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Resumen

El sindrome metabdlico representa un importante factor de riesgo para desarrollar diabetes
tipo 2 (DT2), enfermedad cardiovascular y problemas de disfunciéon ovarica como lo es el
sindrome de ovario poliquistico (SOP). El presente trabajo analizé los efectos de una dieta
hiperglucida sobre las funciones ovaricas en la rata adulta. Se utilizaron doce ratas hembra
de la cepa Long-Evans durante 90 dias posteriores al destete, las cuales se dividieron en dos
grupos experimentales: el primero fue alimentado con una dieta normocaldrica y el otro

con una dieta hiperglucida para inducir el sindrome metabdlico.

Una vez presentada la apertura vaginal en los animales, se les realizo la citologia vaginal
diariamente y a partir de los 110 dias postnatal se iniciaron los sacrificios cuando las ratas
presentaron un estro vaginal. Previo al sacrificio, a las ratas se les administré glucosa por
via oral y se les tomd una muestra de sangre intracardiaca cada 30 minutos hasta los 90
minutos bajo anestesia, al finalizar se recolecté la sangre troncal para realizar analisis de

bioquimica en suero sanguineo y perfil hormonal.

Los resultados mostraron diferencias significativas en la concentracién de lipidos, el indice
HOMA y en la concentracidén sanguinea de estradiol y testosterona del grupo experimental
con respecto al grupo control, lo que derivd en una desregulaciéon del ciclo estral
comprobada con los frotis vaginales. Estos resultados coinciden con los signos reportados
en anteriores estudios sobre la comorbilidad del SM con las funciones reproductivas en
mujeres, encontrando a la dieta hiperglicida como un factor desencadenante indirecto de

los problemas de disfuncién ovarica.



Marco teorico

Ovarios

Los ovarios son un par de érganos del aparato reproductor femenino ubicados en la cavidad
pélvica, uno a cada lado de un cuerno uterino (Fig. 1), cuyas dos principales funciones son
la ovogénesis y la esteroidogénesis. El ovario (Fig. 2) estda compuesto por una médula al
centro de éste en donde se depositan un conjunto de vasos sanguineos, tejido conjuntivo
laxo, vasos linfaticos y nervios; también existe una region cortical que rodea a la region
medular nombrada como corteza, la cual estd compuesta por un epitelio superficial en
donde se depositan una banda de tejido conjuntivo, la tunica albuginea y una zona interna
que contiene los foliculos ovdricos rodeados por un estroma sensible a las hormonas

hipofisiarias y ovaricas (Of journal “Morphologia”, 2019).
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Figura 1. Morfologia del aparato reproductor de la rata hembra. Tomado de Castillo, L., 2020



La maduracion ovarica en las ratas ocurre alrededor de los 42 dias postnatal (DPN). En esa
etapa el oviducto presenta aperturas en sus extremos proximal y distal hacia el ovario y al
respectivo Utero bicorne. El oviducto se encuentra rodeado por el mesenterio del oviducto,
formando la bolsa ovarica. Aunque los cuernos uterinos parecen estar fusionados
distalmente, hay dos cuernos uterinos distintos que se abren hacia la vagina. Cada cuerno
uterino tiene un ostium provisional y externo, ademds de un canal cervical. El orificio vaginal

se encuentra dorsal a la uretra (Plant et al., 2015).

En la corteza ovdrica hay una capa menos vascularizada en donde estdn los foliculos bajo la
tunica albuginea y una capa ampliamente vascularizada del borde medular cortical en
donde se encuentran los foliculos en crecimiento, los foliculos atrésicos y los cuerpos luteos

involutivos (Matsuzaki, 2021).
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Figura 2 Estructura del ovario. Tomado de Benjamin Cummings for Human Anatomy & Physiology 7° EDITION. 2006 y
modificado al espafiol.

La principal funcién de los ovarios es la produccion de ovocitos. En las ratas se ha observado

la ovulacidon de multiples ovocitos por ovario (Fig. 3) y que, durante la ovulacién, el ovario



izquierdo produce una media de seis évulos, mientras que el derecho produce solamente
cuatro, aunque actualmente se acepta que no existe una diferencia significativa entre la
actividad de ambos ovarios y que la tasa de gestacion es similar tanto si la ovulacién ocurre

en el ovario izquierdo como en el derecho (Carrasco Garcia et al., 2008).

Otra de las funciones de los ovarios es la de producir hormonas esteroideas como los
androégenos dehidroepiandrosterona (DHEA), la androstenediona (AD) y la testosterona (T);
igualmente encontramos estrégenos como el estradiol (E2), el estriol (E3) y la estrona (E1);

y progestagenos como la progesterona (P4) (Sanchez-Garrido & Tena-Sempere, 2020).

Figura 3 Ovario de rata en primer proestro a 34 DPN. El ovario muestra multiples foliculos antrales grandes que estdan
listos para ovular y carece de atresia folicular.Tomado de The laboratory rat, 2020.

Foliculogénesis

La foliculogénesis en la rata se inicia neonatalmente y se caracteriza por la rdpida formacién
de foliculos entre las 24 y 72 horas después del nacimiento (Fig. 4). Si bien a las 24 horas los
foliculos son casi imperceptibles, las 36 horas casi 500 foliculos se estan desarrollando, y
este nimero se duplica durante las 12 horas siguientes. Estos foliculos estan compuestos
por un ovocito y una capa de células pre-granulosas aplanadas que lo rodean y constituye

el primer estadio del desarrollo folicular. (Leung & Adashi, 2003).



Al inicio de la pubertad el ovocito comienza a cambiar de tamano, las células foliculares del
estroma se tornan cubicas y al foliculo se le denomina foliculo primario. A medida que crece,
el ovocito secreta proteinas especificas que se ensamblan en una zona extracelular
denominada zona pelucida, quien a través de la proliferaciéon de sus células origina un
epitelio estratificado conocido como células de la granulosa, quienes se encargan de formar
una vaina de células conjuntivas conocidas como teca folicular, lo que concluye en la
formacién de una lamina basal situada en medio de las células foliculares y las células del

estroma (Richards, 2018).

Cuando la capa de la granulosa alcanza 12 estratos celulares, comienza la formacién de una
cavidad llamada antro que contiene hialuronato liquido en su interior, alcanzando asi la fase
de foliculo secundario, donde el ovocito deja de crecer. El tiempo estimado para que un
foliculo en desarrollo alcance la fase de foliculo secundario puede ser de hasta 30 dias

(McGee & Hsueh, 2000).
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Figura 4 Desarrollo de foliculos primordiales en el ovario de rata neonatal. Las columnas representan valores medios. Las
lineas verticales indican errores estandar de las medias. n = 4 para cada columna. Tomado de Malamed, S., Gibney, J. A.,



and Ojeda, S. R. (1992). Ovarian innervation develops before initiation of folliculogenesis in the rat. Cell Tissue Res. 270,
87-93.

Las células de la granulosa constituyen un cimulo odfero que se proyecta hacia el interior
del antro, mientras que las células del cimulo que rodean inmediatamente el ovocito y
permanecen con él en la ovulaciéon conforman la corona radiante o radiada. Durante la
maduracion folicular la cantidad de microvellosidades en la superficie de las células de la
granulosa aumenta y se relaciona con el aumento de los receptores de hormona
luteinizante (LH) en la superficie antral libre. El ovocito queda detenido en la metafase de
la segunda divisién meidtica y solo se completa después de la ovulacidn si es fecundado por
un espermatozoide (Coticchio et al., 2014). Cuando el foliculo preovulatorio alcanza su
maximo volumen, la capa de la granulosa se torna mads fina, entonces el ovocito y las células
del cimulo se separan progresivamente del resto de la capa granulosa como premisa de la

ovulacion (Richards, 2018).

Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides estan comprendidas por cinco grupos de hormonas: los
glucocorticoides, los mineralocorticoides, los progestagenos, los andréogenos y los
estrogenos (Mathews, 2013). Estos tres ultimos pueden ser sintetizados durante los

eventos de la esteroidogénesis ovarica.

Tomando al colesterol como sustrato, las células del cuerpo luteo resultante de la ovulacién
se encargan de la produccién de progestagenos como la P4 bajo la influencia de la LH (Fig.
5) con la finalidad de preparar al endometrio para la implantacidn en caso de que ocurra la

fecundacion (Nagy et al., 2021).

Es importante mencionar que la traslocacién del colesterol hacia la membrana interna
mitocondrial estd regulada por la proteina reguladora aguda esteroidogénica STARD1 (o
también conocida como StAR) (Miller & Strauss, 1999). La expresion de StAR estd controlada

por un mecanismo que implica la unién de la LH a su receptor (LHCGR). Este receptor es



acoplado a proteina G en las células de la teca del ovario y la estimulacién de la enzima
adenilato ciclasa que cataliza la produccion de AMPc a partir de ATP. El AMPc producido
activa la proteina quinasa A, que cataliza la fosforilacion de la proteina de unién al elemento
de respuesta del AMPc (CREB), lo que produce la activacidn de la transcripcidon de StAR y
otros factores asociados con la produccién de hormonas esteroides (Fuentes & Silveyra,

2019).

La P4 entonces es sintetizada mediante dos reacciones enzimdticas: la conversion del
colesterol en pregnenolona en la membrana mitocondrial interna por accién de la enzima
de escisidn de la cadena lateral del colesterol (abreviada como P450scc) y la conversidn de
la pregnenolona en P4 por acciéon de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

(abreviada como 3B-HSD) (Sundstrém-Poromaa et al., 2020).

La adrenodoxina es una proteina de hierro y azufre que transfiere electrones a los
citocromos mitocondriales de P450 durante la sintesis de hormonas esteroides. Hay una
expresion moderada del ARNm de adrenodoxina en las células de la teca al comienzo de la
ovulacion, pero se acrecienta principalmente en las células de la granulosa a medida que

comienzan a sintetizar P4 (Leung & Adashi, 2003).

La sintesis de progestagenos resultan en diversas hormonas, pero tanto la 17a-hidroxi-
progesterona como la 17a-hidroxi-pregnenolona pueden ser utilizadas como sustrato para
comenzar la sintesis de andrégenos (Cussen et al., 2022a) tales como la DHEA producida
por las células de la glomerulosa (Gallo-Payet & Battista, 2014), asi como la AD y la T que

se produce en los ovarios, las adrenales y otros tejidos como la piel (Bienenfeld et al., 2019).

Ademads, los ovarios son los principales érganos encargados de la sintesis de estrogenos,
pero también son sintetizados por las glandulas adrenales y el tejido adiposo (Xiao et al.,
2023). El E2 es el estrégeno circulante con mayor predominancia y es secretado
principalmente por las células de la granulosa de los foliculos ovaricos y los cuerpos luteos
tomando al andrégeno AD como sustrato por la enzima aromatasa para dar lugar al

estréogeno E1, el cual serd nuevamente intervenida por la 17B-hidroxiesteroide



deshidrogenasa (17B-HSD) para dar lugar al E2 (Fuentes & Silveyra, 2019). En las células de

la granulosa, la expresion tanto de aromatasa como de 17B-HSD esta controlada por la

estimulacion de la FSH (Simpson et al., 2002).
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Figura 5 Rutas de la esteroidogénesis. Tomado de Ménig (2012): Journal fiir Reproduktionsmedizin und Endokrinologie.
Journal of Reproductive Medicine and Endocrinology. 9 (5); 314 — 319.

Inervacion ovarica

El eje hipotdlamo-adenohipdfisis-gdnada no es el Unico regulador de las funciones ovaricas,

puesto que también se han encontrado vias nerviosas en el ovario de los mamiferos



(Riquelme et al., 2019). La inervacion extrinseca del ovario esta conformada por nervios
simpdticos y sensoriales, ademas de una agrupacion pequefia de nervios parasimpaticos
cuyo origen reside en la médula espinal, que al hacer sinapsis con las neuronas del complejo
ganglio celiaco-mesentérico superior, se originan los somas del nervio ovarico superior
(SON) y el nervio del plexo ovarico (OPN) (Ramirez, 2016). Los nervios extrinsecos arriban
al ovario mediante dos rutas principales: el OPN que viaja a través de la arteria ovarica, y el
SON que esta asociado al ligamento suspensorio del ovario. Es asi que las eferencias en la
médula inervan elementos tales como la vasculatura, el tejido intersticial y los foliculos en

diversos grados de desarrollo (Gerendai et al., 2005).

Por otro lado, la inervacién intrinseca surge de neuronas del interior del ovario, pues
ocasionalmente las neuronas tanto de la corteza como de la médula se agrupan en ganglios,
siendo los ganglios medulares los que se observan con mas frecuencia (Leung & Adashi,

2003).

Se ha reportado una implicaciéon de neurotransmisores contenidos en los nervios ovaricos,
como son la noradrenalina (NA) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP), en el control de la
esteroidogénesis folicular y sugiriendo la participacién facilitadora de la inervacidn

simpdtica en el desarrollo folicular (Gerendai et al., 2005).

El hallazgo de neurotrofinas (NT) develd la presencia de un complejo neurotréfico ligado a
la inervacion durante el desarrollo folicular. Los foliculos primordiales inervados secretan
NT, que son proteinas pertenecientes a la familia de los factores de crecimiento y actdan a
través de receptores especificos expresados en las fibras inervadoras que también estan
presentes en las células no neuronales del ovario (Dissen et al., 2009), lo que indica que las
NT no sélo apoyan la inervacion de la gdnada, sino que quizas pueden influir directamente
sobre algunas funciones ovaricas especificas (Nilsson et al., 2009). Por lo tanto, la inervacion
ovdrica y los factores neurotréficos pueden actuar de manera coordinada pero
independiente para controlar diversos aspectos de la fisiologia ovarica, como el desarrollo

folicular, la produccién de esteroides y la ovulacion (Meinel et al., 2015).



En la corteza se observaron neuronas ovaricas en la regidn intersticial y sus procesos
parecian densamente interconectados entre si. También se observaron procesos dentro de
la capa de células de la teca en los foliculos en crecimiento y ocasionalmente parecieron
inervar foliculos primordiales. Ocasionalmente, las neuronas tanto de la corteza como de la
médula se agrupan en ganglios, observandose con mayor frecuencia los ganglios medulares
(D’Albora et al., 2002). En los ovarios de las ratas Long Evans ClI-ZV, se encontrd que las
neuronas intrinsecas estan ubicadas en la teca folicular, alrededor del cuerpo luteo, en el
estroma ovarico y alrededor de los quistes, lo que apunta hacia una participacion activa de
estas neuronas en procesos de desarrollo y remodelacidon de estructuras ovaricas (Bravo-

Benitez et al., 2022).

Eje Hipotalamo-Adenohipofisis-Ovario

En las hembras de los mamiferos, la maduracién y la capacidad reproductiva es regulada
por sefiales hormonales transmitidas entre el hipotdlamo, la hipdfisis anterior
(adenohipdfisis) y los ovarios, que funcionan en conjunto como un eje hormonal
denominado Hipotalamo-Adenohipdfisis-Ovario (Seppa et al., 2021). Mas que cualquier
otro animal de experimentacidn, la rata de laboratorio ha sido estudiada para obtener una
comprensién fundamental de los mecanismos fisioldgicos que gobiernan la ciclicidad

ovarica (Tsutsumi & Webster, 2009).

Las neuronas hipotaldmicas del area predptica (POA) del prosencéfalo basal poseen axones
gue se proyectan hacia la eminencia media donde secretan la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), esta zona recibe irrigacion por medio de las arterias hipofisiarias
superiores (Plant et al., 2015). Posteriormente la sangre con GnRH se drena en las venas
portales hipofisarias y se dirige hasta el plexo secundario, donde esta red de capilares
sinusoides y fenestrados finalmente irrigan a la adenohipdfisis. Esta configuracion

anatdomica facilita el envio eficaz de GnRH (Fig. 6) a la adenohipéfisis para estimular a los



gonadotropos por medio del receptor GnRH-I para que estas células liberen gonadotropinas
hipofisarias: la hormona foliculo estimulante (FSH) y la LH que circulan para regular
funciones ovdricas tales como la esteroidogénesis, la foliculogénesis y la ovulacién (Plant,

2020).
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Figura 6 Comunicacion de las neuronas GnRH con los gonadotropos de la adenohipdfisis. Tomado de The
hypothalamic GnRH pulse generator: multiple regulatory mechanisms 2009.



Las neuronas GnRH se sintonizan con las goénadas por medio del mecanismo de
retroalimentacion (positiva y negativa) de esteroides gonadales durante el ciclo ovarico (Fig.
7). Las neuronas GnRH no expresan receptores ERa, sino que las aferencias que expresan
ERa transmiten la retroalimentacion de E2 a las neuronas de GnRH (Starrett & Moenter,

2023).
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Figura 7: Eje Hipotdlamo-Adenohipdfisis-Gonadas. Tomado de Herrera, A. A. R., Herndndez, V. D., & de Lourdes Saavedra
Gémez, M. (s/f). UAPA. Ciclo Sexual Femenino. Unam.mx. Recuperado el 7 de septiembre de 2024, de https://repositorio-
uapa.cuaieed.unam.mx/repositorio/moodle/pluginfile.php/2480/mod_resource/content/4/UAPA-Ciclo-Sexual-Femenino/index.htm/



Cuando el ovocito completa su proceso de maduracion, las concentraciones de E2 alcanzan
sus niveles maximos que actlan indirectamente como una seial para comenzar con la
ovulacidn (Richards, 1980; Zeleznik & Plant, 2015). Son especificamente las neuronas del
nucleo Antero-ventral peri-ventricular (AVPV) y las neuronas KNDy del nucleo Arcuato (ARC)
del hipotdlamo quienes expresan ERa. Durante el mecanismo de retroalimentacién positiva
por E2 las KNDy liberaran Glutamato (GLU) que excita a las neuronas AVPV quienes por su
parte manifiestan un incremento de la acetilacién de la histona del promotor de kisspeptina

(Kiss1) ante la exposicidn a los altos niveles de E2, esto resulta en una expresién potenciada
de Kiss1 en las neuronas AVPV (Fig. 8). Dicha Kiss1 se acopla al receptor GPR54 en el soma

de las neuronas del POA y producen una oleada de GnRH, necesaria para la produccién y

liberacion de LH (Leite et al., 2016).
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El pico de estradiol (E2) es un indicador del nivel de maduracién del foliculo preovulatorio,
el cual ha desarrollado el nivel maximo de estratos de células de la granulosa y de células
de la teca. Ambos tipos celulares sintetizan y liberan P4 durante la maduracion del foliculo,
pero es al alcanzar el estado de foliculo preovulatorio que secretan mayores
concentraciones de dicho progestageno, conocido como el pico de P4, que ocurre justo

antes de la ovulacion.

Una vez producida la ovulacion, la concentracién de E2 desciende drasticamente y esto da
lugar a la retroalimentacion negativa, en donde los bajos niveles de estrégeno inducen la
desacetilacion de la regidon promotora de Kiss1 de las neuronas KNDy y da como resultado
una expresion de Kiss1 disminuida que actua sobre los axones de GnRH en la eminencia
media, generando un pulso de GnRH necesario para la sintesis de FSH (Yeo & Colledge,
2018). Las neuronas KNDy median la retroalimentacion esteroide negativa a las neuronas
GnRH y producen una liberaciéon episédica de GnRH. Los niveles bajos de E2 provocan
cambios en las neuronas KNDy respecto a la transicién de la neurotransmision, pasando de

una transmisién glutamatérgica a la transmision peptidérgica (Prashar et al., 2023).

La P4 comienza su participacién como un regulador del eje, en el que disminuird la
produccién del pulso de GnRH después de la ovulacidn. A pesar de que el cuerpo luteo
(formado tras la ovulacién) también sintetiza P4, no lo hace en suficientes cantidades para
sostener la inhibicién de GnRH. Por lo tanto, cuando la fecundacién no ocurre, tampoco hay
una suficiente produccién de P4 ovarico, lo que permite al hipotalamo volver a promover la

sintesis de FSH en un nuevo ciclo ovarico (Plant et al., 2015).

Una liberacidn pulsatil de GnRH conduce a la regulacidn de la retroalimentacién positiva en
la adenohipdfisis de acuerdo a su frecuencia de secrecién pulsatil, con una frecuencia mas
rapida (1.48 Hz) que favorece la transcripcion del gen de la subunidad LH-b y la liberacién
de LH, y una frecuencia mas lenta (0.9 Hz) que favorece la transcripcion del gen FSH-b y la

liberacion de FSH (Krsmanovic et al., 2009).



Ovulacion

En las hembras de los mamiferos la ovulacion empieza cuando las células de la granulosa y
de la teca de los foliculos ovaricos maduros reciben el oleaje de LH que se une a su receptor,
generando una cascada de sefializacion que modifica en el nucleo la expresién de distintos

genes (Medeiros et al., 2021).

El éxito de este proceso requiere que previamente se lleven a cabo algunos cambios
estructurales como formar una fisura en la pared del foliculo para permitir la liberaciéon del
ovocito (Zhu & Fu, 2023). Esta liberacion requiere la alteracion de las capas celulares de la
matriz extracelular (MEC), asi como la ruptura de la ldmina basal que separa los
compartimentos de las células de la granulosa y la teca y la [dmina basal en el epitelio de la
superficie. De esta manera se debilita la pared del foliculo y se genera una abertura en su
apice (Jones et al., 2019). Durante el proceso ovulatorio (Fig. 9) también hay una pérdida
de epitelio de la superficie ovarica superficial (OSE) en la regién apical del foliculo ovulatorio

(Duffy et al., 2019).

Aproximadamente 1 a 2 horas antes de la ruptura, las células del epitelio superficial
comienzan a desprenderse de la superficie ovarica que recubre el dpice del foliculo. El tejido
conectivo comienza a fragmentarse y degradarse. La pared del foliculo se vuelve mas
delgada. Los fibroblastos de la tunica albuginea y la teca externa se alargan y parecen

transformarse de células inactivas a células méviles (Duffy et al., 2019).

También hay desprendimiento de algunas células de la granulosa hacia el antro folicular.
Inmediatamente antes de la ovulacién, el epitelio superficial se pierde y se produce la
compactacion de las capas de los compartimentos celulares de la tunica, la teca y la
granulosa (Vigil et al., 2017). Curiosamente, estos cambios dinamicos se limitan a la region

apical del foliculo ovulatorio. La MEC de la tunica albuginea vy la teca se disocia y dispersa y



finalmente desaparece, formando una abertura que conecta el liquido antral y el exterior

del ovario (Gershon & Dekel, 2020).

La liberacién del ovocito se inicia mediante el aumento de LH. Los primeros en responder
son las células de la granulosa y de la teca, que expresan LHCGR (Richards, 2007). Las células
de la granulosa y la teca producen citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, hormonas
esteroides y otros mediadores autocrinos y paracrinos asociados con la inflamacién entre
los que encontramos a la Proteina 1 de respuesta al crecimiento temprano (Egr-1),
interleucinas, Factor de Necrosis Tumoral-a, Ciclooxigenasa 2 (COX2), entre otros (Leung &

Adashi, 2003).

Las proteasas producidas tanto por las células ovaricas como por las células inmunitarias
debilitan la Idamina basal y facilitan la invasion de células endoteliales vasculares y células
inmunitarias (Duffy et al., 2019). Los mediadores inflamatorios tradicionales, junto con
estimulos especificos del foliculo, desencadenan la expansién del cdmulo, la reanudacion
de la meiosis de los ovocitos y el desprendimiento del complejo de ovocitos en cimulo de

las células de la granulosa basal (Garcia-Sdenz et al., 2022).
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Figura 8. Liberacion del ovocito. Tomado de Duffy 2019 y traducido al espafiol.



El apice del foliculo experimenta constriccién vascular, descelularizacién y remodelacién
extensa de la MEC. El resto del foliculo sufre angiogénesis, diferenciacidon funcional de las
células de la granulosa y de la teca, remodelacién tisular y contraccién. En ultima instancia,
estos cambios funcionales y estructurales culminan en la ruptura y luteinizacién del resto

del foliculo simultdneamente (Tamanini & De Ambrogi, 2004).

Las concentraciones de LH que entran en contacto con el ovocito desensibilizan a los
receptores de esta hormona en las células de la granulosa y dejan de producir estréogenos y
estimula la sintesis de androgenos (Messinis et al., 2010). Se reanuda la primera division
meidtica del ovocito primario después del pico de LH y eso origina la formacion del ovocito
secundario y el primer cuerpo polar. Las células de la granulosa y de la teca sufren

luteinizacién y producen progesterona (Of journal “Morphologia”, 2019).

Luteinizacion

Algunos autores sefialan como el completamiento de un ciclo ovarico a la diferenciacidn
terminal de las células de la granulosa a células liteas que han de conformar al cuerpo liteo.
Uno de los principales procesos que ocurre durante la formacién del cuerpo luteo en el

ovario es la irrigacion hacia los foliculos ovulados avasculares (Richards et al., 1998).

Durante el ciclo estral de la rata, llegan a estar presentes en el ovario tres o mas
generaciones de cuerpos luteos procedentes de los ciclos ovaricos anteriores. De acuerdo
con las observaciones anatémicas e histoquimicas, el cuerpo lUteo se origina tanto de las
células de la granulosa como de las células de la teca. Cada conjunto de cuerpos IUteos
persiste entre 12 y 14 dias (Plant et al., 2015). En la rata, cada conjunto ciclico de cuerpos
Iuteos se puede distinguir en funcién del tamafio, la vascularizacidn y las caracteristicas de
la tincidn. Si la hembra experimentd un apareamiento infértil o artificial, el cuerpo luteo

persiste durante 12 a 14 dias. Este periodo se conoce como pseudoprefiez y la luteotrofina



liberada por el estimulo de apareamiento es la prolactina hipofisaria (PRL) (Liu et al., 2005)

(Kooistra & Okkens, 2001).

Ciclo estral

El ciclo estral es una serie de fases por las que atraviesa el epitelio vaginal como reflejo de
los eventos hormonales dados por el eje hipotdlamo-adenohipoéfisis-génada (Rosser, 1972).
También es definido como el intervalo entre dos ovulaciones o como el periodo entre dos
etapas de receptividad de las hembras por la cépula y los cambios fisioldgicos subsecuentes
a este acontecimiento. Tiene una duracion estimada en 4 o 5 dias con una correlacion entre
los ciclos circadianos y la fluctuacidon de hormonas ovaricas que estimulan a la red neuronal

de GnRH (Suckow et al., 2019).

En 1922, Evans y Long publicaron su estudio del ciclo estral de la rata y la ratona tomando
en cuenta la presencia de las hormonas luteinizante y foliculo estimulante, demostrando
asi su interaccién con el ovario y el utero (Suckow et al., 2019). Este ciclo se encuentra
técnicamente dividido en las fases de estro, metaestro, diestro y proestro; sin embargo,
algunos autores dividen los ciclos solamente en proestro, estro y diestro (Goldman et al.,
2007), mientras que otros toman en consideracion la transicidn entre una fase y otra. La
clasificacién de las fases del ciclo estral puede hacerse arbitrariamente dependiendo de la

naturaleza del trabajo realizado (Herndndez Lépez et al., 2023).

Dado que cada fase del ciclo esta regulada por mecanismos neuroendocrinos que influyen
en aspectos fisioldgicos y conductuales, la evaluacién diaria de los ciclos estrales usando la
técnica de citologia vaginal sigue siendo viable por su utilidad al ser poco invasiva,
descriptiva, econdmica e inmediata, pero por ser poco exacta es muy conveniente incluir

mediciones hormonales seriadas (Ajayi & Akhigbe, 2020).



Estro

Esta fase por lo regular inicia alrededor de la medianoche y tiene una duracién de 9
a 12 horas. Las concentraciones de P4 son menores a 20 ng/mL, las de E2 no superan los 20
pg/mL y las de FSH son menores a los 500 ng/mL (Fig. 10). La observacion de la citologia
vaginal revela que el epitelio vaginal alcanza su mayor crecimiento y por este motivo se
observa una gran poblacion de células epiteliales de descamacién anucleadas, translucidas
y normalmente se encuentran en cimulos rodeados de moco cervical blanquecino. No se
observan leucocitos, sino hasta que empieza la fase de transicidn tardia donde empiezan a
aumentar (Cora et al., 2015; Goldman et al., 2007; Toral Delgado, 2017).

Metaestro

Esta es la fase sucesora del estro y tiene una duracién de 10 a 14 horas. Esta fase es
considerada como una transicion entre el estro y el diestro aunque algunos autores no la
toman en cuenta para sus estudios sino que la categorizan dentro del diestro. Aqui se
observa una disminucion de las concentraciones de P4 que rondan los 10 a 20 ng/mlL, las
concentraciones de E2 van de los 10 a 20 pg/mL para finalizar de nuevo en los 10 pg/mL,
mientras que la FSH es menor a los 200 ng/mL (Fig. 10). El monitoreo por citologia vaginal
muestra que el numero de leucocitos (en su mayoria neutréfilos) aumenta
considerablemente, también se observan células escamosas pero la presencia de células
intermedias es predominante. Cabe mencionar que en las ultimas horas del metaestro
comienzan a aumentar las células parabasales (Cora et al., 2015; Goldman et al., 2007; Toral
Delgado, 2017).

Diestro

Esta es la fase mas larga del ciclo, pues tiene una duracién de 55 a 72 horas. Se
distingue porque el epitelio vaginal tiene el menor nimero de estratos celulares y por lo
tanto las células que se observan en la citologia son predominantemente células
parabasales y leucocitos que comienzan a decrecer hacia el final de esta fase. Las células
parabasales se distinguen por ser células redondas, de nucleos grandes que ocupan casi
todo el citoplasma y se tifen de color azul. En el diestro, se empiezan a observar células

intermedias y algunas superficiales. Aunque anteriormente se decia que en una hembra sin



embarazo los cuerpos luteos eran “no funcionales”, ahora se sabe que no lo son
completamente, puesto que en esta fase sucede un pico de P4 de aproximadamente 20
pg/mL por los cuerpos luteos durante 1 a 2 dias, lo que corresponde a una tercera parte de
la concentracion del pico de P4 durante el proestro. (Cora et al., 2015; Goldman et al., 2007;
Toral Delgado, 2017).

Proestro

Este es el periodo preovulatorio del ciclo estral, con una duracién de 12 a 18 horas.
Un rasgo muy notorio es el pico de E2 que ronda los 45 pg/mL a las 12:00 h de la tarde en
esta fase. Posterior a la liberacidn de E2, también se observa un pico de LH de 35 ng/mL, un
pico de FSH de alrededor de 400 ng/mL y un pico de P4 producido por las células de la
granulosa y de la teca del foliculo preovulatorio, cuya maxima concentracién oscila los 60
ng/mL (Fig. 10). La citologia vaginal de una rata hembra en proestro se distingue por la
presencia de células superficiales nucleadas, estas células son angulares con sus bordes muy
bien definidos (Cora et al., 2015). En esta fase no se observan leucocitos. En el caso de que
se tomen en cuenta las fases intermedias, en el proestro temprano se pueden observar
células intermedias. Dichas células denotan la transicion de las células parabasales a
superficiales, por lo que son células que aun no tienen los bordes definidos y los nucleos,
aun cuando todavia se observan grandes, ya no ocupan el mayor volumen del citoplasma.
Mientras que en el proestro tardio, predominan las células superficiales y se pueden
empezar a observar células de descamacion que se convierten en la poblacidon celular
principal durante el estro. (Goldman et al., 2007). Durante las primeras horas de la tarde,
poco antes del intervalo de oscuridad en la colonia, los niveles de estradiol descienden hasta
rondar los 10 pg/mL, coincidiendo con los niveles basales en las primeras horas de la

mafiana del estro (Cora et al., 2015; Goldman et al., 2007; Toral Delgado, 2017).

El seguimiento de las fases por citologia vaginal es util siempre y cuando se tomen en cuenta
algunas consideraciones. Los roedores son especies nocturnas, por lo que son muy sensibles
a los cambios de horas luz-oscuridad, y las citologias vaginales se deben colectar a la misma

hora y mantener a las hembras en un régimen horario de 12 horas luz por 12 oscuridad



(Klochkov & Gulevich, 1994). Con respecto a otros factores que pueden generar
variaciones en los ciclos son: la edad, el estado nutricional, el estrés, las relaciones sociales
y la temperatura, por lo que es importante reducir al maximo cualquier factor que pueda

generar variaciones en los ciclos (Bommelaer-Bayet et al., 1990).
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Sindrome metabolico

El Sindrome Metabdlico (SM) es un grupo de padecimientos metabdlicos que pronostican
un aumento en el riesgo de diabetes tipo 2 (DT2) y enfermedad cardiovascular (ECV)
(Huang, 2009). De acuerdo con la National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel 1l (NCEP IIl ATP) en 2005, se deben cumplir al menos con tres de los siguientes
sintomas: resistencia a la insulina (RI), alteracién de la glucosa en ayunas, intolerancia a la

glucosa, obesidad, dislipidemia e hipertension (Saklayen, 2018).

Resistencia a la insulina

De acuerdo con el Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR, por
sus siglas en inglés, 1999), la Rl se determina por un valor de insulina plasmatica en ayunas
mayor al percentil 75. Tales niveles son desencadenados cuando esta hormona ya no
estimula al receptor de membrana INS-R o a su receptor nuclear por un cambio en las vias

de transduccion del receptor (Jameson et al., 2021).

En el tejido adiposo y en la musculatura esquelética de personas con DT2 (incluso en algunas
gue solo tienen obesidad) el metabolismo de la glucosa se encuentra alterado, asi como
también se manifiesta una incapacidad de modular el cese de la gluconeogénesis
posiblemente como consecuencia indirecta del metabolismo defectuoso de lipidos en los
adipocitos con R, razén por la que a estos pacientes se les conoce como “resistentes a la

insulina” (Banik et al., 2021).

Aunque la Rl sea considerada como uno de los factores de riesgo para el desarrollo de DT2,
generalmente no se diagnostica ni se trata en humanos. La razén principal es que muchos
pacientes con esta afeccién no presentan anomalias en los niveles de glucosa en sangre,
por lo que el diagndstico dependeria de la determinacidn de los niveles de insulina, que no
siempre se miden en la practica clinica (Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012). Sin embargo,

la Rl estd catalogada como un factor de riesgo de desarrollo de enfermedades crénicas-



degenerativas como la DT2, afecciones cardiovasculares y enfermedades hepaticas, asi
como algunas enfermedades neurodegenerativas, retinopatia y enfermedad renal. La Rl
también esta relacionada a problemas de disfunciéon ovarica como lo es el Sindrome de

Ovario Poliquistico (SOP) (Shrivastava & Conigliaro, 2023).

Hiperinsulinemia

Debido la Rl en miocitos y adipocitos surgidos tras la falla del receptor INS-R y la
consecuente inactividad del transportador de glucosa GLUT4, los niveles de glucosa en
sangre tienden a incrementarse, por lo que el pancreas secreta mayores cantidades de
insulina como una medida compensatoria del organismo para activar el transporte de
glucosa y normalizar sus concentraciones en sangre (Zhao et al., 2023). Como consecuencia,
tanto en ayunas como en estado de saciedad, se reflejan niveles plasmaticos de insulina
mas altos en relacién con el nivel de glucosa. A esta condicién la conocemos como
hiperinsulinemia (Cardozo et al., 2011) que es verificable con el andlisis bioquimico de la

alteracion de la glucosa en ayunas y alteracion de la tolerancia a la glucosa (Huang, 2009).

La Rl y la hiperinsulinemia estan presentes tanto en mujeres delgadas como en mujeres
obesas con SOP y son elementos clave de este padecimiento. A pesar de la Rl periférica, la
sensibilidad a la insulina permanece intacta o incluso puede aumentar en los ovarios de
mujeres con sindrome de ovario poliquistico. Esta observacién sugiere la presencia de
resistencia selectiva a la insulina en el SOP que afecta de manera diferencial a los tejidos

metabodlicos y al ovario (Zhao et al., 2023).

Se ha manejado la hipétesis de que el aumento de insulina incrementa los sitios de unién
de la LHy por consecuencia la respuesta de produccién androgénica de AD y T (Raptis et al.,
2020), pues la Rl es una perturbacién metabélica prevalente en mujeres con SOP que afecta

al 75% de las pacientes. Otro mecanismo por el cual el exceso de insulina puede contribuir



al aumento de los niveles de andréogenos es mediante la inhibicion de la unién de las

hormonas sexuales (Tosi et al., 2017).

La hiperinsulinemia contribuye a la anovulacion dependiente de andrégenos pues la
insulina promueve los efectos estimulantes de la LH sobre la produccidon de andrégenos en
las células de la teca y en las células de la corteza suprarrenal (F. F. He & Li, 2020). Incluso
se ha cotejado la posibilidad de que la insulina funja como una co-gonadotropina que
estimule la biosintesis de andrégenos en el ovario activando la expresién y actividad de
P450c17 en las células de la teca. Es de destacar que las células de la teca en mujeres con
SOP son mas sensibles a los efectos hiperandrogénicos de la insulina que las de mujeres

sanas (Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012).

Existe informacion que también apunta a la insulina como responsable de la liberacidon
reducida de globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) y reduce sus sitios de unién.
La SHBG es una proteina circulante sintetizada por el higado que se encarga del transporte
de las hormonas esteroideas en la sangre, por lo que se trata del principal transportador de
testosterona libre, que es el andrégeno en circulacion activo (lbafiez et al., 2017). Por lo
tanto, la atenuacién de los niveles de SHBG aumenta la biodisponibilidad de testosterona
libre y ello induce un aumento de procesos androgénicos (Sadeghi et al., 2022), mismos que

se abordardn en la seccién de hiperandrogenemia de esta tesis.

Sindrome de ovario poliquistico

El SOP es una enfermedad endocrinoldgica que se caracteriza tipicamente por el exceso de
andrégenos, disfuncidon ovulatoria y la morfologia poliquistica en ovario. Se ha observado
que durante el SM los ovarios y las glandulas adrenales conservan la sensibilidad a la
insulina que otros érganos han perdido, como es el caso del higado, el musculo esquelético
y el tejido adiposo (Raptis et al., 2020). Anteriormente se creia que el ovario era el causante
del SOP hasta que se reportd la presencia de hiperinsulinemia y una disminucién de la

sensibilidad a la insulina durante este sindrome, lo que causé que se le restara



responsabilidad a al ovario. Sin embargo, en 1990 durante una conferencia de consenso
sobre el SOP celebrada entre los Institutos Nacionales de Salud y el Instituto Nacional de
Desarrollo Infantil y Humano (NIH-NICHD) se afiadié a los criterios diagndsticos el
hiperandrogenismo y/o hiperandrogenemia, oligoovulacion y excluyeron otras causas
potenciales como hiperplasia suprarrenal congénita, sindrome de Cushing y tumores

secretores de andrégenos (Leung & Adashi, 2003).

El criterio de Rotterdam (Tabla 1) sigue siendo el mds utilizado y aceptado para el
diagndstico del SOP, en donde se identifican cuatro fenotipos. El fenotipo clasico (A) incluye
hiperandrogenismo y sangrado uterino anormal con una imagen de ovario poliquistico
obtenida por ultrasonido, el fenotipo B estd comprendido por hiperandrogenismo y
sangrado uterino anormal, el fenotipo C presenta hiperandrogenismo y morfologia de
ovario poliquistico, y el fenotipo D Unicamente comprende una disfuncién ovulatoria y una

morfologia de ovario poliquistico (Shrivastava & Conigliaro, 2023).

Fenotipos del SOP
Presentacion clinica
Fenotipo Exceso de Disfuncion Morfologia de ovario
andrégenos ovulatoria poliquistico
A v v v
B v v
C v v
D v v

Tabla 1 Criterios de Rotterdam para la clasificacion de los fenotipos del SOP. Tomado de (Shrivastava
& Conigliaro, 2023) y traducido al espariol.

La prevalencia del SOP varia entre poblaciones, asi como el nivel de asociacién entre el SOP
y la Rl o la obesidad. Estas diferencias pueden surgir de factores genéticos y de diferencias
en el estilo de vida. La prevalencia del SOP entre mujeres jovenes en edad reproductiva se

sitia generalmente entre el 5 % y el 10 % (Ehrmann, 2005).



Morfologia de ovario poliquistico

Algunos autores parten del andlisis de imagen del ovario en la ecografia para definir al SOP
como la manifestacién de 12 o mas foliculos preantrales subcapsulares de 2 a 8 mm que
forman un signo de “collar de perlas negras” por ovario. Los ovarios con esta afectacion se
encuentran en una amplia variedad de trastornos no relacionados, incluso en hasta el 30%
de las mujeres con menstruaciones normales y andrégenos circulantes normales (Dewailly,

2016).

Hiperandrogenemia

Tanto las glandulas suprarrenales como los ovarios contribuyen a la reserva de andrégenos
circulantes en las mujeres. La glandula suprarrenal secreta preferentemente andrégenos
débiles como la DHEA o su forma "de depdsito" sulfatada DHEA-S (hasta el 90% de origen
suprarrenal) (Burger, 2002). Estas hormonas, ademds de la AD pueden servir como
prohormonas para andrdgenos mas potentes como la Testosterona o la

Dihidrotestosterona (Cussen et al., 2022b).

El ovario y las glandulas adrenales son los sitios principales de produccién de T y se estima
gue entre el 50% y el 75% de la T circulante se origina en estos érganos, mientras que el
otro 50% tendria origen en la conversidn periférica de prohormonas provenientes del
higado, la piel y el tejido adiposo, asi como por la misma esteroidogénesis ovarica (Leung &
Adashi, 2003). Sin embargo, en las mujeres con SOP las concentraciones de T en plasma son
mas altas que en mujeres sin esta afeccién, lo que origina que el tejido adiposo realice una
mayor conversion de E1. El aumento de la alteracién de E1 a E2 afecta el crecimiento del
foliculo y aumenta la proporcién de LH a FSH, lo que provoca disfuncién ovulatoria (Li et al.,

2019).



Por lo tanto, los niveles circulantes de testosterona pueden ser el andrégeno de eleccién
para evaluar la esteroidogénesis, y sus niveles circulantes pueden ofrecer una mejor
discriminacidn entre una poblacion de control y la poblacién afectada con SOP. Se encontré
que un nivel circulante de testosterona total era el mejor correlato hormonal del sindrome
combinado de anovulacion crénica hiperandrogénica y ovarios poliquisticos (Vital et. al,
2017). Muchos prefieren un nivel de testosterona libre o un nivel de testosterona
biodisponible porque refleja mejor los efectos supresores de la hiperinsulinemia sobre la
globulina fijadora de hormonas sexuales. Las pruebas son reproducibles y eliminan
cualquier sesgo del observador en la identificaciéon de mujeres con exceso de andrégenos;
sin embargo, dada la variabilidad entre ensayos, es dificil asignar un nivel uniforme vy
especifico de testosterona circulante, que es el limite para diagnosticar el sindrome de

ovario poliquistico (Leung & Adashi, 2003).

Hiperprolactinemia

La prolactina (PRL) es una hormona hipofisiaria encargada de la estimulacién en las
glandulas mamarias para inducir la diferenciacion y la proliferacién de las células que
cumplen con el rol de la lactancia, pero también tiene otras funciones relacionadas con la
regulacion hormonal (Emanuel et al., 2022). Debido a que la produccién de prolactina es
estimulada por E2, las mujeres con SOP exhiben diversos niveles de PRL, que pueden
mostrarse desde superiores, iguales o incluso inferiores a los de las mujeres sin el sindrome

(Saklayen, 2018).

Dislipidemia

En las pacientes con SOP, se toma en cuenta a la dislipidemia como indicador del riesgo
cardiovascular a largo plazo. Esto se manifiesta mas cominmente como un nivel bajo de
colesterol HDL, pero debido a que los triglicéridos suelen ser relativamente bajos, a menudo

no se expresa un perfil lipidico aterogénico completo. Sin embargo, anomalias sutiles que



incluyen alteraciones en el tamafio de las particulas de lipoproteinas y el aumento de las
subclases de LDL Il y IV pueden contribuir a la susceptibilidad a la enfermedad
macrovascular (Berneis et al. 2007). Los anticonceptivos orales combinados, incluidas las
combinaciones del progestdgeno antiandrogénico acetato de ciproterona con
etinilestradiol, se utilizan a menudo para lograr el control del ciclo, disminuir los sintomas
androgénicos, proteger el endometrio y también por su acciéon anticonceptiva. Su efecto
sobre la tolerancia a la glucosa y el perfil lipidico es complejo y controvertido. Esta claro
que, en algunos individuos, pueden aumentar la intolerancia a la glucosa y los niveles de
triglicéridos circulantes (Nader y DiamantiKandarakis 2007). El aumento de peso durante el
uso de anticonceptivos orales también puede tener un efecto adverso sobre el riesgo

cardiovascular a largo plazo.

La grasa es el macronutriente mas rico en energia de la dieta y contiene 9 kcal/g, en
comparacion con solo 4 kcal/g de carbohidratos y proteinas. Ademas, el cuerpo tiene una
capacidad practicamente infinita para almacenar grasa, especialmente en personas
hiperinsulinemicas. Los experimentos con sobrealimentacion de grasas sugieren que el
exceso de grasa disminuye la oxidacidn de carbohidratos sin cambios aparentes en la
oxidacién de grasas. Cuando los carbohidratos estan presentes en exceso o no se oxidan
adecuadamente, la deposicidon de grasa aumenta mediante el proceso de lipogénesis de

novo.

Los estudios transversales indican que una mayor ingesta de grasas se asocia con una
sensibilidad a la insulina alterada, pero esta relacidén se debe principalmente a la obesidad
(Riccardi y Rivellese 2000; Vessby 2003). Por el contrario, los estudios de intervencién
mostraron que un aumento razonable en la ingesta total de grasas (del 20% al 40%) no tuvo
un impacto importante en la sensibilidad a la insulina (Riccardi ad Rivellese 2000). Por lo
tanto, una posible critica sobre los efectos nocivos de las dietas altas en proteinas y bajas
en carbohidratos sobre el aumento de la ingesta de grasas puede no ser aplicable, al menos

en intervenciones a corto plazo (McAuley et al. 2005). Se ha informado que un mayor



consumo de acidos grasos insaturados mejora la sensibilidad a la insulina en sujetos sanos

(Vessby et al. 2001), obesos y diabéticos tipo 2 (Summers et al. 2003).

Dietas hiperglucidas

La carga glucémica de una dieta se define como la cantidad de carbohidratos multiplicada
por el indice glucémico (IG). Los alimentos con un IG alto aportan carbohidratos
rapidamente después de su ingestion. Una carga glucémica elevada se asocia con un mayor
riesgo de diabetes y con un control glucémico deficiente en pacientes con diabetes
establecida. La carga glucémica se puede controlar disminuyendo la cantidad de
carbohidratos o consumiendo alimentos con un IG mas bajo y esto mejora la sensibilidad a
la insulina, disminuye la hiperglucemia posprandial, disminuye los triglicéridos y aumenta
el colesterol HDL (Marsh y Brand-Miller 2005). Ademas de tener un IG bajo, los alimentos
integrales pueden tener un papel especifico en la proteccién contra el desarrollo de la
diabetes. Las dietas bajas en carbohidratos han sido controvertidas y el interés publico en
estas dietas ha precedido y, en cierta medida, impulsado, el interés cientifico (Valerino-

Perea et al., 2019).

Cepa Long Evans

La cepa de ratas LE surgié alrededor de la segunda década del siglo XX gracias a la
colaboracién de los doctores Joseph Long y Herbert Evans en Estados Unidos por una cruza
de rata Wistar hembra con un macho de rata noruega gris silvestre capturado en Berkeley.
Evans desarrollé tal nivel de observaciones en esta cepa que identificé a los habitos
alimenticios como uno de los elementos para la variabilidad bioldgica, por lo que desarrolld
una dieta definida para las ratas destinadas a investigacién cientifica, dejando un legado en

el campo de la endocrinologia y la fisiologia reproductiva (Suckow et al., 2019).



La subcepa de la rata Long-Evans: Tokushima (LETL) es un modelo no muy comun de DTI
espontdnea, que sirve como modelo para la DT2, tampoco muestra linfopenia, y a partir de
la cual se ha generado una subcepa con tendencia diabética (KDP) y no diabética (Mordes
etal., 2004). Este modelo reveld el locus de susceptibilidad a la diabetes Iddm3, que codifica
la ubiquitina ligasa Cblb, y uno de los pocos alelos diabetogénicos no MHC (Suckow et al.,

2019).

Antecedentes

El uso de modelos animales nos ayuda a dilucidar la patogénesis de muchos padecimientos,
pues permite monitorear los efectos de farmacos y tratamientos. La rata ha sido
ampliamente usada como modelo de investigacién sobre la patogénesis del SOP debido a
su facilidad de uso, sus ciclos reproductivos cortos y su alta similitud genética con el genoma
humano (Rakic et al., 2023). Las disfunciones ovaricas como el SOP pueden ser inducidas en
ratas como modelo experimental a través de la inhibicién hormonal o enzimatica, la
exposicidn prolongada a la luz, la administracién de andrdgenos, la administracion de una
dieta alta en calorias e inclusive la tecnologia transgénica. Debido a que las pacientes con
SOP han manifestado una frecuente correlacion entre la DM vy la dislipidemia, se propone
el uso del modelo de dieta rica en grasas para inducir problemas ovaricos en ratas (Dejana

et al., 2021).

Podemos hacer un recorrido desde los primeros estudios con ratas que demostraron la
induccion de problemas ovaricos en ratas a través de la manipulacion de la dieta. El estudio
de Patel & Sha (2018) compard a un grupo control que recibié una alimentacién estandar
contra un grupo experimental que recibié una dieta alta en grasas y encontraron
hiperglicemia, Rl y altas concentraciones de triglicéridos en sangre de su grupo
experimental (Patel & Shah, 2018). Cabe destacar que esta dieta parece haber repercutido
en la funcién hormonal, observando una disminucidon de estrégenos y un aumento de

testosterona. En este estudio reportaron cambios en la morfologia ovarica similares a los



del SOP; no obstante, la dieta del grupo experimental no condujo a una diferencia en el

peso de ambos grupos (Patel & Shah, 2018).

En 2018 Moreno-Ferndndez demostré que la dieta alta en grasas y glucosa podia inducir el
SM en ratas macho de la cepa Wistar (Moreno-Fernandez et al., 2018). Puesto que el SM es
una comorbilidad altamente sefialada en pacientes con SOP, Nifio et. al (2020)
administraron una dieta alta en carbohidratos refinados a un grupo experimental de ratas
Wistar a partir de las 8 semanas de nacimiento, encontrando un aumento en el peso
corporal, mayor adiposidad y un aumento en el tamafio de los adipocitos en comparacion
con su grupo control. También reportan estros persistentes y altos niveles de LH que
asociaron con una reduccion en los foliculos primordiales y primarios. Para ellos, estos

resultados sugieren un deterioro en la reserva folicular ovarica (Nifio et al., 2020).

Akintayo et. al. (2021) realizaron un estudio con ratas Wistar adultas en el que compararon
a un grupo control, un grupo experimental que recibia inyecciones de letrozol y otro grupo
experimental que recibia alimentaciéon con D-fructosa y vieron que éste ultimo mostré
cambios histopatoldgicos en el Utero pero no alterd el perfil hormonal ni el peso de los

organos (Akintayo et al., 2021).

De Melo et. al., (2021) sometieron a ratas Wistar de 21 DPN a una dieta alta en sucrosa,
encontrando una mayor acumulacién de tejido adiposo, hiperglucemia y Rl que no se
manifestd en su grupo control. Observaron una pubertad mas temprana en el grupo
experimental con respecto al control, asi como un mayor numero de foliculos antrales
atrésicos y foliculos quisticos en los ovarios del grupo HSD (dieta alta en azucares), que lo

correlacionaron con una hipertrofia de los adipocitos periovaricos (de Melo et al., 2021).

En un experimento mas reciente de Rakic et. al., (2023) utilizaron ratas adultas de la cepa
Wistar a las cuales dividieron en tres grupos: un grupo control, un grupo que recibid
estradiol valerado y un tercer grupo que recibid valerato de estradiol con una dieta alta en
grasas. Encontraron un aumento del peso corporal, un aumento en el peso del ovario y la

prevalencia de estros persistentes en ambos grupos experimentales con respecto al control.



Igualmente, reportaron un aumento significativo de E2 y T pero una disminucién
significativa de P4 en ambos grupos experimentales con respecto al control (Rakic et al.,

2023).

Por lo anterior, este estudio se centrara en analizar el efecto de una dieta alta en glicidos
a partir del destete sobre las funciones ovaricas en ratas de la cepa Long Evans, las cuales

han sido histéricamente empleadas para estudios de ciclicidad estral.

Objetivos

General:
Analizar los efectos que ocasiona el SM inducido por una dieta hiperglicida sobre el inicio
de la pubertad, la ciclicidad estral y su relacion con las hormonas gonadotrdpicas y

esteroideas en ratas adultas de la cepa Long-Evans.

Especificos:

e Reproducir el modelo de SM en ratas hembra adultas de la cepa Long Evans por la
ingesta de una dieta hiperglicida durante tres meses.

e Analizar el ritmo del ciclo estral en las ratas hembra adultas de la cepa Long Evans
con SM.

e Cuantificar las hormonas gonadotrépicas y esteroideas en la en las ratas hembra

adultas de la cepa Long Evans con SM.

e Mostrar si en las ratas hembra Long Evans con SM existen diferencias en el tamafio

de los drganos reproductores relacionados con la funcién ovarica.

Hipotesis



En las ratas hembra adultas de la cepa Long-Evans, el sindrome metabdlico inducido por
una dieta hiperglicida desde la etapa infantil repercute en el inicio de la pubertad, la

ciclicidad estral y la sintesis de hormonas gonadotrdpicas y esteroideas.

Pregunta de investigacion

¢El sindrome metabdlico inducido por una dieta hiperglicida incidira en el inicio de la

pubertad, la ciclicidad estral de las ratas hembra de la cepa Long-Evans?

Justificacion

La prevalencia del SM varia ampliamente a lo largo del mundo, pero hay reportes de que
las poblaciones latinoamericanas y africanas tienen una mayor susceptibilidad al desarrollo
de trastornos metabdlicos (DeBoer, 2011). Y es precisamente México el pais cuyo
incremento del SM ha llamado la atencién de los investigadores en las ultimas décadas,
puesto que se ha posicionado como una de las naciones con las prevalencias de SM mas

altas del mundo (Mendoza-Caamal et al., 2020).

El SM se ha convertido en un grave problema de salud publica en México vy, por lo tanto,
existe la necesidad de desarrollar estrategias dirigidas a prevenir y tratar el SM. De acuerdo
al estudio de Ortiz et. al. 2022, se observd una prevalencia de SM del 44.2% entre la
poblacion mexicana segun la definicidn del Adult Treatment Panel Ill (ATPIII), fue mas alto
que el 36% informado anteriormente en un metaanalisis de la prevalencia del SM entre
adultos mexicanos por Gutiérrez-Solis et al., 2018. Otros estudios previos realizados en
México de 2004 a 2021 utilizaron la definicién de ATP Il y encontraron una prevalencia que
oscilaba entre el 21% y el 48%. La prevalencia de SM en adultos mexicanos obtenida de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) 2006, 2012, 2016 y 2018 fue de 40.2,
57.3,59.99 y 56.31%, respectivamente. 2006, 2012, 2016 y 2018 fue de 40.2, 57.3,59.99 y

56.31%, respectivamente.



Se han encontrado asociaciones especificas del SM con la edad y el IMC. La obesidad se
asocia con una mayor prevalencia de SM, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, colesterol
HDL bajo, obesidad abdominal e hipertensién (Ortiz-Rodriguez et al., 2022). Ademas, el SM
es una de las comorbilidades mas observadas en mujeres con SOP. El SOP tiene
implicaciones metabdlicas que incluyen RI, dislipidemia y metabolismo anormal de la
glucosa. Inclusive, las mujeres con SOP también muestran una propensién a ganar peso en
exceso, lo que exacerba estos sintomas. Los factores de riesgo cardiovascular, como la
inflamacién crénica, el estrés oxidativo y la fibrindlisis alterada, aumentan con cierta
evidencia de una mayor prevalencia de enfermedades ECV. El SOP también afecta
negativamente la calidad de vida relacionada con la salud y puede limitar la capacidad de la

mujer para optimizar un estilo de vida saludable (Gilbert et al., 2018).

El funcionamiento normal del aparato reproductor femenino esta intimamente ligado al
funcionamiento adecuado del organismo para lograr un proceso reproductivo exitoso.
Durante la vida de una mujer existen eventos normales como la pubertad, el embarazoy la
menopausia que se relacionan con alteraciones en la homeostasis energética y en los
niveles de esteroides gonadales seguidos del aumento de la grasa corporal y la resistencia

a lainsulina, componentes importantes del SM.

Derivado de todas las investigaciones a lo largo de los anos, se ha reconocido que el SM es
un estado fisiopatoldgico que puede existir incluso en ausencia de obesidad y actualmente
existen modelos que imitan esta condicion juntos o separados del estado de obesidad, por
tanto, es necesario utilizar modelos animales apropiados con el propdsito de estudiar la
enfermedad y que nos ayuden a dilucidar un mejor tratamiento y prevencion de estas

enfermedades.



Por lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad estudiar los efectos del sindrome
metabdlico inducido desde la etapa infantil por una dieta hiperglicida, sobre la funcién

ovdrica en la etapa adulta de la rata Long-Evans.

Métodos

Animales de experimentacion

Todos los procedimientos descritos fueron desarrollados de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana del cuidado y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y fueron
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) con el nimero de proyecto 2454. Se
utilizaron ratas hembra de la cepa Long--Evans de 21 dias postnatal (DPN) (n = 12)
proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP, las cuales fueron mantenidas
en cajas de acrilico (n = 6), y en condiciones de 14 horas luz y 10 horas oscuridad, con
alimentacion e hidratacidén ad libitum, temperatura y humedad controlada. Los animales
fueron clasificados en dos grupos experimentales, el grupo con dieta normogltcida (DNG)
y el grupo de dieta hipergltcida (DHG) cada uno constituido por seis animales. El grupo DNC
recibié una alimentacién de mantenimiento para roedores de la marca LabDiet® en la
presentacion 5012 cuyas calorias provienen en un 28.5% de las proteinas, 13.1% de las
grasas y en un 58.3% de los carbohidratos de acuerdo con el proveedor, por lo que este
grupo fue denominado como dieta normocalérica (DNC). El grupo DHG recibié una
alimentacion para roedores de la marca LabDiet® en la presentacion 5053 cuyas calorias
provienen en un 24.4% de proteinas, 13.1% de grasas y 62.3% de carbohidratos de acuerdo

con el proveedor.

Analisis zoométrico



Desde los 21 DPN en ambos grupos experimentales se realizé el monitoreo semanal del
peso, la talla corporal y la circunferencia abdominal. Los animales fueron pesados en una
bascula digital TRUPER®. La talla corporal se obtuvo con ayuda de la cinta métrica y se
procedié a medir la punta de la nariz a la base de la cola, los resultados fueron registrados
en centimetros. La circunferencia abdominal se obtuvo al colocar a la rata de forma vertical
de cara al manejador para dejar descender los 6rganos abdominales y medir por debajo de
las costillas, registrando el resultado en centimetros. Todas las mediciones fueron repetidas

semanalmente a las 9:00 h del dia hasta la fecha del sacrificio de los animales.

Monitoreo del ciclo estral

A partir de los 30 DNP se comenzé el monitoreo de la apertura vaginal. Una vez canalizada
la vagina se les realiz6 diariamente la citologia vaginal empleando un asa bacteriolégica con
la punta modificada a una forma de circulo de 1 mm de didmetro, la cual se esterilizdé en un
mechero de alcohol y se enfrié en 5 mL de agua purificada para la insercion suave y rapida
en la vagina de cada rata, teniendo sumo cuidado de no mover bruscamente el asa en el
interior del animal para no inducir una pseudoprefiez. Una vez obtenida la muestra, esta se
colocd en una laminilla rotulada con la fecha y el grupo, y se fijé con la flama del mechero.
El proceso de esterilizacién y enfriado del asa se realizdé por cada rata muestreada para
evitar una contaminacién de las muestras. Las muestras fueron tefidas con la técnica de
hematoxilina & eosina y fueron observadas en un microscopio dptico (Leica inc.) en el
objetivo 10x para determinar la fase del ciclo estral de acuerdo al tipo de células presentes

y su proporcién (Hernandez Lépez et al., 2023).

Se determind el estro cuando se observd células epiteliales superficiales anucleadas tefiidas
de color rosado agrupadas en cimulos y ausencia de leucocitos. Se determiné el diestro al
observar células intermedias y parabasales con nucleos que abarcan casi todo el citoplasma
tefiidas de color azul y presencia de leucocitos. Por ultimo, se determind el proestro al
observar las células superficiales con bordes bien definidos cuyo nucleo abarca una menor
porcion del citoplasma, por lo que habrd una tincidn rosa con azul, y escasos leucocitos

(Hernandez Lépez et al., 2023).



Prueba de tolerancia oral a la glucosa

A partir de los 110 DNP se iniciaron los sacrificios de los animales durante el estro vaginal
siempre que hayan presentado como minimo tres ciclos regulares previamente. A dichos
animales se les pesé el dia del sacrificio para determinar la dosis de glucosa correspondiente
a cada rata bajo la formula 1.75 g /kg del animal. Se realizé una administracion de glucosa
oral utilizando Dextrosol de 75 g Hycel® para prueba de tolerancia a la glucosa,
inmediatamente seguida de la toma de una muestra de sangre intracardiaca recolectada en
un tubo sin aditivos bajo el efecto anestésico de isoflurano con SOFLORAN © 100 mL PiSA ©
en torunda de algodén cada 30 minutos hasta cumplir un periodo de 90 minutos con n =3

en cada tiempo, dos tiempos por rata.

Sacrificio

Después de la toma de muestra, se efectud la sedacién del animal bajo anestesia de
isoflurano con SOFLORAN en torunda de algoddén. Una vez que los animales estuvieron
anestesiados se realizd el sacrificio con guillotina para recolectar la sangre troncal en un

tubo sin aditivos.

Manejo de érganos

Se extrajo el Utero, los ovarios, las glandulas adrenales, el cerebro y la hipdfisis, se les pesé
en una balanza analitica con hidrataciéon de NaCl al 0.9% vy al finalizar se resguardaron en

solucion de paraformaldehido al 4% en frascos individuales rotulados por cada rata.

Analisis bioquimico en suero sanguineo

Las muestras de sangre se utilizaron para la cuantificacion de LH, FSH, prolactina,
progesterona, testosterona, estradiol, testosterona libre y DHEA, colesterol total,

triglicéridos, HDL, LDL y VLDL por quimioluminiscencia. Se calculd el indice HOMA-IR por



medio de la férmula [(Insulina plasmatica en ayunas (uU/mL) x glucosa plasmatica en
ayunas (mmol/L)/22,5]; el indice HOMA-5% mediante la férmula (1/HOMA-IR)(100); HOMA-
B% usando la formula [(Insulina plasmatica en ayunas (uU/mL) x 20) / (glucosa plasmatica
en ayunas mg/dL / 18)]-3.5; y el HIS a través de la férmula 1000/[(M2/18) x (Insulina
plasmatica en ayunas (uU/mL)]. De igual forma se calculé el indice de disposicion de
insulina, de disfuncidon adipositaria por resistencia a insulina, aterogénico, de riesgo

cardiovascular y de riesgo coronario.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados y graficados con el programa de cdmputo GraphPad
Prism 9 utilizando el modelo estadistico de t de student y tomando como significativas

aquellas diferencias < 0.05.



Resultados

En el analisis zoométrico (Fig. 11) no se encontraron diferencias significativas para el peso
corporal (DNG: 165.9 g £ 16.82 vs DHG: 179.4 g £ 19.11 p = 0.5982), para la circunferencia
abdominal (DNG: 12.92 cm + 0.48 vs DHG: 13.32 cm + 0.49 p = 0.5746) ni en la talla.

En el analisis del ciclo estral (Fig. 12) los resultados muestran la regularidad del ciclo estral
en las ratas con DNG (Fig. 12A) y la irregularidad del ciclo en las ratas que recibieron la DHG
(Figuras 12B), por lo que existe una disminucion del porcentaje de ciclicidad (Fig. 12C) con
diferencias significativas en el grupo DHG respecto al grupo DNG (DNG 73.07 % + 7.547 vs
DHG: 50.27 % + 2.973 p = 0.0185).
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Figura 10: Andlisis zoométrico de animales del grupo DNG y del grupo DHG de acuerdo cona postnatal (SPN). Se muestra
la media + EEM del porcentaje de 11A: Peso corporal en gramos. 11B: Talla corporal en centimetros. 11C: Circunferencia

abdominal en centimetros; a los 90 dias posteriores de la ingesta de la dieta. n=6. t-student *p<0.05.
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Figura 11: Ciclo estral de animales con DNG y con DHG. Se muestra la media + EEM del porcentaje de 12A: Ciclo estral regular en ratas con DNC. 128B: Ciclo estral irregular en ratas

con DHG. 12C: Porcentaje de ciclicidad estral con diferencias significativas a los 90 dias posteriores de la ingesta de dieta con n=6. t-student *p<0.05.



El andlisis comparativo del peso relativo de los érganos extraidos (Fig. 13) mostrd una
disminucion en mg del peso del ovario derecho en ratas con DHG con respecto al grupo
DNG (DNG:14.65 + 2.1 vs. DHG:13.11 + 0.35 p = 0.45) sin diferencias significativas. En el
ovario izquierdo tampoco se observaron diferencias significativas en el grupo DHG con
respecto al grupo DNG (DNG:13.16 + 2.58 vs. DHG:11.13 + 0.45 p = 0.41). En la glandula
adrenal derecha se observa una disminucion del peso relativo en mg en el grupo DHG con
respecto al grupo DNG (DNG:14.01 + 0.39 vs. DHG:11.43 + 0.54 p = 0.0047) con diferencias
significativas, no obstante, en la adrenal izquierda la disminucidn del peso en el grupo DHG
no representa una diferencia significativa respecto al grupo DNG (DNG:12.35 + 0.53 vs.
DHG:11.24 £ 0.52 p =0.17). En el utero no se encontraron diferencias significativas en peso
en mg entre grupos (DNG:172.5 + 15.34 vs. 166.4 + 8.53 p = 0.73). En el cerebro no se
encontraron diferencias significativas con el peso en mg entre grupos (DNG:716.3 + 31.07
vs. DHG:705.1 + 9.59 p = 0.72). Finalmente, la comparacion del peso relativo en mg de la
hipdfisis tampoco mostré diferencias significativas entre grupos (DNG:5.34 + 0.94 vs.

DHG:4.60 £ 0.34 p = 0.45).
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Figura 12: Peso relativo de organos extraidos de los animales DNG y DHG. Se muestra la media + EEM del porcentaje de
ovario derecho, ovario izquierdo, utero, adrenal derecha, adrenal izquierda, cerebro e hipdfisis con diferencias significativas

a los 90 dias posteriores de la ingesta de dieta, n=6. t-student *p<0.05.

A los 90 dias de ingesta de dieta, se muestra una mayor concentracion de insulina en suero
en el grupo DHG respecto al grupo DNG al tiempo 0 minutos (DNG:19.44 mU/mL + 1.72 vs
DHG: 30.04 mU/mL % 2.58 p = 0.0162) y 30 minutos (DNG: 21.39 mU/mL + 0.34 vs DHG:
37.60 mU/mL * 1.88 p =0.018) con diferencias significativas, sin cambios a los 60 minutos
(DNG:18.13 mU/mL + 1.455 vs. DHG:22.53 mU/mL + 1.683 p = 0.0516) y 90 minutos
(DNG:7.630 mU/mL + 2.680 vs. DHG:14.93 mU/mL + 1.269 p = 0.0664) (Fig. 14A). Por otro
lado, la concentracion de glucosa fue mayor en el grupo DHG con respecto al grupo DNG al
tiempo 0 (DNG: 135.8 mU/mL + 8.788 vs. DHG:139.7 mU/mL + 14.62 p =0.8170), al tiempo
30 (DNG:150.3 mU/mL + 22.18 vs. DHG:188.7 mU/mL * 16.19 p = 0.2501), al tiempo 60
(DNG:117.8 mU/mL * 8.606 vs. DHG:142.3 mU/mL + 21.53 p = 0.2881) y al tiempo 90
minutos (DNG:117 mU/mL + 12 vs. DHG:164.3 mU/mL + 14.89 p = 0.1118) sin diferencias

significativas a lo largo de la prueba (Fig. 14B).
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Figura 13: Cuantificacion de insulina y glucosa en sangre de animales con dieta normoglicida y con dieta hiperglicida.
Se grafico la media + EEM de 14A: concentracion de insulina. 14B: concentracion de glucosa en intervalos de 30 minutos.

Los animales fueron sacrificados al cumplir 3 meses de ingesta de dieta, n=6. T de student *p < 0.05.

En el estudio de lipidos (Fig. 15) se analizd la concentracidn de colesterol, triglicéridos, HDL,
LDL y VLDL. Se muestra una mayor concentracion de colesterol total (Fig. 15A) en el grupo
DHG respecto al grupo DNG (DNG:106.4 mg/dL + 3.74 vs. DHG:138.1 mg/dL + 5.23 p =
0.0004), una mayor concentracion de triglicéridos (DNG: 67.75 mg/dL + 4.72 vs DHG: 96.83
mg/dL + 6.67 p = 0.0032) (Fig. 15B), una mayor concentracién de HDL (DNG: 41.03 mg/dL +
1.57 vs DHG: 31.43 mg/dL + 3.26 p = 0.0178) (Fig. 15C), una mayor concentracion de LDL
(DNG: 50.14 mg/dL + 2.72 vs DHG: 86.50 mg/dL + 3.88 p = 0.0001) (Fig. 15D), y una mayor



concentracién de VLDL (DNG: 15.26 mg/dL + 1.19 vs DHG: 20.15 mg/dL + 1.67 p = 0.0333)

(Fig. 15E). Se encontraron diferencias significativas en todos los andlisis.
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Figura 14: Concentracion de lipidos en sangre de animales con DNG y DHG. Cada barra muestra la media + EEM de la
concentracion de 5A: Colesterol Total. 5B: Triglicéridos. 5C: HDL. 5D: LDL. 5E: VLDL. Se sacrificaron a las ratas a los 90 dias

posteriores de la toma de dieta, n=6. T de Student *p<0.05.

Respecto al andlisis de los indices HOMA (Fig. 16), se observa un aumento en el grupo DHG

respecto al grupo DNG de HOMA-IR (Fig. 16A) (DNG:1.025 + 0.05781 vs. DHG:1.737 £ 0.2811



p = 0.0336), y de HOMA-S% (Fig. 16B) (DNG:98.48 + 5.649 p = 0.0127) con diferencias
significativas, de HOMA-B% (Fig. 16C) (DNG:51.34 + 6.840 p = 0.0863) sin diferencia
significativa, mientras que el indice HIS (Fig. 6D) disminuye en el grupo DHG respecto al
grupo DNG (DNG:7.293 + 0.4193 vs. DHG:4.477 + 0.6617 p = 0.0128) con diferencias

significativas.
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Figura 15: Evaluacion del indice HOMA en animales con dieta DNG y DHG. Se muestra la media + EEM del porcentaje de
16A: HOMA-IR. 16B: HOMA-5%. 16C: HOMA-B%. 16D: HIS. Se sacrificaron a las ratas a los 90 dias posteriores de la toma

de dieta, n=6. t-student *p<0.05.

En el estudio de los indices de riesgo coronario (Fig. 17) se mostré una disminucién del
indice de disposicion de insulina (Fig. 17A) del grupo DHG respecto al grupo DNG
(DNG:0.1475 + 0.01109 vs. DHG:0.1376 + 0.03180 p = 0.7299) sin diferencias significativas.
Se muestra un aumento en el indice de disfuncidn adipositaria por resistencia a la insulina

(Fig. 17B) en el grupo DHG respecto al grupo DNG (DNG:0.1950 + 0.06487 vs. DHG:0.4167



+ 0.05364 p = 0.0550) sin diferencias significativas. De igual forma se observa un aumento
del indice aterogénico (Fig. 17C) en el grupo DHG respecto al grupo DNG (DNC:2.680 +
0.1799 vs. DHG: 3.367 + 0.2728 p = 0.0791) sin diferencias significativas, asi como el indice
de riesgo cardiovascular (Fig. 17D) mostré un aumento en el grupo DHG respecto al grupo
DNG (DNG: 3.795 + 0.3815 vs. DHG: 4.237 + 0.09838 p = 0.38) sin diferencias significativas.
En cambio, el indice de riesgo coronario (Fig. 17E) muestra un aumento en el grupo DHG
respecto al grupo DNG (DNG:1.68 + 0.1799 vs. DHG:2.887 + 0.3927 p = 0.0274) con

diferencias significativas.
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Figura 16: indices de riesgo coronario en animales con DNG y DHG. Se muestra la media + EEM del porcentaje de 17A:
indice de disposicién de insulina. 17B: indice de disfuncién adipositaria por resistencia a la insulina. 17C: indice aterogénico.
17D: indice de riesgo cardiovascular. 17E: indice de riesgo coronario a los 90 dias posteriores de la ingesta de dieta, n=6.

t-student *p<0.05.

En el estudio del perfil hormonal (Fig. 18) los resultados muestran un aumento en la
concentracion de LH (Fig. 18A) sin diferencias significativas (DNG:2.971 Ul/mL + 0.6082 vs
DHG: 3.6 Ul/mL + 0.6782 p = 0.5034). Se observa una disminucion de FSH (Fig. 18B) sin
diferencias significativas (DNG:4.186 Ul/mL + 0.4506 vs. 3.583 Ul/mL + 0.2926 p = 0.3041)



al igual que la P4 (Fig. 18C) (DNG:106.6 ng/mL + 11.69 vs DHG: 93.56 + 13.11 p = 0.4711).
Se muestra un aumento en la concentracion de E2 (Fig. 18D) con diferencias significativas
(DNG:10.64 pg/mL £ 1.558 vs. DHG:34.47 + 7.674 p = 0.0072). Se muestra un aumento en
la concentracién de testosterona (Fig. 18E) con diferencias significativas (DNG: 0.1757
ng/mL + 0.0097 vs DHG: 0.2533 ng/mL + 0.029 p = 0.0202). En el caso de la testosterona
libre (Fig. 18F) se muestra un aumento en la concentracién en el grupo DHG respecto al
grupo DNG (DNG:1.771 + 0.4849 pg/mL vs. DHG:2.067 + 0.6751 p = 0.7237) sin diferencias
significativas. Para el caso de la DHEA (Fig. 18G) se muestra un aumento en la concentracion
de DHEA en el grupo DHG respecto al grupo DNG (DNG:50.69 ng/mL + 4.432 vs. DHG:51.10
ng/mL + 2.665 p = 0.9493) sin diferencias significativas. Por Ultimo, en la Fig. 18H se observa
una disminucion en la concentracion de PRL en el grupo DHG respecto al grupo DNG

(DNG:12.99 ng/mL 6.777 DHG:12.82 ng/mL 5.084 p = 0.9849) sin diferencias significativas.
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Figura 17: Perfil Hormonal en sangre de animales con dieta normocaldrica y con dieta hiperglucida. Cada barra muestra
la media + EEM de la concentracion de 18A: LH. 18B: FSH. 18C:P4. 185D: E2. 18E: Testosterona. 18F: Testosterona Libre.

18G: DHEA. 18H: Prolactina a los 90 dias posteriores de la ingesta de dieta, n=6. t-student *p<0.05.



Discusidn

El presente trabajo tuvo la finalidad de analizar los efectos que ocasiona el SM inducido por
una dieta hiperglicida sobre la funcién ovarica de ratas adultas de la cepa Long-Evans. Se
utilizaron ratas hembra recién destetadas a la que se les indujo el SM por ingesta de una
dieta hiperglucida por tres meses desde el destete hasta la edad adulta. A estos animales
se les evalud la zoometria, la AV y la ciclicidad estral durante la induccidn del modelo. A los
3 meses de la induccién del modelo, los animales fueron sacrificados tomando en
consideracidn que presentaran un estro en la citologia vaginal, y en el suero sanguineo se
analizaron los parametros bioquimicos de: curva de tolerancia oral a la glucosa, curva de
insulina; concentracién de colesterol, triglicéridos, HDL, LDL y VLDL; HOMA, HOMA-IR,
HOMA-5%, HOMA-B%; indice de disposicidn de insulina, indice de disfuncién adipositaria
por resistencia a la insulina, indice aterogénico, indice de riesgo cardiovascular, indice de
riesgo coronario; LH, FSH, P4, E2, testosterona, testosterona libre, DHEA y prolactina. Los
ovarios, el Utero, las glandulas adrenales, el encéfalo y la hipdfisis fueron extraidas y se

analizé su peso relativo.

En los paises en desarrollo, la urbanizacion y las tendencias demograficas se acomparfian de
cambios en el estilo y calidad de vida de sus habitantes, lo que conduce al desarrollo de
enfermedades crdénicas y degenerativas (Cardoso — Saldafia et al. 2008). En México, la dieta
alimenticia se caracteriza por consumir productos incompatibles con las pautas alimentarias
actuales, como bebidas energéticas y platillos con un alto contenido energético (Valerino-

Perea et al., 2019).

Es particularmente importante estudiar el vinculo entre las dietas altas en carbohidratos y
la alta predominancia de enfermedades en México, ya que las tasas de prevalencia de
obesidad y diabetes se encuentran entre las mas altas del mundo (36.1 % y 13.7 %,
respectivamente), mientras que las Enfermedades Cerebrovasculares (ECV) siguen siendo
la principal causa de muerte en el pais (22.7 %). Esta alta carga de enfermedades se ha
atribuido a la escasa adherencia de la poblacién a las pautas dietéticas: pocos adultos

mexicanos cumplen con la ingesta recomendada de alimentos saludables y la mayoria



excede las recomendaciones de alimentos ricos en energia, grasas y azucares afadidos

(Valerino-Perea et al., 2023).

La caracterizacion de un modelo experimental que permita evaluar nuevas estrategias de
intervencion para la prevencion y/o tratamiento del SM, sigue siendo un reto para los
investigadores que trabajan en este campo. El modelo de induccién de SM por el consumo
crénico de dietas hiperglucidas se ha analizado en ratas macho de la cepa Wistar y Sprague
Dawley en donde se ha mostraron las caracteristicas bioquimicas que demuestran que los
animales presentan resistencia a la insulina y un desbalance en metabolismo de
carbohidratos y lipidos (Trevifio et al. 2015; Leonardi et al., 2020). Sin embargo, solo el 5%
de estudios se ha realizado en modelos de roedores hembra (incluyendo ratones y ratas)
(Leonardi et al., 2020), por lo que la evidencia no es suficientemente fuerte para pasar de

la fase TO en los estudios traslacionales.

Existe una fuerte correlacidn entre el SM y el SOP. Las anormalidades metabdlicas como
hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa y la consiguiente diabetes mellitus tipo Il
(Ehrmann et al. 1999, Park et al. 2001), obesidad, dislipidemia (Moran et al. 2010) y el
sindrome cardiometabdlico (Hoffman y Ehrmann 2008) se observan con bastante

frecuencia en pacientes con SOP.

La prevalencia de la Rl en pacientes con SOP oscila entre el 50 y el 70% (Dunaif 1997, Park
et al. 2001, Carmina y Lobo 2004) y se produce independientemente de la obesidad (Dunaif
et al. 1989). El efecto de la obesidad puede agravar la Rl (Dunaif et al. 1989). Los niveles
elevados de insulina aumentan la produccidon de andrégenos al aumentar la secrecién de
LH de la glandula pituitaria, actuando sinérgicamente con la LH en las células tecales y
reduciendo la sintesis hepatica de globulina transportadora de hormonas sexuales séricas
(Nestler et al. 1991, Balen 2004, Sheehan 2004). La exposicidn a insulina en cultivos de
células de la adenohipdfisis causa un aumento dosis-dependiente en la liberacion de LH
basal y estimula la GnRH y la FSH (Adashi et al. 1981, Soldani et al. 1994, 1995). La
hiperinsulinemia y la Rl a largo plazo conducen a un aumento en los niveles séricos de

testosterona total y libre (Adashi et al. 1981, Declue et al. 1991).



Si bien las dietas altas en grasas pueden ocasionar problemas en la funcion ovarica de las
ratas hembra, hay poca evidencia de lo que ocasiona las dietas altas carbohidratos en dichos
animales, en especial en la cepa Long Evans.Dado lo anterior, en este estudio se utilizé el

modelo de SM por ingesta de dietas hiperglucidas en la rata hembra Long Evans.

Nuestros resultados mostraron que los pardmetros zoométricos de animales con SM no
mostraron una diferencia significativa con respecto al peso corporal, la talla y la
circunferencia abdominal, a pesar de la diferencia del contenido calérico en las dietas
proporcionadas. En ratas macho se ha mostrado un incremento en el peso corporal de estas
ratas, sin embargo, no hay evidencias de lo que ocasiona este tipo de dietas en el peso de
las ratas hembras (Trevifio et al., 2015; Diaz et al., 2018). Existen estudios en donde han
analizado dietas altas en grasas (HFD) durante 120 — 180 dias en ratas hembra de la cepa
Sprague Dawley y se ha mostrado que no hay diferencias en el peso corporal (Patel y Shah,
2018). Podemos validar la presencia del SM en el grupo DHG no solo por la Rl manifestada
ya que igualmente se manifestd el criterio de dislipidemia en todos los pardmetros
evaluados que culminan con un alto indice de riesgo coronario. Los datos concuerdan con
los valores bioquimicos presentados en el grupo de investigacidn al analizar esta dieta
(Trevifio et al., 2015; Diaz et al., 2018; Fuentes et al. 2023). El desarrollo de Rl y una mayor
intolerancia a la glucosa en animales alimentados con una dieta hiperglicémica no se asocio
con un aumento de peso corporal. Un estudio mas detallado que pueda analizar los cambios
en el higado y el tejido adiposo puede ayudar a comprender la posible causa de la
resistencia a la insulina sin desarrollar obesidad, tal como lo propone Patel y Shah en el

2018, en el modelo de dietas altas en grasas.

El inicio de la pubertad en ratas puede monitorearse a través de la AV y algunos estudios
han sefialado que la pubertad y la ciclicidad estral mantienen una dependencia con los
cambios ambientales y nutricionales. En el trabajo de De Melo et. al. (2021), el grupo
experimental recibié una dieta alta en sacarosa y observaron que el grupo experimental
comenzé la pubertad antes que el grupo control. Si bien las ratas del presente experimento
no mostraron el mismo adelanto, la desregulacion del ciclo estral es un indicio de Ila

disfuncion ovarica.



Respecto a la ciclicidad de los animales, se observé la manifestacion de estros persistentes
en la citologia vaginal en el grupo con SM. Lo anterior puede ser debido a que el aumento
de insulina promueve la desregulacion ovdrica pues este érgano conserva la sensibilidad

hacia dicha hormona (Zhao et. al. 2023).

La ciclicidad de este ciclo también depende de que las hormonas gonadotrdpicas se liberen
correctamente. Es muy probable que los problemas metabdlicos repercutan en el eje
hipotdlamo-adenohipdfisis-ovario. Durante este padecimiento también encontramos fallos
en la regulacion de la sintesis de hormonas gonadotrépicas. De hecho, la leptina, una
hormona sintetizada en el tejido adiposo, actla indirectamente sobre la GnRH a través de
neuronas adyacentes que expresan el receptor de leptina para afectar las actividades
neuronales de GnRH. Incluso la inflamacion hipotalamica llega a perjudicar en el proceso
ovulatorio haya o no obesidad (Chen et al., 2022). Una importante relacién del SM respecto
a problemas de disfuncién ovdérica (tales como el SOP) reside en el aumento de tejido
adiposo, el cual funge como una glandula endocrina que se encarga de los procesos
inflamatorios al ser responsable de la produccién de hormonas como la leptina y la
adiponectina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a por sus siglas en inglés), la
interleucina 6 (IL-6) y por su participacion en la conversion de corticoesteroides y hormonas

sexuales esteroideas (Abraham Gnanadass et al., 2021).

Se debe mencionar que la hiperinsulinemia inhibe la sintesis de proteinas de unién al factor
de crecimiento insulinoide 1 (IGF-l), lo que produce un aumento de IGF-I libre en la
circulacién que al entrar en contacto con las células de la teca promueven la produccién de
andrégenos, lo que conduce a la apoptosis de las células de la teca y la inhibicion de la
foliculogénesis. También se ha informado que la insulina estimula a la adenohipéfisis para
que libere LH, lo que podria aumentar la biosintesis de andrégenos ovaricos y adrenales, y
comprometer la funcion ovarica (Sadeghi etal.,, 2022). En nuestros resultados se ha
encontrado un aumento de testosterona libre, pero mas aun un aumento en la
concentracion de estrogenos, lo que sugiere una mayor actividad en las células de la

granulosa, y que esta estrechamente relacionado a la presencia de estros persistentes.



En otro tipo de dietas como la alimentacion con dieta alta en grasas (HFD, por sus siglas en
inglés) durante 120-180 dias a ratas adultas se ha mostrado que se produce RI,
hiperinsulinemia, niveles séricos aumentados de progesterona, ciclo estral extendido y

morfologia ovarica alterada en ratas (Patel y Shah, 2018).

Un ejemplo de las repercusiones del SM en el SOP es el estudio de He et. al. (2019) en el
gue compararon el tratamiento que recibieron las pacientes de SOP para los problemas de
infertilidad contra el tratamiento contra la infertilidad implementado en pacientes con SOP
y SM en donde encontraron que el SM estuvo presente en un 27.2% de las pacientes del
estudio, las cuales tuvieron un tratamiento contra la infertilidad de mayor duracién (4.0 £
2.2 anos vs 3.7 + 2.2 afios, p = 0.004). El grupo de mujeres con SM mostré mas casos con
disfuncion de la ovulacién e infertilidad por factor tubarico (60.5 vs. 52.5%, p = 0,005) pero
menos casos con disfuncién de la ovulacién e infertilidad por factor masculino (15.6% vs.

22.9%, p = 0,002) que aquellas sin SM (Y. He et al., 2019).

Un estudio in vivo con ratas demostré que las concentraciones altas de glucosa en sangre
junto con un estado de inflamacién pueden desencadenar la sintesis de PRL en el tejido
adiposo. Algunos creen que la hiperprolactinemia no es mas frecuente en mujeres con SOP
y que cualquier asociacién entre ellas es casual. Otros creen que la hiperprolactinemia
puede ser una parte integral del SOP y que el SOP con hiperprolactinemia puede ser un
fenotipo especifico del SOP (Emanuel et al., 2022). También se ha demostrado que la
hiperprolactinemia induce un estado de resistencia a la insulina en cohortes con SOP, sin
embargo, en nuestro estudio no se encontrd una diferencia significativa entre grupos para

el estudio de PRL.



Conclusiones

El consumo de dietas hiperglicémicas a partir de la edad infantil en ratas hembra de la cepa
Long Evans produce tanto alteraciones metabdlicas como cambios en la ciclicidad
presentando hiperandrogenismo e hiperestrogenismo inducido por la hiperinsulinemia, lo
que nos podria apoyar a comprender como las dietas altas en carbohidratos pudieran
ocasionar un desbalance hormonal, lo cual en un momento dado podria correlacionarse con

la patogenia del SOP en mujeres con RI.
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