello, no se genera el estimulo suficiente para
la liberacidn del pico de LH, lo que perpetta la anovulaciony la aciclicidad observadas en el presente

modelo.

De esta manera, el modelo de ratas hembra Long Evans sometidas a dieta hiperglicida podria
estar reflejando una disfuncién dual: una disminucion de la capacidad ovarica para responder a LH
mediante la via del colesteroly la esteroidogénesis, y una fuente extrinseca de andrégenos adrenales
exacerbada por la activacion del eje HHA. Esta combinacion genera un estado de hiperandrogenismo
sistémico, pérdida de la retroalimentacion positiva del estrégeno y, por ende, una alteracion

profunda del ciclo estral y de la funcidn reproductiva.
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Finalmente, la disminucidn en la expresion del receptor FSHR observada en el grupo DHG, a
pesar del aumento sérico de FSH, sugiere un mecanismo de desensibilizacidn por sobreestimulacion
hormonal. Totta y colaboradores en 2014, y Clark y colaboradores en 2022 describen que la
exposicion cronica a niveles elevados de FSH puede inducir la internalizacion y degradacion de su
receptor, reduciendo la sensibilidad de las células de la granulosa (Totta et al.,2014; Clark et al., 2022).
Este fendmeno se ve exacerbado por el ambiente inflamatorio e insulino-resistente del ovario, lo que
limita la induccidn de aromatasa (p450aro) y, en consecuencia, la produccion de estrégenos(Lebbe &

Woodruff, 2013).
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12. Conclusidn

Los resultados del presente estudio demuestran que el sindrome metabdlico (SM) se manifiesta
en el modelo experimental mediante hiperglucemia, hiperinsulinemia en ayuno, resistencia a la
insulina y dislipidemia, aun en ausencia de obesidad. Asimismo, en ratas hembra adultas de la cepa
Long-Evans, el SM se asocia conun incremento delindice de adiposidad disfuncional, lo que confirma
que las alteraciones metabdlicas pueden desarrollarse independientemente del aumento de peso

corporal total.

De manera relevante, el SM impacta negativamente la funcidn reproductiva, evidenciado por
alteraciones en el ciclo estral, caracterizadas por aciclicidad y anovulacion, asi como por cambios en
las concentraciones de gonadotropinas (FSHy LH) y en la expresion del receptor de FSH en el ovario.
Adicionalmente, se observd un estado de hiperandrogenismo asociado a una desregulacion en la
sintesis de testosterona, pero no relacionado a la esteroidogénesis ovarica, lo que sugiere una

alteracion profunda a nivel del eje H-H-Ay los mecanismos de regulacion endocrina que la controlan.

En conjunto, estos hallazgos confirman que el SM va mas alla de una via metabdlica y ejerce un
efecto directo sobre la fisiologia reproductiva femenina. La alteracion del ciclo estral y de la funcion
gonadotropica pone de manifiesto la estrecha dindmica entre el metabolismo energético y la
regulacion endocrina del ovario. Asimismo, la presencia de hiperandrogenismo y de disfuncién
esteroidogénica proporciona un marco experimental que permite explicar fendomenos clinicos
observados en mujeres con SM, tales como la irregularidad menstrual, la anovulacién y la

predisposicion al desarrollo del SOPQ.

El presente estudio amplia la comprension de los mecanismos que vinculan las alteraciones
metabdlicas con ladisfuncidn reproductiva, al aportar evidencia experimental de que el SM ejerce un
efecto modulador indirecto sobre la expresion de receptores gonadotrdpicosy la regulacion de la
sintesis hormonal ovarica. Asimismo, establece un modelo animal robusto para el analisis de la
interaccion entre el metabolismo energético y laendocrinologia reproductiva, lo que permite futuras
investigaciones orientadas al disefio de terapias integrales que consideren en conjunto las
alteraciones metabdlicas y reproductivas. Estos hallazgos refuerzan la perspectiva de que la

funcionalidad reproductiva femenina depende estrechamente del estado metabdlico sistémico.
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ANEXO A
Protocolo para la prueba de tolerancia oral a la glucosa PTOG y prueba de tolerancia oral a la
insulina PTOl y protocolo para la cuantificacion de parametros bioquimicos en sangre. (Trevifio

et al., 2015)

Después de 90 dias de administracion de la dieta, se retird la comida a las ratas de ambos grupos para

asegurar un ayuno de 5 horas, y se tomaron muestras de sangre para analisis posteriores.

La sangre se obtuvo de la aorta abdominal de ratas anestesiadas (usando pentobarbital sédico, 50

mg/kg de peso corporal, via intraperitoneal).

La sangre recolectada se procesé mediante un método de microcentrifuga, y los sueros se

almacenaron en un congeladora-70 °C.

Se realizdé una prueba de tolerancia a la glucosa en animales despiertos a las 9:00 a.m. La carga de
glucosa (75 g en 100 mL/70 kg) se administrd por via oral, y los niveles de glucosa en sangre se
determinaron en muestras de sangre caudal tomadas a los 0, 30, 60 y 90 minutos después de la carga

de glucosa.

Las determinaciones basales de glucosa, la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT), los lipidos
totales, triglicéridos, acidos grasos libres, lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL) y finalmente lipoproteina de baja densidad (LDL) se determinaron mediante

técnicas colorimétricas (espectrofotometro BT-330, Biosystems).

Las concentraciones séricas de insulina (0, 30,60 y 90 minutos post carga de glucosa) se determinaron
mediante un inmunoensayo ELISA, y el complejo antigeno-anticuerpo se midié a415 nm en un lector

de placas Stat Fax 2600 (WinerLab Group, EE. UU.).
La concentracion de insulina se obtuvo a partir de una curva estandar con un rango de 0 a 20 uU/mL.

Todas las mediciones se realizaron después de los 90 dias. Posteriormente, los datos de glucosa e
insulina se recopilaron a partir del dreatotal bajo la curva (AUC), y las concentraciones se calcularon

utilizando el método trapezoidal (Potteiger et al., 2002; Purves, 1992).
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ANEXO B

Protocolo para la cuantificacion proteica por el Método de Bradford. (Bradford, 1976)
2.1 Protocolo Estandar

1. El protocolo estandar puede realizarse en tres formatos diferentes: 5 ml, 1 ml (cubeta) y 250 pl
(microplaca). El rango lineal de estos ensayos para BSA (albumina sérica bovina) es de 125-1,000

ug/ml, mientras que para gammaglobulina es de 125-1,500 pg/ml.

2. Saque el reactivo colorante 1x del almacenamiento a 4 °C y deje que alcance la temperatura

ambiente. Invierta el frasco unas cuantas veces antes de usarlo.

3. Si se usa la solucion estandar de BSA o de gammaglobulina a 2 mg/ml, consulte las tablas del
apéndice como guia para diluir el estandar. Use como diluyente el mismo tampon que el de las
muestras. Normalmentelas soluciones se analizan por duplicado otriplicado. Las muestrasen blanco

(0 pg/ml) deben prepararse con agua y reactivo colorante.

4. Pipetee cada estandar y muestra desconocida en tubos o pozos limpios. Agregue el reactivo

colorante 1x y mezcle mediante vortex o con un mezclador de microplacas.

Tipo de ensayo | Volumen de muestra o estandar Volumen de reactivo colorante 1x
5ml 100 pl 5ml

1ml 20 pl 1ml

Microplaca 5ul 250 ul

5. Incube a temperatura ambiente por al menos 5 minutos. No incubar mas de 1 hora.

6. Ajuste el espectrofotdmetro a 595 nm y calibrelo con el blanco (no es necesario para lectores de
microplacas). Mida la absorbancia de los estandares y muestras. Consulte la Seccidn 3 para el analisis

de datos.
2.2 Protocolo de Micro ensayo

1. El protocolode micro ensayo puede realizarse en cubeta (2 ml) o microplaca (300 pl). El rango lineal
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para BSA es 1.25-10 ug/mly para gammaglobulina 1.25-20 pg/ml. 2. Saque el reactivo colorante 1x

del almacenamiento a 4 °Cy deje que alcance la temperatura ambiente.

3. Consulte las tablas del apéndice para las diluciones del estandar de proteina. Use el mismo tampédn

que en las muestras. Normalmente se analizan por duplicado o triplicado.

Tipo de ensayo Volumen de muestra o | Volumen de reactivo colorante
estandar 1x

2ml 1ml 1ml

Microplaca 150 pl 150 pl

5. Incube a temperatura ambiente por al menos 5 minutos. No incubar mas de 1 hora.

6. Ajuste el espectrofotometro a 595 nm y calibrelo con el blanco. Mida la absorbancia de los

estandares, blancos y muestras desconocidas.
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ANEXO C

Protocolo de Western Blot. (De los Reyes et al., 2017)

Para el analisis por Western Blot, los foliculos preantrales y antrales, previamente agrupados seguin
sutamanio foliculary estado reproductivo, se colocaronen 1 mL de tampon de homogeneizacion RIPA
(50 mM Tris-HCl, pH 80, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40)
(Pierce®, Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EE. UU.), suplementado con un cdctelinhibidor de

proteasas (Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EE. UU.).

Después de 5 minutos de incubacién en hielo, las muestras se sonicaron durante 30 segundos con un
pulso del 50% en un Branson 5450D Digital Sonifier® (Branson Ultrasonics, Danbury, CT, EE. UU.).
Luego, las muestras se centrifugaron a 14,000 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente
utilizando una centrifuga Hettich Universal 320R (Lab Technology, Beverly, MA, EE. UU.).
Elsobrenadante fue recolectado y la concentracion total de proteinas se estimé con un fluorometro
Qubit® (Invitrogen™, Eugene, OR, EE. UU.) empleando el kit de cuantificacion Qubit® Protein Assay

(Molecular Probes®, Invitrogen™, Eugene, OR, EE. UU.).

Las alicuotas se hervieron durante 5 minutos y se separaron por SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras, seglin el método de Laemmli (1970) [28].
Se aplicaron cantidades iguales (30 pg) de proteina por carril en un sistema Mini Protean Tetra (Bio-

Rad, Hercules, CA, EE. UU.), y las proteinas se separaron a 100 V.

Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF Immobilon®-P (Merk Millipore,
Billerica, MA, EE. UU.) y se incubaron (1:100 de dilucion) con el anticuerpo policlonal de cabra anti-
LHR (SC-26341, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE. uu.).
Después de los lavados, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario IgG de conejo anti-
cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE. UU.) en una

dilucion 1:500.

Las bandas proteicas se visualizaron mediante el sustrato NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium; Bromo-
chloroindolyl phosphate-p-toluidine salt) (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, EE. UU.).
Los pesos moleculares de las proteinas separadas se estimaron por comparacion con las posiciones

de un patrén de masa molecular corrido en paralelo.
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Se realizd un control negativo incubando Unicamente con el anticuerpo secundario.
La densitometria de las intensidades de las bandas en los analisis de Western Blot se evalud
utilizando el Sistema de Documentacion de Geles Biosens SC-645 (Biotop, Shanghai Bio-Tech Co.,

Shanghai, China), en el cual el valor de volumen expresa la intensidad de cada banda.
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ANEXO D

Protocolo para la medicion de las bandas proteicas obtenidas del Western Blot. (Gassmann et al.,

2009)

Para el analisis de las imagenes de Western Blot se utilizaron tres programas diferentes:
ImageJ 1.38 (version para Windows del NIH Image,
QuantityOne  Basic 4.6.3 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.), vy
MCID Analysis 7.0.

Tanto ImageJ como MCID permiten la medicion de perfiles de densidad, alturas de picos, asi como la
intensidad del pico (densidad 6ptica promedio de la banda, INT) o el volumen (densidad 6ptica
promedio de la banda multiplicada por su area, INT'mm?) de la banda correspondiente al peso

molecular esperado.
En contraste, con QuantityOne Basic solo pueden medirse INT y INT-mm?,

Ademas, la correccion delfondo en QuantityOne se basa en restar la densidad 6ptica promedio de un
area definida por el usuario dentro de laimagen (tanto su tamafio como su posicion) de la densidad
Optica promedio del area definida alrededor de las bandas medidas.
Dado que este es un método bastante arbitrario, no se aplicé para el analisis de la banda

correspondiente al peso molecular esperado.

En ImageJ, la correccion de fondo se realizé con los ajustes predeterminados (radio de bola rodante
= 50), excepto cuando se probaron los efectos de modificar los parametros de correccion (ver mas
abajo).

En MCID, la correccion de fondo se lleva a cabo buscando los puntos de datos mas bajosa lo largo del

grafico y estableciéndolos como punto base.

Luego, los valores de densidad por debajo de estos puntos se restan, ajustando el grafico a cero.

Los ajustes predeterminados utilizados fueron:
e Sustraccidon automatica de linea base,

e Curva spline (ajuste de una funcién clbica a los puntos de la linea base),
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e Recorteencero,y
e Extrapolacion en el punto final.

Para definir los perfiles, se dibujé una caja rectangular de manera arbitraria (excepto cuando se probé
el efecto delancho de la herramienta de muestreo con una anchura menor que la banda mas estrecha

en la peliculay una longitud igual a la del carril completo.

Una vez definida, la misma caja se utilizd para medir todos los carriles en ambas imagenes.
Aunque los carriles en el blot analizado eran bastante rectos, resultd util que MCID permite rotar la

caja de muestreo, una caracteristica que no esta disponible en ImageJ.

Para la medicion de las bandas con el tamafio molecular esperado, se definieron cajas de muestra

individuales en las cuales cada banda se ajustd lo mas estrechamente posible.
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