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RESUMEN

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es el trastorno enddcrino-metabdlico
mas frecuente en mujeres en edad reproductiva, uno de los factores que
predisponen a padecerlo es la obesidad, esto es importante ya que se sabe que
México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en padecer sobrepeso u obesidad,
siendo el sector de mujeres en edad reproductiva el que lo presenta con mayor
frecuencia. Ademas, se sabe que el consumo de dietas altas en grasa (AG) es un
factor importante para el desarrollo de enfermedades metabdlicas y trastornos
reproductivos y mas durante etapas criticas del desarrollo donde predispone a las
hembras a presentar alteraciones como el SOP. Debido a esto es importante
investigar el papel de las dietas AG durante diferentes periodos del desarrollo de
las hembras y sus repercusiones en su salud reproductiva y en especial en el
desarrollo de SOP. Hipotetizamos que las crias que consumen dieta AG durante
toda su vida y que ademas provienen de madres obesas presentaran alteraciones
en el indice de resistencia a la insulina (IRI) y en la morfologia del ovario, todas
estas caracteristicas del SOP en comparacion con las crias que consumen una
dieta control. Para esto, ratas hembra de la cepa Wistar fueron alimentadas con
dieta control (C) o con dieta alta en grasa (AG) desde el destete, durante la
gestacion y hasta el final de la lactancia. La mitad de las crias hembras de los
grupos C y AG se destetaron ya sea con dieta C o AG. A los 460 dias se colecto
suero, tejido adiposo y ovarios para evaluar pardmetros bioquimicos, peso e indice
de adiposidad. Ademas, se realizd el andlisis morfolégico, histolégico,
inmunohistoquimico y expresion génica para determinar el desarrollo de SOP en
las crias. Nuestros resultados muestran que las crias que provienen de madres
control pero ellas consumieron dieta AG (CAG) y las crias que provenias de
madres obesas y ademas consumieron dieta AG (MOAG) incrementaronel peso e
indice de adiposidad vs C. Asimismo, las crias de los grupos CAG, MO (crias
provenientes de madres obesas pero ellas consumieron dieta AG) y MOAG
presentaron mayor concentracion de leptina, adiponectina, triglicéridos y mayor
IRI, ademas de presentar ovario con morfologia poliquistica (presencia de foliculos
cisticos). Asi mismo, los grupos CAG, MO y MOAG tuvieron mayor presencia de
la proteina CYP19al vs C. Sin embargo, presentaron expresion similar del gen
entre los grupos comparados con el grupo C. Por otro lado, nohubo cambios en
la presencia del receptor para Hormona Luteinizante (LH) entre los grupos. El
consumo de una dieta AG incrementa el IRI, la acumulacién de grasa en el ovario,
el cual secreta citosinas como la leptina la cual también tieneun papel en la
esteroidogénesis ovarica, ovario con morfologia poliquistica y alteraciones en los
receptores de LH y la enzima aromatasa que afectan la funcion del desarrollo
folicular, que conlleva a desarrollar el SOP. Podemos concluir que laexposicién a
dietas AG en diferentes etapas del desarrollo conlleva a desarrollar caracteristicas
de SOP independientemente de la ventana de exposicion.




ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common endocrine-metabolic
disorder in women of reproductive age, one of the predisposing factors is obesity,
which is important because it is known that Mexico ranks second worldwide on
overweight or obesity, where women in reproductive age are the sector most
affected. High fat diet (HFD) consumption is an important factor for the
development of metabolic diseases and reproductive disorders, especially during
critical stages of development, where HFD also prompts females to present
alterations such as PCOS. Therefore, it is important to investigate the role of HFD
during different periods of female development and its repercussions in their
reproductive health and especially in the development of PCOS. We
hypothesized that offspring that consume HFD throughout their lives and come
from obesemothers will present alterations in insulin resistance index (HOMA)
and ovarian morphology, all these characteristics of PCOS compared to offspring
that consume a control diet. For this purpose, female Wistar rats fed either
control (C) or high fat diet (HFD) from weaning, during gestation and until the end
of lactation. Half of the female offspring in the C and HFD groups were weaned
on either C or HFD. At 460 days, serum, adipose tissue and ovaries were
collected to evaluate biochemical parameters, weight and adiposity index. In
addition, morphological, histological, immunohistochemical and gene expression
analysis was performed to determine the development of PCOS in the offspring.
Our results show that the CAG and MOAG offspring increased weight and
adiposity index vs C. Likewise, theoffspring of the CAG, MO and MOAG groups
presented higher concentrations of leptin, adiponectin, triglycerides and higher
insulin resistance index, in addition to presenting ovary with polycystic
morphology (presence of cystic follicles). Likewise,the CAG, MO and MOAG
groups had a higher presence of CYP19al protein vs C. However, they
presented similar gene expression between the groups compared togroup C. On
the other hand, there was no change in the presence of the Luteinizing Hormone
(LH) receptor between the groups. The consumption of a HFD increases HOMA,
accumulation of fat in the ovary, which secretes cytokines such as leptin which
also plays a role in ovarian steroidogenesis, ovarian polycysticmorphology and
alterations in LH receptors and aromatase enzyme that affect the function of
follicular development, which leads to the development of PCOS. We can
conclude that exposure to HFD at different stages of development leads to the
development of characteristics of PCOS regardless of the window of exposure.




1. INTRODUCCION
1.1 Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como “una
acumulaciéon anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud” y es un factor de riesgo para numerosas enfermedades cronico-
degenerativas, entre las que se incluyen diabetes, enfermedades
cardiovasculares y cancer (OMS, 2019). El sobrepeso y la obesidad son un
sindrome nutricional multifactorialcomplejo con causas genéticas, conductuales
y ambientales, también son la formaméas comun de malnutricion en paises

desarrollados y en vias de desarrollo (Alcazar, 2013).

El sobrepeso y la obesidad son un problema prioritario de salud publica en
México y en el mundo. La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE), indic6 en un estudio realizado en 2021 en poblacién mayor
al5 afios que México ocupé el primer lugar en cuanto a obesidad y sobrepeso
conel 74.1%, justo por encima de Estados Unidos que tiene 73.1% esto
explicaria por qué México tiene la prevalencia mas alta de diabetes entre los

paises que conforman esta organizacion (OCDE, 2021).

A su vez, la “Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2018”
muestra que la prevalencia de sobrepeso y obesidad combinadas de nifios
enedad escolar (5-11 afos) fue de 35.6%, en adolescentes (12-19 afios) fue de
38.4%, del cual el porcentaje de mujeres con sobrepeso/obesidad es del 41.1%.
Mientras que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos (20 afios en
adelante) fue del 75.2%, del total de mujeres, el 76.8% presenta sobrepeso u

obesidad y en los hombres se presenta en el 73% de la poblacion encuestada.

En México, uno de los sectores de la poblacion afectados por el sobrepeso y
la obesidad, es el de las mujeres en edad reproductiva (grupo de adolescentes
y adultos) representando un 83.5% de la poblacion evaluada (Instituto Nacional
de Salud Publica, 2016). Al respecto, el sobrepeso y obesidad en mujeres en

edad reproductiva dificulta la posibilidad de concebir y durante el embarazo




aumenta el riesgo de padecer hipertension, diabetes, entre otras complicaciones
(Zain y Norman, 2008). Cabe mencionar que el sobrepeso y la obesidad no son
iguales, ya que el sobrepeso se refiere a tener exceso de peso, debido a un
exceso de muscolo, de agua o de grasa, mientras que la obesidad se caracteriza
por tener siempre un exceso de grasa (Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado, 2022). Para definir si una persona
presenta sobrepeso u obesidad se utiliza el indice de Masa Corporal (IMC), el
cual consiste en dividir el peso corporal en kilogramos dividido entre el cuadrado
de la talla en metros, para catalogar a una persona con sobrepeso el resultado
de este célculo debe encontrarse entre 25y 29.9, mientras que para catalogarla
en obesidad debe presentar un IMC de 30 o superior (Gobierno de México,
2021).

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad en las mujeres en edad
reproductiva ha aumentado en los ultimos 30 afos, con un 40.2% de mujeres
mayores de 20 afios clasificadas como obesas (ENSANUT, 2018). Ademas,
también ha aumentado el consumo de dietas ricas en grasa y/o carbohidratos
con alto contenido de calorias (es decir, dietas altas en grasas), que se
relacionan con el sindrome metabdlico y se asocian a comorbilidades, como la

disfuncion reproductiva y la infertilidad (Paula et al., 2021).

El estado nutricional de la mujer durante la etapa reproductiva, en especial
enla gestacion y la lactancia, es importante, ya que el desarrollo durante el
periodo fetal y los primeros afios de vida se caracterizan por el crecimiento
rapido y la maduracién de 6rganos y sistemas del individuo. Los cambios tanto
de la calidad como de la cantidad de los nutrientes que consumen la mujer
embarazada y el neonato en este periodo influyen de forma permanente sobre
esos organos y tejidos en desarrollo, modificando su respuesta, remodelando su
estructura y su funcién (OMS, 2019; Moreno, 2016),. A estos cambios inducidos
por factores ambientales se le denomina “Programacion del desarrollo” o
“‘Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD, por sus siglas en

inglés)”.




1.2 Programacion del desarrollo (DOHaD)

La programacion del desarrollo o DOHaD es el proceso por el que la
exposicion a estimulos ambientales especificos durante ventanas criticas del
desarrollo puede desencadenar adaptaciones que producen cambios
permanentes en la fisiologia del organismo, encaminadas inicialmente a
garantizar su supervivencia, pero que dejan memoria permanente. Esta
programacion se debe a la plasticidad de las células y de los tejidos durante
el desarrollo del feto, y es lo que permite al organismo responder a los cambios

en el ambiente que lo rodea (Moreno, 2016; Zambrano et al., 2010).

A los periodos donde las células y los tejidos presentan mayor plasticidad se
lesha denominado “ventanas criticas del desarrollo” las cuales hacen referencia
a las etapas de la vida donde es mas probable que los organismos expresen
modificaciones fenotipicas en respuesta a determinados factores ambientales
(Burggren et al., 2015), siendo las mas importantes la etapa de embriogénesis,
la vida fetal y neonatal (Rosenfeld, 2016) a las cuales se les denomina “los
primeros 1000 dias” (~280 dias de embarazo mas los primeros ~730 dias
después del nacimiento). Esto es importante debido a que en estas etapas tanto
la division como la diferenciacion celular se llevan a cabo de manera acelerada
(Estrada ycol, 2020). Ademas, se sabe que después de este periodo seran
pocos los sistemas de érganos y tejidos que tengan la capacidad de adaptarse

y respondera los desafios fisioldgicos (Oestreich y Moley, 2017).

1.3 Factores gque intervienen en la programacién del desarrollo

Los insultos en la madre pueden ser de diversa naturaleza, por ejemplo,
toxicos, infecciones, tabaquismo, alta o baja disponibilidad de nutrientes, estrés
psicoldgico, entre otros, debido a que los organismos muestran una alta
capacidadde respuesta a estos. Sin embargo, se refiere fundamentalmente al
ambiente nutricional que rodea los primeros afios de vida del hijo, por lo que se

dice que la aparicion de una enfermedad no transmisible es resultado de la




interaccion de aspectos genéticos y estilo de vida a lo largo de su desarrollo,

también denominado “programacion metabdlica” o “programacion del desarrollo”

(Moreno, 2016; Zambrano et al., 2010).

Los principales mecanismos por los cuales se genera esta programacion a

largoplazo incluyen cambios en las funciones celulares y estructura de érganos

y las alteracion en la expresion génica dada por modificaciones epigenéticas
(Estrada et al., 2020).

Entre los principales factores que intervienen en la programacion se

encuentran: la deficiencia nutricional o sobrenutricion, la exposicién a agentes

guimicos toxicos, el estrés materno, infecciones y el desequilibrio hormonal

(Estrada y col, 2020) de los cuales se ha planteado que su efecto en la salud del

individuo se da a partir de su accién en la expresion génica de este (Figura 1).
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1.4 Caracteristicas de la programacion del desarrollo

El DOHaD, concibe que la respuesta de un organismo a un reto ambiental
especifico durante una ventana critica del desarrollo sera capaz de alterar la
trayectoria del desarrollo de un organismo, por lo que resultara en efectos en la
salud que persisten a lo largo de la vida del individuo (Zambrano y Nathanielsz,
2013).

Se ha descrito que, desde la formacion de gametos, la fecundacion, el
desarrolloembrionario y fetal, asi como durante las etapas correspondientes a la
infancia y adolescencia, los organismos poseen una gran plasticidad fenotipica
en comparacion con etapas posteriores; es decir que muestran una mayor

capacidad de respuesta a estimulos especificos (Bateson et al., 2004).

Cabe mencionar que el desarrollo de los tejidos en diferentes organismos se
lleva a cabo en diversos periodos. En el caso de los roedores, algunos 6rganos
y sistemas se encuentran plenamente desarrollados antes del nacimiento,
mientras que otros como el cerebro, el sistema inmunoldgico y los mecanismos
de control metabdlico se continuaran desarrollando durante la infancia (Heindel
y Vandenberg, 2015).

1.5 Programacion del desarrollo y obesidad materna

La alta o baja disponibilidad de nutrientes genera cambios en el desarrollo del
individuo, ya que responderd a este estimulo para adaptarse y sobrevivir. Se ha
demostrado que un ambiente intrauterino con una baja disponibilidad de
nutrientes ocasionara una regulacion negativa en la funcidn enddcrina y
metabdlica en el feto(Estrada et al., 2020), mientras en el caso de la obesidad
materna donde existe un ambiente con exceso en ciertos componentes
alimenticios (grasas, carbohidratos, etc.) el feto presentara predisposicion a
desarrollar enfermedades pancreaticas (Zambrano et al., 2016), conductuales
(Rodriguez et al., 2012), desarrollo de higado graso (Lomas et al., 2018), asi
como enfermedades reproductivas (Rodriguez-Gonzalez et al., 2015).




Como se ha mencionado, una de las etapas mas importantes en el
desarrollodel individuo es la embriogénesis debido a que en esta etapa la
formacion delorganismo depende de la proliferacion y maduracion de células
pluripotenciales, por lo que es necesario que este proceso tenga un control
riguroso en la proliferacion y maduracion de las células embrionarias, el cual
es ejercido pormedio de hormonas (testosterona) y otras moléculas de

sefalizacion (Boklage, 2012).

En el caso de mujeres obesas, se sabe que estas presentan concentraciones
circulantes mas altas de citosinas inflamatorias, hormonas y metabolitos que se
acumulan dentro del liquido folicular ovarico, siendo los principales componentes
de este: insulina, lactato, triglicéridos, leptina y otros reguladores metabdlicos, lo
gue puede afectar la maduracion de los ovocitos y programarlos de manera

adversa en aspectos como el reproductivo (Robker et al., 2009).

El papel de la obesidad y el sobrepeso en el desarrollo de problemas
reproductivos implica el hecho de que el conjunto del ambiente folicular en el
gue se desarroll6 el ovocito y el tejido adiposo blanco, principalmente tejido
adiposo periovarico, juegan un papel importante en la secrecion y liberacion de

hormonas reproductivas y en la foliculogénesis (Yang et al., 2018).

Los mecanismos por los cuales la obesidad materna afecta el desarrollo fetal
y postnatal del individuo aun no estan bien definidos, sin embargo, el estudio con
modelos animales ha sido de mucha ayuda ya que replican condiciones
similaresa las encontrada en humanos y sean ha podido encontrar que ciertas
modificaciones en el ambiente fetal programan el desarrollo de 6rganos,
respuestas de sefalizacion celular y modificaciones epigenéticas en las crias de
madres obesas (Figura 2) (Zambrano, et al. 2016). Para la programacion
mediada por la obesidady el sobrepeso se han propuesto principalmente dos
vias mediante las cuales se dan estas modificaciones, estas implican la
metilacion del ADN y la herencia de mitocondrias con ADN disfuncional (Figura
2) (Oestreich y Moley, 2017), aunqueaun hacen falta mas investigaciones al

respecto.




La composicion de la dieta tiene un papel importante en el desarrollo y
maduracion de los foliculos ovaricos, por lo que una dieta inadecuada en el curso
de la vida reproductiva se asocia con una programacion deficiente de los

foliculos ovaricos (Huijgen et al., 2015).
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Figura 2. Posibles mecanismos de programacion en la funciéon reproductiva de
los descendientes de madres obesas. Modificada de Oestreich y Moley, 2017;
Zambrano et al., 2016.

Uno de los trastornos que se presentan con mayor frecuencia en mujeres
obesas es el Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP), un trastorno endocrino-
metabolico, el cual se caracteriza por un exceso de andr6genos que provocan
hirsutismo, alteraciones en el ciclo menstrual, sindrome metabdlico y en algunos
casos infertilidad; por lo que es necesario evaluar los habitos alimenticios que
propiciarian y/o predisponen a presentar dicha enfermedad, asi como la genética

que lo caracterizan (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2010).




1.6 Modelos animales para estudio de enfermedades

El uso de animales de laboratorio es esencial para la comprension de los
mecanismos relacionados con las enfermedades, asi como para el desarrollo de
metodologias para su prevencion, diagnostico y tratamiento. Actualmente, la
calidad estandar requerida para el cuidado de los animales es relevante para
una investigacion consistente. Los roedores presentan un proceso rapido desde
el nacimiento hasta la muerte en comparacibn con otros mamiferos
desarrollados. Ademas, los estudios con animales, mas del 95% de los cuales
se realizan en ratones, son esenciales para comprender mejor los complejos

procesos de las enfermedades.

Debido a que el desarrollo ovarico en los roedores es similar al de los
humanos,siendo el tiempo de desarrollo un factor determinante, son los mas
utilizados para estudios relacionados con reproduccion. Al nacer, el ovario de la
rata y del raton esta formado por cordones y oogonias. Los foliculos primordiales
se desarrollan y forman en los primeros 19 dias de vida y el primer grupo de
foliculos se convierte en foliculos antrales en las tres semanas siguientes. Los
foliculos secundarios completamente desarrollados se encuentran en el séptimo
dia de vida. La apoptosis minima de las células ovaricas, responsable de la
seleccion de losfoliculos que sobreviviran y se desarrollaran, puede encontrarse
hasta el dia 18 de vida, cuando los foliculos antrales tempranos son 23
aparentes (Vargas et al., 2018).

Huijgen et al.., (2015), realizaron un estudio exploratorio en pacientes de una
clinica ambulatoria donde formaron dos grupos, unos de pacientes control y otro
con pacientes gque presentaban caracteristicas de SOP, en ambos grupos se les
realizaron cuestionarios sobre sus habitos alimenticios, les realizaron
mediciones antropomeétricas y tomaron muestras de sangre; encontrando que
las mujeres con SOP informaron dietas inadecuadas (como dietas altas en
grasa) siendo estas significativamente mayores en este grupo que en las

pacientes del grupo control.




Rodriguez et al. (2014), realizaron una investigaciéon en 100 mujeres con
diagnostico previo de SOP (segun los criterios de Rotterdam) y con una edad de
entre 18-45 afos. El estudio fue realizado en un periodo de tiempo de octubre
del 2010 a marzo de 2012, fueron tratadas en un centro endocrinolégico
especializado en hiperandrogenismo del Hospital Universitario de UFMG (Belo
Horizonte, MG,Brazil), en donde les tomaron medidas antropométricas y un
registro de la dieta consumida por cada mujer, los resultados obtenidos
respaldan que la mala calidad de la dieta es un aspecto importante para

desarrollar ovario poliquistico.

1.7 Modelos animales inducidos a SOP

En la literatura se han descrito modelos animales para la evaluacion de SOP
inducidos con agentes quimicos, estos sirven como comparativos con

condiciones normales en el desarrollo de este sindrome.

Anteriormente se mencion6 que el ambiente fetal es de suma importancia
parael correcto desarrollo del individuo. Un ejemplo es el estudio de Wang et
al, (2012), a ratas gestantes con 16 semanas de edad y un peso aproximado de
entre 180-200g, fueron divididas en 4 grupos experimentales, administradas con
60 mg/kg/de dehidroepiandrosterona sulfoconjugada (DHEAS) en diferentes

dias de la gestacién (Cuadro 1).




Cuadro 1. Dias de gestacién en los que se administré6 DHEAS. Muestra los dias

de gestacionen los que se les administr6 DHEAS a ratas embarazadas.

Grupo A 1al20

Grupo B 1lall0

Grupo C 11 al 20

Grupo D Inyectadas solo con
aceite

En el experimento, llevaron a cabo el analisis de la concentracion de
andrégenos y estrégenos en suero, asi como las caracteristicas morfologicas del
ovario con microscopio de luz y electronico en las crias de estas ratas
(sacrificadas al finalizar la semana 10 lo que equivale a la adolescencia),
demostraron que un nivel elevado de andrégenos durante toda la vida fetal
(Grupo B y C) predispone a la descendencia a sintomas similares al sindrome
de ovario poliquistico en etapas posteriores en modelos de ratas. Asi mismo, en
estudios realizados en monos hembras (Abbott et al., 2009) los cuales fueron
inducidos conun exceso de andrégenos en el periodo fetal y estudiados durante
su infancia, adolescencia y adultez, mostraron un fenotipo de SOP en la vida
adulta.

Por otro lado, Patel et al., reportaron caracteristicas tanto reproductivas como
metabdlicas del SOP en ratas hembra prepuberes (3-4 semanas de vida, peso
de45-55 g) divididas en dos grupos con dietas diferentes: Grupo 1 (n=9) con
dieta control y Grupo 2 (n=15) con dieta alta en grasa, ambos grupos se
alimentaroncon la dieta respectiva hasta el dia 105 de vida. Por otro lado, en




ratas tratadas con letrozol (n=21) (edad de 8-10 semanas y un peso de 200-
250g) fueron divididas en dos grupos: Grupo 1 (n=9) control y grupo 2 (n=12)
administradas con 1mg/kg de letrozol por 21 dias. Se tomaron muestras de
sangre para analizar el perfil lipidico y la concentracion de insulina,
concentracion de hormonas (LH, FSH, Testosterona y Estrogenos) y se
cuantificaron en tomas de sangre obtenidas en laetapa de diestro, la expresion
de receptores de FSH y LH por PCR y ademas se pesaron y analizaron los
ovarios mediante tincion con Hematoxilina-Eosina para determinar
caracteristicas de SOP. Los resultados obtenidos mostraron que tanto el grupo
alimentado con dieta alta en grasa como el grupo al que se le administré letrozol
presentaron un incremento en el nimero de foliculos quisticos, concentraciones
hormonales y ovario de apariencia poliquistica similar a la reportada en

pacientes con SOP.

2. ANTECEDENTES

2.1 Sindrome de ovario poliquistico (SOP)

En las mujeres que presentan obesidad, uno de los problemas reproductivos mas
frecuentes es el SOP (Ortiz et al., 2018), un trastorno endocrino-metabdlico cuya
principal base fisiopatoldgica es un exceso de produccién de androgenos de
origen ovarico (Ortiz et al., 2018; Moran et al., 2010).

2.2 Fisiopatologia del SOP

Para consensuar una definicién que abargue todos los criterios diagnosticos,
en 2003 la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y la Sociedad
Americana de Medicina Reproductiva publicaron “Los criterios de Rotterdam”,
los que mencionanque para diagnosticar a una mujer con SOP es necesario que

presente dos de los siguientes criterios (Ortiz et al., 2018):

e Al menos uno de los dos ovarios presente morfologia poliquistica, es




decir, que presente mas de 12 foliculos antrales detenidos en diferentes
estados madurativos y que midan entre 2 y 9 mm de diametro. También
puede emplearse el criterio de volumen ovarico (=10 ml en al menos uno
de los ovarios) (Facio et al., 2015; Ortiz et al., 2018).

¢ Disfuncion ovulatoria como la oligomenorrea que son ciclos menstruales
de duracién mayor a 35 dias en al menos 6 ciclos al afio o menos de 8
sangrados al afio; o la amenorrea que es la ausencia de menstruacion
durante 90 o mas dias en ausencia de gestacion (Facio et al., 2015; Ortiz
et al., 2018).

e Hiperandrogenismo bioquimico y/o clinico (hirsutismo, persistencia de
acné,alopecia) (Facio et al., 2015).

e Alteraciones metabolicas como indice de resistencia a la insulina e
hiperglucemia, lo cual inicialmente se puede detectar la presencia de
acantosis nigricans que es un trastorno de la piel caracterizado por una
coloracion obscura en zonas como las axilas, la ingle y el cuello (Facio et
al., 2015; Ortiz et al., 2018).

Gracias a estos criterios se han podido identificar 4 tipos clinicos de SOP
(Cuadro 2):




Cuadro 2. Tipos de SOP dependiendo de los criterios del Consenso de Rotterdam
presentes en ellos. El que se presenta con mayor frecuencia es el A, con un 44-65%.

Seguidos del B con un 8-33%, el fenotipo C con un 3-29% y el D con un 0-23%.

Fenotipos Sinonimia Criterios diagnosticos

Fenotipo | Fenotipo clasico Hiperandrogenismo +
Oligo-ovulacion + MPO

Fenotipo Il Fenotipo clasico Hiperandrogenismo + oligo-
ovulacion

Fenotipo lll  Fenotipo ovulatorio  Hiperandrogenismo + MPO

Fenotipo [V Fenotipo no Oligo-ovulacion + MPO

hiperandrogénico

2.3 Desarrollo folicular

El ovario se encuentra dividido funcionalmente en dos compartimentos: el
intersticial, conformado por células del estroma y de la teca externa, y el folicular,
gue contiene el ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca
interna, que interaccionan entre si durante las diferentes etapas de la

maduracion folicular.

De acuerdo a su organizacién estructural, pueden definirse cinco fases
deldesarrollo folicular: foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y
de Graff o preovulatorios, si bien es comun clasificar los foliculos en preantrales
(desde primordiales hasta secundarios) y antrales (desde terciarios hasta
preovulatorios). Una vez llevada a cabo la ovulacion, la estructura folicular
evoluciona hacia la formacién de un cuerpo lateo, considerado como la fase final

de maduracién del foliculo.

Normalmente el desarrollo folicular en el ovario se mantiene detenido en la

fase de foliculos primordiales hasta que se inicia la pubertad. De aqui en




adelante, y dependiendo de la especie estudiada, uno o mas foliculos
considerados dominantes logrardn terminar su desarrollo y sus ovocitos se
liberaran al término de los correspondientes ciclos estrales. Los foliculos que no

llegan a terminar su desarrollo degeneraran, convirtiéndose en atrésicos.

En el caso del ovario poliquistico los évulos maduros no se liberan, en lugar
de esto, permanecen en los ovarios circundados por una pequefia cantidad de
liquido; este es el motivo de los cambios del ciclo menstrual/estral. Esto se ha
podido establecer gracias a estudios ultrasonograficos y biopsia ovéricas, donde
se observa que las mujeres con SOP presentan un pool de foliculos en
crecimiento 2 a 3 veces superior que las mujeres sin SOP. Ademas, se encuentra
caracterizado por un aumento de foliculos pre-antrales y antrales pequefios y un
mayor reclutamiento folicular, acompafado de una detencion en el proceso de
seleccidn folicular, lo que explica que no exista ovulacion. Por lo que se puede
concluir que en el SOP hay mayor reclutamiento y menor seleccion, por lo que
se encuentran un gran numero de foliculos en crecimiento productores de

androgenos (Sir et al., 2013).

2.4 Genes implicados en el Sindrome de Ovario Poliquistico

Se sabe que los genes individuales, la interaccion gen-gen o las interacciones
gen-ambiente influyen en la predisposicion al desarrollo de SOP. Este sindrome
es poligénetico, ya que much-0s genes se encuentran implicados, tales como:
CYPa, CYP21, CYP17 y CYP19 que estan involucrados en la esteroidogénesis
ovarica, siendo este ultimo uno de los mas importantes debido a que codifica a
la enzima aromatasa encargada de la conversion de testosterona a estradiol.
Ademas, genes involucrados en la accion de las gonadotropinas como el
receptor de LH (gen LHCGR) y de FSH (FSHR), son vitales para el correcto

funcionamientodel ciclo ovérico (Jaseem et al., 2020).

Un proceso importante que se lleva a cabo en el ovario es la apoptosis, esto

debido a la constante degradacion y reabsorcion de complejos celulares, sin




embargo, existen estudios en los cuales en los ovarios de mujeres con SOP se
observa un desequilibrio entre los factores apoptéticos tales como caspasa 9 y
BAD y anti- apoptoticos (Uyanikoglu et al., 2017). Ademés de un desbalance
entre la accion del estrés oxidante y los factores atntioxidantes (SOD-1, catalasa)
(Calzada, 2019).

Se sabe que algunas hormonas no sexuales también tienen accion sobre los
foliculos en el ovario, dos casos especificos son la leptina uniéndose a su
receptor OBR y la insulina mediante una proteina asociada a su receptor (IRS-
2), se piensa gue la acciéon de ambas hormonas juegan un papel importante en

la esteroidogénesis folicular (Kosovo et al., 2012) (Figura 3).

Factores importantes en el funcionamiento celular y que se ha visto que tienen
influencia en el ovario son TNFa e IL-6, que son factores proinflamatorios pero
en el ovario tienden a inhibir la esteroidogénesis ovarica y bloquean el estimulo
de FSH sobre las células de la granulosa, lo que disminuye los niveles de
estradiol y por ende su accion biolégica (Peng et al., 2016; Calzada, 2019)
(Figura 3).

Genes implicados en el Sindrome de Ovario Poliquistico
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Figura 3. Genes implicados en el Sindrome de Ovario Poliquistico. Se muestran

algunosgenes que podrian estar implicados en la patologia del SOP.




2.5 Funcion ovarica en descendientes de madres que consumieron dieta alta
en grasa

Existen estudios que demuestran los efectos de la exposicion a dietas altas
en grasa en la funcion y estructura de los ovarios en roedores, pero aun no hay
resultados contundentes de cOmo esta dieta afecta el desarrollo y la
supervivencia de los foliculos ovéaricos y como se transmite el efecto entre
generaciones (Paulaet al., 2021). Ademas, de si esta dieta predispone a su

descendencia a padecer SOP.

Estudios realizados por Paula et al., (2021) demostraron que la exposicién a
dieta alta en grasa en ratas hembra adultas caus6 una disminucién en el nimero
de foliculos primordiales. Identificaron que los efectos negativos como
resultadodel sobrepeso y la obesidad, en los foliculos primordiales puede ser
mediada porel aumento local en la inflamacion indicado por la infiltracion de
macréfagos en los ovarios, ya que se cree que estos regulan la apoptosis en el
ovario, inflamacion (marcadores inflamatorios TNF-a e IL-6) y esteroidogénesis
a través de citosinas. Ademas, observaron que las ratas hembra alimentadas
con dieta alta en grasa mostraron un aumento en la expresion de FOXO3 que
se considera como un regulador clave del desarrollo de los foliculos iniciales
(primordiales y primarios) involucrados en la regulacién positiva del gen que
codifica para la proteina BCL2, aumentando la expresion de las proteinas
proapoptoéticas como BAX, Bim y Bad (Figura 4, tomada de Paula et al., 2021).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SOP, representa la endocrinopatia metabodlica mas frecuente en mujeres
en edad fértil con una prevalencia mundial de entre 6 y 15% (Ortiz et al., 2018;
Moran et al., 2010).

En México se reporta una prevalencia de SOP de entre el 5 y10% en mujeres
en etapa reproductiva y se ha encontrado que alrededor del 70% de las mujeres
gue lo padecen presentan sobrepeso u obesidad de forma central (Instituto
Mexicano del Seguro Social, 2010; Moran et al., 2010).

Los habitos alimenticios son heredados de padres a hijos, por lo que la
alimentacion que lleve a cabo un individuo a lo largo de su vida tendra
repercusiones en su descendencia debido a la programacion de estos. Diversos
estudios han demostrado que el proceso de salud y enfermedad en la edad
adulta no solo procede de los primeros acontecimientos de la vida fetal, sino
también de todo el periodo de desarrollo, la infancia y la adolescencia. Por lo
tanto, los insultos durante la vida perinatal pueden programar al individuo para
cambios positivos 0 negativos en el patron de salud en etapas posteriores de la

vida.

Algunos estudios demuestran los efectos adversos de la exposicion a una
dieta alta en grasa en los ovarios de roedores, sin embargo, los resultados sobre
cdémo una dieta alta en grasa afecta el desarrollo y supervivencia de los foliculos
ovaricos y el desarrollo de SOP, asi de cOmo estos efectos se transmiten a la

siguiente generacion estan poco explorados.

Por lo que, es de suma importancia comprender como la obesidad y la
exposicién a una dieta alta en grasa repercuten en la funcién reproductiva de
descendencia proveniente de madres obesas, sobre todo teniendo en cuenta la

necesidad de adoptar medidas preventivas para minimizar los efectos adversos.




4. JUSTIFICACION

El comportamiento alimenticio se adquiere durante la infancia y permanece
estable a lo largo del tiempo, variando Unicamente durante los episodios de
enfermedad, dieta y aumento de las necesidades cal6ricas. Los habitos
dietéticos pueden transferirse sin saberlo, ya que las practicas que adoptan las
madres predicen la calidad de la dieta de los hijos (Huijgen et al., 2015).

No sélo durante los primeros afios de vida, sino también después del
nacimiento a través de la pubertad y la adolescencia, la dieta puede afectar la
expresion génica como segundo o tercer insulto que influye en la aparicién y
gravedad del SOP.

Dentro de las complicaciones asociadas al SOP, se relaciona con alteraciones
metabdlicas, cardiacas, psicolégicas y mayor riesgo de cancer de mama y
endometrio. Ademas, implica un aumento de riesgo de infertilidad, sangrado
disfuncional, obesidad, diabetes tipo 2, dislipidemias e hipertension (Instituto

Mexicano del Seguro Social, 2010).

La comprensién de factores implicados en el desarrollo de SOP proporcionara
tanto a los investigadores como a los médicos y la sociedad el conocimiento para

comprender la asociacion entre los habitos alimenticios y ese sindrome.

Si bien existen articulos respecto a como el consumo de dieta alta en grasa
por la madre tiene implicaciones en la programacion de la funcién ovarica de su
descendencia, no existen evidencias directas de como el consumo de una dieta
alta en grasa por parte de la madre y en su cria podria predisponer a la
descendencia al desarrollo de SOP, por lo que es importante determinar cémo
los patrones intergeneracionales podrian predisponer a la descendencia a

padecer enfermedades como esta.

El hecho de considerar la exposicion de las hembras adultas y de las
madresy/o sus crias, permite analizar el efecto intergeneracional del consumo

de dieta alta en grasa. Ademas, el creciente uso de este modelo para el




estudio del SOPproporciona informacion importante sobre los mecanismos de

la enfermedad.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudles son los efectos adversos del consumo de una dieta alta en grasa en

la madre y/o en su cria en el desarrollo de SOP en crias a edad adulta?

6. HIPOTESIS

Las crias que consumen dieta alta en grasa durante toda su vida y que
ademas provienen de madres obesas presentaran alteraciones en el indice de
resistenciaa la insulina y en la morfologia del ovario, todas estas caracteristicas

del SOP en comparacion con las crias que consumen una dieta control.

7. OBJETIVOS

7.1 General:

Determinar el efecto de la obesidad materna y/o el consumo de una dieta alta

en grasa sobre el desarrollo de SOP en crias de rata Wistar.

7.2 Especificos:

e Evaluar a nivel bioquimico, histologico y hormonal, la programacion de
SOPen crias provenientes de madres obesas.

e Analizar potenciales marcadores de programacion en las crias de SOP a
través de la expresion de genes y proteinas (LHCGR, CYP19al)

implicadas en el funcionamiento ovarico.

e Determinar las diferencias del impacto de la programacién por obesidad




materna en crias hembra alimentadas con una dieta alta en grasa y/o en

la vida posnatal de la rata Wistar sobre el desarrollo de SOP.

8. METODOLOGIA

8.1 Disefio Experimental

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ). Se
utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar recién destetadas (21 dias), las cuales
se mantuvieron en jaulas de policarbonato en el bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” en condiciones controladas de
luz-obscuridad (de 7:00 a 19:00 h), humedad relativa (75-80%) y temperatura

(22-23°C). Se mantuvieron con alimento y agua a libre consumao.

8.1.1 Dietas administradas

Se prepararon dos dietas distintas, control y dieta alta en grasa.

La dieta control esta formulada para el mantenimiento, crecimiento,
reproduccion y lactancia de ratas y ratones convencionales conteniendo el 5%
(p/p) de grasa y un contenido energético de 3.8 kcal/g. Mientras que la dieta
altaen grasa es elaborada en la planta piloto del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (DCyTA) del INCMNSZ, cuyo contenido de grasa es
del 25% (p/p) siendo el 20% grasa y el 5% aceite de soya el cual est4 adicionado
como contenido energético (4.9 kcal/g), con una formulacién disefiada con base
a la recomendacion AIN-93 del American Institute of Nutrition (Reeves et al.,
1993).




8.1.2 Administracion de la dieta

Las dietas y el agua se colocaron en los comederos de cada cajay se dej6 a
libre consumo para las ratas. La cantidad de alimento proporcionado fue de 200
g y se repuso lo consumido de tal manera que la cantidad en el comedero no

fuera menor a 50 g esto sin importar el dia que se pesara el alimento.

8.1.3 Madres (FO0)

Las madres se dividieron en dos grupos conformados por 8-10 ratas cada
uno, un grupo fue alimentado con dieta control (C) y al otro con dieta alta en
grasa (OM) desde el destete (dia 21 de vida de la FO), durante la gestacion y la
lactancia. A la edad de 120 dias, las FO se aparearon con machos no

experimentales alimentados con dieta control de la misma cepa.

Los grupos de madres quedaron conformados de la siguiente manera:

e Grupo control (C): Se le administré una dieta control a partir del
destete, durante la gestacion y hasta el final de la lactancia.

e Grupo de madres con obesidad (MO): Se le administré una dieta
alta en grasa a partir del destete, durante la gestacion y hasta el final

de la lactancia.

8.1.4 Crias (F1)

Al destete (dia 21 de vida) de las crias, la mitad de la camada de cada grupo
de madres (C y MO) se dividié en dos grupos, al primer grupo se le administré
dieta control y al segundo una dieta alta en grasa hasta el dia 460 de vida. Al dia
2 de nacimiento de las F1, se ajustdé la camada, siempre que fue posible

garantizar la homogeneidad de las crias por grupo

Los grupos de crias quedaron conformados de la siguiente manera:




e Grupo C: Crias (F1) consumieron dieta control, procedentes de

madres que consumieron dieta control.

e Grupo CAG: Crias (F1) consumieron dietas altas en grasa,
procedentes de madres que consumieron dieta control.

e Grupo MO: Crias (F1) consumieron dieta control, procedentes de
madres que consumieron dieta alta en grasa.

e Grupo MOAG: Crias (F1) consumieron dieta alta en grasa,

procedentesde madres que consumieron dieta alta en grasa.

*Primer letra indica la dieta de la madre (FO) y la segunda letra indica la dieta que
consumio su cria (F1) después del destete (Figura 5).

Disefio experimental
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Figura 5. Disefio experimental. Inicialmente se hicieron dos grupos de hembras recién
destetadascon 21 dias de vida, estas formaran los grupos de madres (F0), al primer
grupo se le administrd dieta control y al segundo dieta alta en grasa durante toda su
vida incluida la etapa de apareamiento, embarazo y lactancia. Las crias (F1) hembras
de ambos grupos se subdividieron en dos grupos para cada grupo de madre, al primer
subgrupo se le administro dieta control (C y MO) y al segundo dieta alta en grasa (CAG

y MOAG). Al dia 460 se vida se les realiz6 la eutanasia.




Cabe mencionar que las madres fueron necesarias para obtener a los
gruposde crias y cumplir con el objetivo planteado para el proyecto. Por
lo que losmétodos que se describen a continuacion se realizaron solamente en

crias.

8.2 Eutanasia

El sacrificio de las crias se llevé a cabo al dia 460 de vida, mediante perfusion
cardiaca, por personal capacitado y con experiencia en el procedimiento. Entre
las 12:00 y 14:00 h, después de 6 h de ayuno. Se sacrificaron bajo anestesia

general con isoflurano.

Durante la eutanasia se recolect6 sangre, tejido adiposo y ambos ovarios de
cada rata.

8.2.1 Evaluacién del Sindrome de Ovario Poliquistico

La determinacion de si una rata presenta Sindrome de Ovario Poliquistico o
no, se establecié mediante los tratados de Rotterdam (Ortiz et al., 2018), los
cuales indican que debe cumplir con al menos 2 de los siguientes criterios:
Hiperandrogenismo, ovario con apariencia poliquistica, mayor peso ovarico,

resistencia a la insulina.

8.2.2 Sangre

Durante la eutanasia, la sangre se recolectd, mediante puncion cardiaca, y se
colocé en tubos de ensayo, los cuales se centrifugaron a 5,000 rpm x 10 minutos,
para colectar el suero en tubos Eppendorf de 1 ml el cual se almaceno a una

temperatura de -20°C para su posterior analisis bioquimico y hormonal.




8.2.2.1 Andlisis bioquimicos en sangre

Las concentraciones en suero de glucosa, triglicéridos y colesterol, se
analizaron mediante un método enzimatico, empleando el analizador automatico
Synchron CX. La concentracion de insulina se determinara mediante

inmunoensayo.

Ademas, se calculara el indice de resistencia a la insulina, de la siguiente
manera:

(glucosa mTOl) (insulina %}

22.5

HOMA =

8.2.2.2 Anélisis hormonal

Las concentraciones de colesterol, triglicéridos y glucosa se determinaron
enzimaticamente utilizando el autoanalizador Synchron CX (Beckman Coulter).
Las concentraciones séricas de leptina e insulina se determinaron mediante
ELISA utilizando los kits comerciales para ratas de Invitrogen (no. de cat.: KRC-
2281, sensibilidad analitica <20 pg/mL) y Millipore (no. de cat.: EZRM1-13K,
sensibilidad analitica 0.2 ng/mL) respectivamente, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

8.2.3 Tejido adiposo

Durante la eutanasia se extrajeron diferentes regiones de tejido adiposo para
determinar el indice de adiposidad, el cual se calculé como la cantidad de tejido
adiposo extraido al momento de la eutanasia, expresado como el porcentaje del

peso corporal, utilizando la siguiente formula:

a+b+c+d

)*100
e

Indice de adiposidad Hembras = (




Donde:
a) Tejido adiposo retroperitoneal en g
b) Tejido adiposo pancreatico en g
c) Tejido adiposo ovarico en g
d) Tejido adiposo uterino en g

e) Peso corporal en g

8.2.4 Ovarios

Se extrajeron ambos ovarios, el ovario izquierdo se fijé introduciéndolo en un
frasco con paraformaldehido al 4% para su posterior andlisis histologico,
mientras el ovario derecho se congel6 a -70°C para su posterior analisis

molecular.

8.2.4.1 Andlisis histologico

El ovario izquierdo fijado en paraformaldehido al 4% fue deshidratado en
etanol a concentraciones crecientes (75, 85 y 95%), una vez deshidratado fue
incluido en parafina histolégica para formar los bloques, dejandose enfriar y
posteriormente seconservaron a 4°C. Se formé un bloque de parafina con el
tejido fijado y serealizaron cortes de 5 um de grosor con uso de un micrétomo;
los cortes se colocaron en portaobjetos y se analizaran con dos técnicas
histolégicas diferentes:tincion de Hematoxilina-Eosina, Inmunohistoquimica y

tincion Tricrémico de Masson para ser observados bajo el microscopio.

8.2.4.1.1 Tincién de Hematoxilina-Eosina

El proceso comenz6 desparafinando el tejido en el portaobjetos en un horno
a 60°C durante 30 minutos, a continuacion, se coloco en Xilol durante 5 minutos
en 3 ocasiones. Posteriormente se realizd la rehidratacion del tejido

sumergiéndolo en etanol con una concentracién de 100% durante 5 minutos dos




veces, en etanol al 95% durante 3 minutos dos veces, etanol al 70% durante 3
minutos una sola vez y por ultimo en etanol al 50% durante 3 minutos una vez;

para eliminar el exceso de alcohol se hizo un lavado con agua.

Posteriormente, se sumergieron las laminillas en Hematoxilina durante 10
minutos, para eliminar el exceso de esta se realiz6 un lavado con agua y
se sumergieron en etanol al 100% y después se lavaron sumergiéndolas en
agua. La tincidn con Eosina se llevo a cabo colocando las laminillas en ella, para
posteriormente deshidratar nuevamente las laminillas, esta vez, se colocaron en
etanol al 95% durante 3 minutos una vez, en etanol al 100% por 3 minutos dos
veces, Xilol 1y 2 durante 5 minutos en cada uno y por ultimo en Xilol 3 durante
10 minutos. Se sellaron las laminillas con entellan, el cual es un medio de

montaje para muestras biologicas, para su posterior analisis bajo el microscopio.

8.2.4.1.1.1 Conteo folicular

Las laminillas tefiidas con Hematoxilina-Eosina se observaron bajo el
microscopio Optico y se realizé el conteo de cada uno de los foliculos

encontrados. La identificacion de los foliculos se llevo de la siguiente manera:

Cuadro 3. Estadios de desarrollo de foliculos ovéaricos. Se muestran los
diferentes estadios en los que pueden encontrarse los foliculos ovéricos y las

caracteristicas para su identificacion.

FOLICULO CARACTERISTICAS

Primordial

Conformados por el ovocito y una capade células
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Conformados por el ovocito y una capade células
cubicas de la granulosa.

Conformados por el ovocito y una capamultilaminar

de células de la granulosa.

Se observan células de la teca rodeando el foliculo
y la formacién de un antro folicular y la zona

pellcida.

Muestra varias capas de células de la granulosa, un
antro folicular de mayor tamafio y capas

multilaminares decélulas de la teca.

Ademas, se observa al ovocito en el cimulo o6foro

y rodeado por la corona radiada




Cuerpo luteo

Las capas de células de granulosa ytecal no se

distinguen.

Cistico

Se encuentra lleno de liquido folicular, las capas de
'\,:' ’.;.' Ia
_ A granulosa seencuentran disminuidas y las de la

BOQ 8\’ A teca se encuentran aumentadas.

8.2.4.1.2 Inmunohistoquimica

El proceso comenz6 con la desparafinacion del tejido que se encuentra en los
portaobjetos, mediante el uso de un horno a 60°C durante 30 minutos.
Posteriormente se incluyé en Xilol durante 10 minutos en 3 ocasiones, se
rehidratoel tejido sumergiéndolo en etanol al 100% durante 5 minutos en 2
ocasiones,etanol al 95% durante 3 minutos en 2 ocasiones, etanol al 70%

durante 3 minutosy etanol al 50% durante 3 minutos.

Una vez rehidratado el tejido, se sumergié durante 2 minutos en agua y
pasado este tiempo se realizd la recuperacion antigénica, colocando las
laminillas enbuffer de citratos y se colocaron en una olla de presién durante 15

minutos. Una vez que estuvieron a temperatura ambiente, se lavaron con PBS




durante 5 minutos, posteriormente se realiz6 un bloqueo con peroxidasa durante
20 minutos,nuevamente se les colocdé PBS. Después se agregd bloqueante
universal por 10 minutos. Posteriormente se adicioné el anticuerpo primario (LH-
R o CYP19al), se dejo incubar toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizo
un lavado y después se agregd el anticuerpo secundario por una hora,
dependiendo del anticuerpo primario a evaluar. Se realiz6 un lavado con PBS,
se detuvo la reaccion con acetato de sodio, y finalmente se reveld la reaccion
con diaminobencinida (coloracién café) y se contratifid con Hematoxilina para

posteriormente realizar la evaluacion de la concentracion de proteina.

8.2.4.2 Extraccion de ARN

A partir de 150 mg de la muestra de ovario conservado a -70°C se extrajo el
ARN total con estuche comercial (Zymo Directzol™ RNA MiniPrep, R2053)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

La extraccion de ARN inici6 colocando el tejido en un tubo Eppendorf que
contenia perlas para lisis, siempre se mantuvo en hielo, y se afiadio 1 ml de
Trizoly se centrifugd a 7,000 rpm durante 30 segundos. Para permitir la
disociacion completa se incubaron los tubos durante 5 minutos a temperatura
ambiente, pasado este tiempo se afiadieron 200 ul de cloroformo, se agitaron
los tubos y se incubaron nuevamente a temperatura ambiente por 3 minutos para

posteriormente ser centrifugados a 12,000 rpm por 30 minutos a 4°C.

Cuando terminé la centrifugacién, se sacaron los tubos cuidadosamente
parano mezclar las fases y se extrajo la fase acuosa (parte superior) donde se
encuentra el ARN, se transfirié a un tubo nuevo y estéril y se le afiadié 0.5 mL
de isopropanol para precipitar el ARN. Las muestras se dejaron incubar durante
toda la noche a -20°C. Al dia siguiente los tubos con las muestras se
centrifugaron a 12,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, el ARN se precipitd
formando un pellet de color blanco al fondo del tubo y se decant6 el isopropanol
para conservar solamente el pellet al cual se le agregé 1 mL de etanol al 75%

mezclandolo con vortex y posteriormente se centrifugaron los tubos a 12,000




rpm durante 30 minutos a 4°C, nuevamente se decanto el etanol, los ultimos 4
pasos se repitieron

3 veces y una vez finalizados estos pasos se resuspendié el ARN con agua
DEPC.

La concentracion, calidad y pureza del ARN obtenido se -cuantificd
espectrofotométricamente a 260/280 nm con NanoDrop ND-1000 Instrument
(©Thermo-Fisher Scientific) y se conservo a -70°C.

8.2.4.3 Sintesis de cDNA de ovario

Usando 1.0 pg del ARN extraido de cada muestra, se sintetizé el DNA
complementario (cDNA) correspondiente mediante retro-transcripcion con
estuche comercial (Lot. 00820375, Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-gPCR, Thermo scientific).

Las muestras de ARN que se conservaron a -70°C, los tubos de reaccion
enziméatica 5x reaction mix y Maxima Enzyme Mix se colocaron en hielo para
descongelarse. Una vez descongelados en un tubo Eppendorf estéril se
preparéun “Master Mix” el cual contenia 104 ul de 5x reaction mix y 52 ul de

Maxima Enzyme Mix.

Posteriormente, en un tubo E ppendorf estéril se agregé agua, el ARN
y6 mL de Master Mix, esto para cada muestra. Todos los procedimientos
siemprese realizaron en hielo para impedir la degradacién del ARN. Una vez
realizadoeste procedimiento se colocaron los tubos que contenian las muestras
en untermociclador (Applied Byosistems by Thermo Fisher Scientific) en el cual
se incubaron inicialmente a 25°C durante 10 minutos, después a 50°C durante
30 minutos y finalmente a 85°C durante 5 minutos, terminado este ultimo ciclo
se almacenaron los tubos a -20°C para realizar posteriormente el PCR en

tiempo real.




8.2.4.4 PCR en tiempo real

El cDNA almacenado a -20°C, la enzima (ARN retrotranscriptasa) los
oligonucledtidos y la sonda especifica para cada gen a analizar, se colocaron en
hielo para su descongelacion. Una vez descongelados se mezcl6 en una tubo
eppendorf estéril 122.2 ul de enzima, 104 ul de agua, 2.6 pl de oligo L, 2.6 ul de

oligo Ry 2.6 pl de sonda, esto se realiz6 para cada gen a analizar.

Posteriormente, en una placa se agregaron 9 pl de la mezclay 1 pl de cDNA,

esto se realizé para cada muestra y se repitio para cada gen a analizar.

La expresion de los genes se determind mediante PCR en tiempo real en
sistema automatizado (LightCycler ® 480 Real-Time PCR System Instrument I1).
Las condiciones del equipo se establecieron de la siguiente manera: 1 ciclo de
pre-incubacion (95°C por 10 min), 45 ciclos de amplificacion (95°C, 10s;
60°C,30s; y 72°C, 1s) y 1 ciclo de enfriamiento (40°C por 30s).

*Nota: Las alicuotas de los oligonucleétidos deben estar en una concentracion
de 20 yM.

8.3 Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media + EE. El tamafio de muestra fue
de 6 ratas por grupo. Se considero significativo unvalor de P<0.05. Se realizo la
prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguida de prueba de
Tukey para la comparacion entre los grupos para el peso corporal, tejido
adiposo, indice de adiposidad, tejido adiposo del esternén, mesentérico, ovarico,
pancreatico, retroperitoneal y uterino, peso ovarico, indice gonadosomatico,
insulina, glucosa, HOMA, triglicéridos, colesterol, adiponectina, leptina,
expresion del gen que codifica al receptor de hormona luteinizante (LHCGR),
presencia de receptor para LH, expresion del gen CYP19al y presencia de la
aromatasa. Los resultados del conteo folicular se analizaron mediante Fisher
LSD. Los andlisis se realizaron con el programa Sigma Plot 3.5 (2005; Systat
Software, Inc., San José, CA, USA).




9. RESULTADOS

9.1 Peso corporal, tejido adiposo e indice de adiposidad

Peso corporal Tejido adiposo indice de adiposidad
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Figura 6. A) Peso corporal, B) tejido adiposo y C) indice de adiposidad de hembras.
C= Criascon dieta control provenientes de madres que consumieron dieta control,
CAG= Crias con dieta

En la Figura 6 se observan diferencias en el peso corporal promedio, tejido
adiposo e indice de adiposidad en las ratas del grupo C, CAG, MO y MOAG.
El peso corporal y eltejido adiposo promedio se incrementd en el grupo CAG y
MOAG comparados contra C y MO, siendo el grupo MOAG el que muestra peso
corporal promediomas elevado que el CAG (Panel A y B). De manera similar el
indice de adiposidad se incrementa en los grupos CAG y MOAG, este Ultimo
muestra mayor porcentaje comparado con el grupo C.

9.2 Distribucién de grasa corporal

Los resultados de distribucién de la grasa corporal (Figura 7), muestran que,
la grasa localizada en las regiones: retroperitoneal, esternén, pancreatica,
mesentérica, ovarica y uterina, no presentaron diferencias significativas (p<0.05)
entre los grupos C y MO. Sin embargo, el peso de la grasa se incremento en las
diferentes regiones evaluadas en los grupos CAG y MOAG, comparado con Cy

MO, excepto en la region pancreatica para el grupo MOAG.
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Figura 7. Imagen representativa y graficas de la distribucién de grasa corporal en
ratas. Peso promedio de grasa: A) Estern6n, B) Mesentérica, C) Ovérica, D)
Pancreatica, E) Retroperitoneal y F) Uterina. C= Crias con dieta control provenientes
de madres que consumieron dieta control, CAG= Crias con dieta alta en grasa
provenientes de madres que consumieron dieta control, MO= Crias con dieta control
provenientes de madres que consumieron dieta alta en grasa, MOAG= Crias con dieta
alta en grasa que provienen de madres que consumieron dieta alta en grasa.Todos los
datos se muestran con media + EE., letras diferentes indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

Cabe resaltar que el peso de la grasa ovarica en ratas MO no presento
diferencias con el grupo C y CAG, a pesar de la condicibn de normo peso
corporal de MO. Sin embargo, la distribucion de grasa ovarica en MOAG es

mayor incluso que el grupo CAG, que también aumenté.




9.3 Peso ovarico promedio e indice gonadosomatico

El peso ovérico y el indice gonadosomatico (IGS) se muestran en la figura 8,
panel A y B respectivamente. No se observaron diferencias significativas
(p<0.05) en el peso promedio en el ovario izquierdo entre los grupos C, CAG y
MO, no obstante, en el grupo MOAG se incremento el peso del ovario izquierdo.
A diferencia del ovario derecho, solo en el grupo MO se incrementd su tamario

comparado con el resto delos grupos (Panel A).
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Figura 8. A) Peso promedio de ovario izquierdo y derecho; B) indice gonadosomatico.
C= Crias con dieta control provenientes de madres que consumieron dieta control,
CAG= Crias con dieta alta en grasa provenientes de madres que consumieron dieta
control, MO= Crias con dieta control provenientes de madres que consumieron dieta
alta en grasa, MOAG= Crias con dieta alta en grasa que provienen de madres que
consumieron dieta alta en grasa. Todos los datos se muestran con media + EE., letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

El IGS fue menor en ratas de madres controles con consumo de dieta alta en
grasa postnatalmente (CAG) como en las ratas que estuvieron expuestas
durante la gestacion y postnatal a dietas altas en grasa (MOAG), este ultimo

grupo presento el menor porcentaje de IGS.




9.4 Anélisis bioquimico

Los resultados de los analisis bioquimicos, muestran las concentraciones en
suero de insulina, glucosa, triglicéridos, colesterol, adiponectina y leptina, asi
como el HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment-Insulin Resistance, por sus
siglas en inglés), que se obtuvieron en el presente trabajo (figura 9), se puede
observar que no hubo diferencias significativas entre los cuatro grupos en las
concentraciones plasmaticas de insulina y colesterol. Sin embargo, las
concentraciones de glucosa, triglicéridos, adiponectina y leptina, asi como el
indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) presentan valores mayores en

losgrupos CAG, MO y MOAG, en comparacion con el grupo C.
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Figura 9. A) Insulina; B) Glucosa; C) HOMA-IR; D) Triglicéridos; E) Colesterol; F)
Adiponectina; G) Leptina. C= Crias con dieta control provenientes de madres que
consumieron dieta control, CAG= Crias con dieta alta en grasa provenientes de madres
gue consumieron dieta control, MO= Crias con dieta control provenientes de madres que
consumieron dieta alta en grasa, MOAG= Crias con dieta alta en grasa que
provienen de madres que consumieron dieta alta en grasa. Todos los datos se
muestran con media = EE.,letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).




9.5 Andlisis Histologico

En la Figura 10 se muestran fotografias representativas de cortes
transversales de ovarios de los diferentes grupos C, CAG, MO y MOAG tefidos
con Hematoxilina-Eosina. En las fotografias se identifican foliculos en diferentes

etapas de desarrollo. Presentando foliculos cisticos los grupos CAG, MO y
MOAG.
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Figura 10. Fotografias representativas de corte de ovario tefiidas con
Hematoxilina y Eosina. C= Crias con dieta control provenientes de madres que
consumieron dieta control, CAG= Crias con dieta alta en grasa provenientes de madres
gue consumieron dieta control, MO= Crias con dieta control provenientes de madres
gue consumieron dieta alta en grasa, MOAG= Crias con dieta alta en grasa que




provienen de madres que consumieron dieta alta en grasa. Aumento 4x, Barra de

escala= 50um.

9.5.1 Conteo folicular

En la Figura 11 se presenta el conteo de foliculos primordiales, primarios,
secundarios, foliculos de Graatf, cisticos y cuerpos luteos de los grupos C, CAG,
MO y MOAG.

En el panel A, se observa que si bien los grupos CAG, MO y MOAG presentan
mayor numero de foliculos primordiales con relacién al control, es el grupo MO

el que presenté mas foliculos primordiales de los cuatro grupos.

La dieta alta en grasa administrada en las ratas en diferentes periodos de
tiempo (CAG, MO, MOAG) no modificO el namero de foliculos primarios,
secundarios y cuerpos luteos comparados con el grupo C (Panel B, C y F). Sin
embargo, en los grupos CAG, MO y MOAG, el numero de foliculos de Graaf
disminuyeron (Panel D), mientras que aumentaron el numero de foliculos

cisticos (Panel E) en comparacion con el grupo C.
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Figura 11. Fotografias representativas y graficas con promedio de foliculos ovaricos.
A) Primordiales. B) Primarios. C) Secundarios. D) De Graaf. E) Cisticos. F)
Cuerpos lateos. C= Crias con dieta control provenientes de madres que consumieron
dieta control, CAG= Crias condieta alta en grasa provenientes de madres que

consumieron dieta control, MO= Crias con dietacontrol provenientes de madres que




consumieron dieta alta en grasa, MOAG= Crias con dieta altaen grasa que provienen
de madres que consumieron dieta alta en grasa. Todos los datos semuestran con
media = EE., letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). El

aumento y barra de escala se encuentra indicado en cada fotografia.

9.5.2 Expresion de genes

9.5.2.1 Receptor para Hormona Luteinizante (Ihcgr)

La Figura 12, panel A, muestra la expresion del gen que codifica para el
receptorde Hormona Luteinizante (LHCGR). El grupo CAG muestra una mayor
expresion de este receptor. Ademas, el grupo MO presenta valores similares

tanto con el grupo C como también con el grupo CAG.

En la Figura 12, panel B, se muestra el porcentaje de area promedio tefiida
parala proteina LH en cortes de ovario de los diferentes grupos experimentales
realizado mediante inmunohistoquimica. Si bien en la expresion del gen que
codifica a este receptor (Figura 12, panel A), se encuentra aumentada en el
grupo CAG, en el caso de la proteina por inmunohistoquimica no se presenta

diferencia significativa entre los grupos (Figura 12, panel B).
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Figura 12. A) Expresion del Receptor para Hormona Luteinizante (LHCGR) en ovario
de rata. A) Expresion promedio del gen que codifica para LHCGR en ovario de rata
mediante PCR. B) Presencia promedio del receptor LH-R en cortes de ovario de ratas
mediante inmunohistoquimica. C) Fotografias representativas del analisis de LH-R
mediante innmunohistoquimica. C= Crias con dieta control provenientes de madres que
consumieron dieta control, CAG= Crias con dieta alta en grasa provenientes de madres que
consumieron dieta control, MO= Crias con dieta control provenientes de madres que
consumieron dieta alta en grasa, MOAG= Crias con dieta alta en grasa que provienen de
madres que consumieron dieta alta en grasa. Todos los datos se muestran con media + EE.,
letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

9.5.2.2 Gen CYP19al codificante para enzima Aromatasa
La expresion del gen que codifica para CYP19al (Figura 13, Panel A) no
presenta diferencias entre los cuatro grupos. Sin embargo, la presencia de la
enzima aromatasa (Figura 13, Panel B) es mayor en CAG en comparacién con

el grupo C, pero los grupos MO y MOAG presentan similitud estadistica con los




grupos CAG y C.
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Figura 13. Expresion de CYP19 en ovario de rata. A) Expresion promedio del gen
gue codifica para CYP19 (CYP19al) en ovario de rata mediante PCR. B) proteina de
CYP 19 en cortes de ovario de ratas mediante inmunohistoquimica. C) Fotografias
representativas del analisis de CYP19 mediante innmunohistoquimica. C= Crias con
dieta control provenientes de madres que consumieron dieta control, CAG= Crias con
dieta alta en grasa provenientes de madres queconsumieron dieta control, MO= Crias
con dieta control provenientes de madres que consumieron dieta alta en grasa, MOAG=
Crias con dieta alta en grasa que provienen de madres que consumieron dieta alta en




grasa. Todos los datos se muestran con media + EE., letras diferentesindican
diferencia estadistica significativa (p<0.05).

10. DISCUSION

10.1 Obesidad inducida por dietas altas en grasa

Existen muchos estudios en los cuales se utilizan modelos de obesidad inducidos
por dietas altas en grasa (AG) (Gawlinska et al. 2020; Gomes et al., 2018; Tamashiro
et al., 2009); sin embargo, existen diferencias entre los porcentajes de grasa tanto
en la dieta control (C) como en la AG, el tipo de grasa utilizada, los tiempos de
exposicion y los parametros analizados, por o que no hay un consenso en cuanto a
los efectos de este tipo de dieta sobre los diferentes parametros de obesidad. Si
bien, los contenidos energéticos difieren entre dietas, la mayoria se encuentra con
una composicion de entre el 21% y el 60% de contenido de grasa (vegetal o animal),
20% al 50% para el contenido de carbohidratos y el 15% al 27% de proteina
(Gawlinska et al. 2020). Incluir alto contenido de carbohidratos en la dieta también
induce sobrepeso u obesidad. Estudios en ratas hembra de 8 semanas de edad con
dieta alta en carbohidratos refinados (74.2% carbohidratos de los cuales el 30%
son azucares refinados como la sacarosa, 5.8% grasa y 20% proteina), comparado
con ratas alimentadas con dieta Chow (65.8% carbohidratos, 3.1% grasay 31.1%
proteina) por 15 dias, mostraron que el grupo que consumio dieta alta en
carbohidratos aument6 el peso corporal, induciendo obesidad (Barros et al.2021).
En un estudio realizado por Paradis et al, (2017), observaron que las crias
alimentadas con dieta C que provenian de madres que consumieron dieta AG y
carbohidratos (21% grasa y 30% sacarosa) durante la gestacion presentaban un
incremento mayor al 21% de peso corporal durante toda su vida en comparacion con
el grupo control. Sin embargo, la mayoria de los estudios utilizan un alto contenido
de grasa en la dieta debido a que es el tipo de dieta mas frecuente entre la

poblacién mundial.

En los resultados obtenidos en el presente estudio, el incremento del peso

corporal promedio en el grupo CAG se debi6 al consumo de dieta AG como primer




insulto, ya que, como se ha mencionado, se sabe de la asociacion entre el
consumo de este tipo de dieta y el aumento de peso. Mientras que el aumento en
el peso del grupo MOAG, el cual fue el mayor de los cuatro grupos (Figura 6, panel
A), se debe a un segundo insulto después de la lactancia, donde las crias fueron

alimentadas con dieta AG.

El consumo de grasa en cualquier periodo del desarrollo del individuo conduce
a la obesidad; sin embargo, existe una mayor predisposicién a ganar peso cuando
los sujetos son expuestos a una dieta AG durante la gestacion y la lactancia,
condicionando al individuo a una mayor ganancia de peso (Gawlinska et al. 2020),
cuando el tipo de dieta que consume a lo largo de su vida es alta en grasa y/o
carbohidratos, esto se debe no sélo al efecto de la dieta per se, sino al efecto de la
programacién materna, ya que se sabe que las crias que provienen de madres
obesas tienen mayor predisposicion, no solo a desarrollar obesidad, sino a tener aiin
mayor peso (Zambrano & Nathanielsz, 2013; Desai et al., 2014). Estudios
demuestran que el peso al nacer de crias de madres que consumen una dieta AG
no muestra diferencias en comparacion con el peso al nacer de las crias de ratas C,
sin embargo si presentan una mayor ganancia de peso en la vida postnatal cuando
las crias continian con el consumo de un alto contenido de grasa en su dieta
(Desai et al. 2014; Purcell etal. 2011).

Si bien no se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales se da esta
programacién, se ha sugerido que puede deberse a la exposicion a altas
concentraciones de glucosay lipidos circulantes en la vida fetal lo que interviene en
la regulacion de la expresion de genes relacionados con la actividad metabdlicay la
exposicion a niveles elevados de leptina, lo que puede llevar a que la cria presente
resistencia a la leptina promoviendo hiperfagia en las crias (Freeman, 2009; Kirk et
al. 2009).




10.2 Obesidad en etapas criticas del desarrollo

La alimentacion de mujeres que planean embarazarse, embarazadas o
amamantando, es fundamental, ya que se sabe que el cuerpo de la madre adaptara
su propio metabolismo para poder llevar a cabo la gestacién y la produccion de leche
(Herrera, 2000), por lo que el consumo de una dieta balanceada sera benéfico para
ella y su bebé. Sin embargo, cuando la dietaconsumida por la madre predispone a
la obesidad, esta puede presentar riesgos perinatales adversos para ella y el bebé,
como lo son el riesgo de aborto espontaneo, hipertension arterial, diabetes
gestacional, entre otros, siendo los relacionados con el mantenimiento del embarazo
los mas comunes (Hohos & Skaznik, 2017). Ademas, se sabe que la obesidad
materna y la exposicion a dietas AG durante etapas cruciales del desarrollo de un
individuo como antes de la gestacion, durante la gestacion y lactancia y también
la primera infancia,tiene un impacto irreversible en la estructura, funcion y desarrollo
de drganos y tejidos, predisponiendo a sus hijos a desarrollar enfermedades
cronicas en su vida (Baker et al. 1993; Gawlinska et al. 2020).

La principal fuente de energia utilizada por el individuo en desarrollo es la glucosa,
esta se sintetiza a partir del glicerol mediante la gluconeogénesis hepatica, este
glicerol se obtiene a partir de la lipdlisis del tejido adiposo acumulado en la primer
etapa metabdlica materna, ademas, los acidos grasos libres liberados mediante la
lipdlisis en conjunto con el glicerol pueden sintetizar triglicéridos que también son
utilizados por el bebé (Zambrano et al., 2016). Sin embargo, en el caso de las madres
gue consumen dietas AG y/o presentan obesidad, las tasas metabdlicas se
encuentran elevadas, exponiendo al feto a niveles demasiado altos de glucosa y
lipidos, en conjunto con niveles circulantes elevados de hormonas (progesterona y
cortisol), metabolitos (leptina, adipocinas) y citosinas inflamatorias (IL-6, PCR,
TNFa), los cuales son perjudiciales para el desarrollo de los 6rganos, ademas de
aumentar el almacenamiento de grasa y los riesgos de enfermedad posnatal del
bebé (Challier et al, 2008; Zambrano et al., 2016).

Los efectos de la programacion dada por la exposicion a estos factores durante

etapas criticas del desarrollo del individuo, pueden ser transmisibles de una




generacion a otra, debido a que se heredan de padres a hijos mediante mecanismos
epigenéticos, aunque aun no se saben los mecanismos especificos, podria ocurrir

porgue una o mas vias metabdlicas se encuentran alteradas (Zambrano et al., 2016).

Si bien se han estudiado los efectos del ambiente fetal en el desarrollo del
individuo, también se sabe de los efectos que puede tener la composicion de la leche
en este, ya que en la vida postnatal temprana la nutricion sera a través de la leche
materna debido a que ésta contiene los requerimientos nutricionales necesarios para
el correcto crecimiento y maduracion del neonato, la cantidad y calidad de los
diferentes componentes de la leche (Proteina, grasa, carbohidratos, vitaminas,
minerales, enzimas y hormonas) estan determinados por diversos factores como:
etapa de lactancia, estado de salud del bebé, edad materna, factores ambientales y
la alimentacion materna, los cuales son importantes para cumplir con los
requerimientos nutricionales necesarios del recién nacido (Rodriguez-Gonzéalez et
al., 2020).

En los resultados del presente estudio, observamos que los grupos que estuvieron
expuestos a dietas AG mediante la leche materna en el periodo de lactancia, grupos
CAG y MOAG, presentaron sobrepeso, mayor adiposidad y resistencia a la insulina,
siendo el grupo MOAG el que presenta los valores méas elevados (Figura 6, pale A,
B y C). Esto es consistente con estudios donde se ha analizado el efecto de la
programacién de sindrome metabdlico y la presencia de obesidad en la etapa adulta
debido a la obesidad materna durante la lactancia, tal es el caso del estudio
realizado por Gomes et al. (2018), quienes alimentaron a un grupo de ratas hembras
con dieta C (4.1% grasa) desde el destete (dia 21 postnatal), durante toda su vida y
durante la gestacion, al momento del parto este grupo se dividié en dos, uno se
aliment6 durante el periodo de lactancia con dieta C y al otro con dieta AG (4.9%
grasa). Al momento del destete (dia postnatal 21), las crias de ambos grupos
fueron alimentadas con dieta C hasta el dia 91 de vida donde se llevo a cabo la
eutanasia. Los resultados mostraron que las madres que consumieron dieta AG
presentaron un incremento en la grasa corporal y resistencia a la insulina, por lo que

su leche contenia mayor concentracion de glucosa, proteina, colesterol y




triglicéridos, ademas, las crias de estas madres también presentaban sobrepeso,
hiperfagia, mayor adiposidad, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipertrofia

de islotes pancreaticos y aumento y proliferacion de células B-pancreéticas.

Estas investigaciones nos muestran lo importante que es la alimentacién en
periodos criticos del desarrollo y los posibles padecimientos que puede presentar
el individuo debido a la programacion recibida en estas, tales como hipertension
(Baker et al., 1993), dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, problemas de
aprendizaje (Rincel et al., 2018), conductuales (Rodriguez et al., 2012), obesidad,
depresion y ansiedad (Giriko et al., 2013), enfermedades pancreaticas (Zambrano
et al., 2016), desarrollo de higado graso (Lomas et al., 2018), asi como disfunciones
reproductivas (Rodriguez-Gonzalez et al., 2015).

10.3 Dietas altas en grasay su efecto en la adiposidad

Se ha estudiado el efecto de las dietas AG en la cantidad de tejido adiposo e
indice de adiposidad que presenta el individuo que las consume; en nuestro estudio
podemos observar que los grupos que expuestos a este tipo de dieta durante la
gestacion y/o la lactancia (CAG y MOAG), presentaron porcentajes
significativamente mayores de tejido adiposo e indice de adiposidad comparados
con los grupos C y MO (Figura 6, panel B y C), siendo el grupos MOAG el que
presenta los valores mas altos, esto puede deberse a que el consumo de dietas AG
aumenta la deposicion de lipidos en los tejidos adiposos y no adiposos (Hohos &
Skaznik, 2017).

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Desai et al. (2014), en su
experimento desarrollaron un modelo de obesidad materna mediante dieta AG
consumida durante el embarazo y la lactancia, para esto formaron dos grupos de
ratas hembras, al primero le dieron dieta C (10% grasa) y a otro dieta AG (60%
grasa) esto durante toda su vida incluyendo la gestacion y la lactancia, ademas se
les realizd una revision con rayos X de energia dual (DEXA) para evaluar el

porcentaje de grasa corporal y la masa corporal magra. Las crias recién nacidas




se dividieron en dos subgrupos y un subgrupo de cada madre fue cambiado para ser
amamantado por madres que consumieron dietas diferentes, por lo que dos grupos
se expusieron durante gestacion y lactancia a dieta C o AG y otros dos grupos se
expusieron a dieta C o AG solo durante gestacion o lactancia; de igual forma se les
realizé una revision mediante DEXA para analizar la masa magra y porcentaje de
grasa corporal de las crias. Los resultados obtenidos por Desai et al. (2014),
mostraron que las madres que consumieron dieta alta en grasa presentaron un
mayor porcentaje de grasa corporal y menos masa magra, mientras que las crias
expuestas durante la gestacién y la lactancia a dieta alta en grasa y las crias
expuestas solo durante la lactancia a este tipo de dieta, presentaron porcentajes

significativamente mayores de grasa corporal.

De igual forma, Tamashiro et al. (2009), en su estudio formaron dos grupos de
ratas prefiadas de los cuales, a uno se le dio dieta estandar (17% grasa) y a otro
dieta AG (60% grasa), posteriormente sus crias fueron divididas en dos subgrupos
y se alimento6 a uno con dieta estandar y a otro con AAG, las crias fueron pesadas
desde el dia 1, 7, 14 y 21 postnatales, observando que tanto las madres como las
crias que consumieron dietas AG presentan mayor peso corporal que el grupo
gue consumieron dieta estandar, ademas de determinar mediante las
concentraciones de leptina que estos grupos presentan una mayor adiposidad,
esto es consistente con lo reportado en nuestra investigacion, en donde el grupo
MOAG presenta tanto mayor peso corporal como indice de adiposidad (figura 6,

panel Ay C).

10.4 Efecto de las dietas altas en grasa en la reproduccion femenina

Si bien la obesidad afecta la salud en general de los individuos, tiene un papel
particularmente negativo en la funcion reproductiva alterando el eje hipotalamo-
hipofisis-gbnada (Flores et al., 2009), propiciando alteraciones como el SOP. Sin
embargo, no solo afecta a la fertilidad de la hembra, sino que propicia un

desequilibrio en todo el sistema del individuo.




10.5 Distribucién de grasa corporal

Uno de los efectos mas marcados de la obesidad se da mediante la adiposidad y
su distribucién corporal, en muchas especies (humanos, ratones, ratas) se presenta
un dimorfismo sexual, ya que en machos regularmente se encuentra mayor
proporcion de grasa en el area abdominal (distribucion androide) y en las hembras
se encuentra en mayor proporciéon en zonas como la cadera, muslos y glateos
(distribucion ginecoide) (Rosales, 2012). Sin emrbago, se ha observado que el
consumo de dietas altas en grasa por las madres y/o por la descendencia altera
estos patrones de distribucién (Ornellas et al., 2013).

En nuestro estudio no sélo observamos que la adiposidad en los grupos CAG y
MOAG se encuentra incrementada en comparacion con los grupos C y MO (Figura
6, panel B), sino que la distribucion de este tejido también varia en comparacion con
estos grupos, ya que CAG y MOAG tienen mayor presencia de tejido adiposo en la
zona visceral (mesentérica, ovarica, pancreatica, retroperitoneal y uterina) (Figura 7,
panel B, C, D, E y F). Esto es consistente con estudios como el realizado por
Ornellas et al. (2013), en el cual formaron dos grupos de ratones hembra, al primero
se les administro dieta C (64% carbohidratos, 19% proteinas y 17% grasa) y al otro
dieta AG (32% carbohidratos, 19% proteinas y 49% grasa), esto después del destete
y durante la gestacion y la lactancia, sus crias fueron separadas en hembras y
machos a su nacimiento y a partir del destete y durante 12 semanas consumieron la
misma dieta que consumia su madre (C o AG), edad a la que fueron sacrificadas.
Analizaron la grasa retroperitoneal y la grasa abdominal, las cuales se presentaron
en mayor proporcion en los grupos de machos y hembras provenientes de madres
gue consumieron dieta AG, ademas las hembras provenientes de madres con dieta
AG presentaron mayor porcentaje de grasa abdominal incluso que en los machos
de madres con dieta C. No soOlo la proporcion de grasa fue mayor en los
descendientes de madres de dietas AG, sino que también la cantidad y el tamafio
de los adipocitos de esta descendencia son mayores, lo que hace notar el efecto

de la dieta en la distribucion de la grasa corporal.




Estudios de la distribucion de la grasa corporal en pacientes que presentan SOP,
muestran que su distribucién se encuentra mayormente en la region visceral (Barrea
et al,, 2021), ya que dicha distribucidbn se encuentra alterada, lo que influye
negativamente en el metabolismo y la reproduccién (Yildiz et al., 2010; Zhu et al.,
2021). Esta distribucion de grasa, caracteristica del SOP, la podemos observar en
nuestros grupos CAG y MOAG (Figura 7), esto podria deberse a no solo la mayor
deposicion de lipidos en érganos no adiposos, sino también a la hipertrofia de los
adipocitos que lo conforman, lo cual posiblemente se encuentren exacerbado en
MOAG.

En el caso especifico del tejido adiposo periovarico, observamos que en los
grupos que consumieron dietas AG en la gestacion y/o en la vida posnatal se
encuentran en mayor proporcion, siendo en el grupo MOAG donde se suma el insulto
de la programacion y el efecto mismo de la dieta AG. Esto es importante, ya que el
tejido adiposo funciona como un érgano enddécrino y paracrino, el cual produce una
gran variedad de adipocinas con efectos biolégicos, algunos de los cuales podrian
ser reproductivos (Gambineri et al., 2002), en este caso, las adipocinas secretadas
por el tejido adiposo periovarico, tienen efecto sobre el proceso de ovulacién y la
esteroidogénesis, como la leptina, de la cual existen receptores en las células de
la teca en donde al unirse la leptina a su receptor, aumenta la sintesis de androgenos
(Mitchell et al.,2005).

10.6 Peso ovérico e indice gonadosomatico (IGS)

Se sabe que el aumento en el peso del ovario se debe a que los ovocitos no
son liberados mediante la ruptura del foliculo, sino que permanecen dentro del ovario
incrementando su tamafno y peso (Ortiz et al., 2018). Los resultados de nuestra
investigacion muestran que los grupos expuesto durante la gestacion a dietas AG,
(MO y MOAG), presentan un mayor peso de los ovarios (Figura 8, panel A), esto
podria deberse a la obesidad materna, ya que se sabe que esta tiene influencia en
el peso del ovario y la formacion de foliculos cisticos, tal como lo demostraron Garza

y Delgadillo (2020) y Cekic (2022), quienes determinaron que la dieta materna AG




genera un estado de inflamacién en el cual los macrofagos residentes del ovario
secretan citosinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, las cuales promueven la
proliferacion celular de las membranas foliculares y la sintesis de andrégenos

originando la formacion de estos foliculos cisticos.

Ademas, en nuestros resultados podemos observar que el IGS es menor en los
grupos CAG y MOAG (Figura 8, panel B), siendo el grupo MOAG el que presenta el
menor valor de todos los grupos, dado que el IGS nos permite determinar la
proporcidon que ocupa el peso del ovario en todo el peso corporal, al presentar el

mayor peso corporal de todos los grupos (Figura 6, panel A) su IGS es el menor.

10.7 Parametros metabolicos en obesidad y SOP

Se sabe que las personas que padecen obesidad presentan parametros
metabdlicos alterados, como lo son mayores concentraciones de leptina, glucosa y
triglicéridos, entre otros (Flores et al., 2011). En nuestros grupos experimentales que
estuvieron expuestos a dietas AG en la etapa pre y/o postnatal (CAG, MO y MOAG),
hayan presentado obesidad o no, pudimos observar alteraciones en las
concentraciones de algunos parametros metabdlicos caracteristicos de la obesidad
como lo son concentraciones elevadas de triglicéridos, glucosa y leptina, asi como
en el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus siglas en inglés) (Figura
9, panel B, C, Dy G), esto es debido a que se sabe que en el caso de las mujeres
gestantes o lactando que presentan obesidad, estos pardmetros alterados no sélo
tienen efecto en ella sino que predisponen a sus crias a presentar estas mismas
alteraciones, esto podemos corroborarlo con estudios como el realizado por
Tamashiro et al. (2009), antes mencionado, en el cual, ademas de medir el peso
corporal determinaron las concentraciones de leptina tanto en madres como en crias
y observaron que esta hormona se encuentra en mayor concentracion en el grupo

de madres obesas y sus crias, en comparacion con los grupos de dieta control.

Se cree que ciertas hormonas (leptina, adiponectina) y citosinas (TNF-a, IL-6)

secretadas por este tejido tienen efecto directo en la regulacién y buen




funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisis- ovario y a su vez, las hormonas
secretadas por el ovario parecen tener un impacto en la funcion y distribuciéon de
este tejido en el area abdominal, caracteristica delas pacientes con SOP (Blouin et
al., 2009).

Las pacientes con SOP regularmente presentan obesidad, resistencia a la
insulina, niveles elevados de glucosa en sangre, dislipidemias e hiperleptinemia
(Broughton y Moley, 2017).

Las concentraciones de leptina obtenida en nuestros grupos CAG, MO y MOAG,
fue elevada en comparacion con el grupo C (Figura 9, panel G), lo que puede
deberse a la cantidad de tejido adiposo que presentaba cada grupo. Esto es
importante ya que se sabe que la leptina es una hormona peptidica, que si bien se
relaciona principalmente con “la sefial de saciedad” a nivel hipotalamico, existen
estudios donde se ha demostrado que también existen receptores a esta hormona
en las células de la teca actuando sinérgicamente con la LH para la sintesis de
androgenos, lo que podria contribuir al hiperandrogenismo en las pacientes con
SOP, en las cuales se sabe que los niveles de leptina se encuentran aumentados,
esto debido también a la cantidad exacerbada de tejido adiposo en estos pacientes
(Barrea et al., 2021; Wu et al., 2014).

En el caso de las concentraciones de adiponectina analizada en el presente
estudio (Figura 9, panel F), determinamos que los grupos que estuvieron expuestos
a dietas altas en grasa presentan mayor concentracion de esta hormona que el
grupo C, lo cual difiere con lo reportado en la literatura en donde se tienen datos de
gue la adiponectina se encuentra regulada negativamente en las personas obesas
y en pacientes obesas con SOP, lo cual podria estar relacionado con la resistencia
a lainsulina la cual se encuentra incrementada en los pacientes con SOP (Barrea et
al., 2021; Chang y Cook-Andersen, 2013).

Una de las hormonas que mas se han estudiado es la insulina, debido a que esta
juega un papel muy importante no sélo en la captacion de glucosa por las células de
diferentes tejidos, sino que también promueve la lipogénesis en tejido adiposo y en

el caso especifico de la reproduccion en hembras actta a nivel hipotalamico en el




nudcleo arcuato, hipofisiario estimulando la sintesis de LH y a nivel ovarico en donde
promueve de manera sinérgica la esteroidogénesis con la LH en las células tecales
(Franks et al., 2008; Wu et al., 2014). Ademas, reduce la sintesis de la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG), lo que resulta en niveles elevados
de andrégenos disponibles, la que es una caracteristica de las pacientes con SOP;
si bien no encontramos diferencias significativas entre nuestros grupos
experimentales, si podemos observar una mayor resistencia a la insulina en el caso
de los grupos CAG, MO y MOAG (figura 9, panel C) lo que es consistente con
estudios que muestran que las mujeres que presentan SOP sin importar si son
obesas 0 no presentan una mayor resistencia a la accion de la insulina (Ablan 2016;
Brothers et al., 2010; Di Vall et al., 2015).

El metabolismo de lipidos en las pacientes con SOP se encuentra alterado, esto
debido al hiperandrogenismo vy la resistencia a la insulina, ya que por un lado los
andrégenos promueven la lipdlisis en el tejido adiposo visceral y por otro lado, como
se menciono, la insulina promueve la lipogénesis en el tejido adiposo, sin embargo,
al existir una resistencia a esta hormona, aumenta la movilizacion de los acidos
grasos, por lo que las pacientes presentan un aumento de los triglicéridos (Diamanti
et al., 2007); esta caracteristica podemos observarla en nuestros grupos CAG, MO

y MOAG (figura 9, panel D) los cuales desarrollaron SOP.

10.8 Andlisis morfoldgico del ovario

El ovario es un érgano con funciones enddcrinas, teniendo un papel vital en
la reproduccién femenina (Botella, 1995; Ortiz et al., 2018), en el caso de las
pacientes con SOP presenta caracteristicas particulares tales como: incremento
en el tamafio y peso, presencia de foliculos cisticos debido a la detencién en el
desarrollo folicular y mayor produccion de androgenos (Orias, 2021). Ademas,
es una de las caracteristicas necesarias para determinar la presencia de este

sindrome (Facio et al., 2015).

En nuestros resultados observamos que los grupos que estuvieron expuestos

a dietas AG pre y/o postnatalmente (CAG, MO y MOAG), presentaron ovario con




morfologia poliquistica (Figura 10), el cual se encentra caracterizado por la
presencia de numerosos foliculos cisticos. Estudios donde se han administrado
dietas AG, ya sea de primer insulto como en los experimentos realizados por Patel
et al. en 2018, en el cual a ratas de entre 3-4 semanas de vida se les alimento6 con
dietas AG (36% carbohidratos, 20% proteina, 40% grasa y 4% otros: 530 kcal)
durante 105 dias y después fueron sacrificadas y analizadas; o de segundo insulto
como los experimentos realizados por Cekic et al. en 2022, donde tanto a las
madres como a las crias se les alimentd con dietas AG (30% grasa, 36.9%
proteina, 3.9% vitaminas y minerales), en ambos casos las ratas presentaron
ovarios con morfologia poliquistica. En nuestros experimentos podemos observar
ambos efectos de la dieta sobre el desarrollo de ovario poliquistico, en el caso del
grupo CAG (Figura 10) podemos observar el efecto de la dieta como primer
insulto, mientras que en el grupo MOAG (Figura 10) se observa el efecto de la
dieta como segundo insulto, ya que ambos presentan ovario poliquistico. Ademas,
el grupo MO también presenta un ovario con estas caracteristicas, por lo que
podemos pensar que la programacion para que las crias lo presenten, existe

independientemente del tipo de dieta que consuman estas durante su vida.

10.9 Conteo folicular

La determinacién de si un ovario presenta morfologia poliquistica se da
mediante el conteo folicular, especificamente de los foliculos cisticos presentes,
debido a que el estudio del nimero y tipo de foliculos aporta informacién
importante respecto a la funcion y respuesta ovarica, en especial la relacion que
existe entre la foliculogénesis y los factores que regulan este proceso (Myers et
al.,2004; Lonegro et al., 2016). Ademas, se sabe que existen diversos factores
gue pueden alterar el correcto desarrollo de los foliculos comprometiendo asi la
fertilidad de la hembra, entre estos factores se encuentra el ambiente hormonal,
como en el caso del SOP (Chang y Cook, 2013).

Los resultados de nuestra investigacion muestran el conteo total de los
foliculos ovaricos en diferentes etapas de su desarrollo (primordial, primario,

secundario, De Graaf, cistico y cuerpo luteo) (Figura 11); donde podemos




observar que, en cuanto a la presencia de foliculos primordiales, los grupos que
expuestos a dietas AG (CAG, MO y MOAG), tuvieron mayor presencia de estos
en comparacion con el grupo C (Figura 11, panel A), si bien no se sabe
exactamente por qué sucede esto, si se han realizado estudios donde se ha
observado el mismo resultado, tal es el caso del estudio realizado o por Tsoulis
et al. (2016) en el cual, un grupo de ratas hembra fueron alimentadas con dieta
C (14% grasa) y otro grupo con dieta AG (45% grasa) durante toda su vida
incluida la gestacion y la lactancia, al destete, las crias hembras se dividieron en
dos subgrupos, a un subgrupo se le aliment6 con dieta C y a otro con dieta AG.
Se obtuvieron y analizaron los ovarios de las crias en el dia embrionario 20,
dia postnatal 4, 27 y 120. En el conteo folicular realizado en ovarios de crias de
120 dias de edad observaron que presentaban un mayor niamero de foliculos
primordiales aquellas crias que procedian de madres que consumieron dietas
AG. Ademas, las crias que consumieron dieta AG después del destete también
presento un numero mayor de foliculos primordiales en comparacién con el
grupo control, lo cual es consistente con los resultados obtenidos en el grupo

CAG del presente estudio (Figura 11, panel A).

En cuanto a los foliculos primarios y secundarios no hubo diferencias entre
los cuatro grupos (Figura 11, panel B y C), esto podria deberse a que el
desarrollo de los foliculos tal cual no se ve alterado en este punto, sino que es
hasta la fase de foliculo de Graaf donde se comienzan a desarrollar los foliculos
cisticos (Ambrosetti et al., 2016); Sin embargo, esta idea se contrapone con lo
encontrado en nuestros resultados en cuanto a los cuerpos lateos, ya que no se
encontré diferencias entre los cuatro grupos estudiados (Figura 11, panel F), ya
gue si no existe la ovulacion normal en las hembras con ovario con morfologia
poliquistica, entonces no deberia haber presencia de cuerpos lUteos, aunque
existen estudios realizados en ratas que consumieron dietas AG, donde
presentan un numero menor o igual que el control de foliculos primordiales,
mientras que no presentan diferencias significativas en los foliculos primarios,

secundarios y cuerpos luteos (Ambrosetti et al., 2016; Cheong et al., 2014).




El conteo de foliculos cisticos a nuestros grupos experimentales, mostré que
todos los grupos expuestos a dietas AG pre y/o postnatalmente (CAG, MO y
MOAG), tuvieron un mayor niamero en comparacion de foliculos cisticos con el
grupo C (Figura 11, panel E). Estudios donde se analizd el efecto
intergeneracional a la exposicion a dietas AG, siendo la gestacion la etapa de
exposicion (Paula et al., 2021), mostraron que las crias expuestas, de manera
gestacional, desarrollaron foliculos cisticos en el ovario, lo que corresponde con
los resultados encontrados en nuestro estudio para los grupos MO y MOAG.
Ademas, estudios realizados por Patel et al., (2018) demostraron que una dieta
AG consumida durante la pre-pubertad predispone a la hembra a presentar
mayor numero de foliculos cisticos, lo que es consistente con nuestro grupo CAG
(Figura 11, panel E). Determinando asi que nuestros grupos CAG, MO y MOAG,

presentaron ovario con morfologia poliquistica.

10.10 Factores implicados en desarrollo folicular

El SOP es muy complejo, ya que se encuentra influenciado por factores
ambientales y genéticos (Kosova y Urbanek, 2012). La sub o sobre expresion de
ciertos genes son considerados como importantes para el desarrollo o la
permanencia de este sindrome en las pacientes (Kosova y Urbanek, 2012). Se
han analizado muchos genes que podrian estar implicados en el desarrollo de
esta patologia, tales como los relacionados con la funciéon de las hormonas
hipofisiarias(LH y FSH) en el ovario y los foliculos, como las relacionadas con la
esteroidogénesis folicular (CYP17al, CYP19al, entre otros) (Mira, 2005).

El desarrollo folicular depende del equilibrio entre hormonas y enzimas
presentes en las células foliculares, entre los procesos mas importantes se
encuentra la esteroidogénesis, en la cual diversas enzimas son las encargadas
de transformar colesterol en andrégenos y a su vez estos en estrégenos, entre
las cuales se encuentran la CYP11lA la cual transforma el colesterol en
pregnenolona, la CYP17 que transforma pregnenolona en progesterona, ambas

presentes en las células de la teca; asi como en las células de la granulosa se




encuentra CYP19 la cual se encarga de transformar los andrégenos en

estrogenos (Balen et al.,2005).

10.11 Receptor para hormona Luteinizante

La hormona luteinizante (LH) tiene accién directa sobre las células de la teca
y su actividad esteroidogénica, gracias a la union de LH con su receptor
membranal. Ademas, este receptor también se presenta en las células de la
granulosa, donde ayudara a la ovulacién al unirse la LH en el foliculo
preovulatorio dado que este podra responder al pico de la hormona (McAllister
et al., 2015). En el SOP la concentracion de hormona luteinizante se encuentra
aumentada, por ende, la respuesta folicular a esta hormona también, esto
incrementa la produccibn de androgenos y la probabilidad de ciclos
anovulatorios (Norman et al., 2007).

Estudios realizados en mujeres con SOP, demuestran que existe una mayor
expresion del gen que codifica para el receptor de LH (LHCGR) en las células
delatecay la granulosa (Liu et al., 2012). Ademas, un estudio realizado por Patel
(2018), en donde aliment6 a ratas con dietas altas en grasa desde la
prepubertady durante toda su vida mostrd que existe un aumento en la expresion
de este gen, tal como nuestro grupo CAG (Figura 12, panel A), teniendo efecto

en la expresion de este receptor.

10.12 Expresiéon de CYP19al y presencia de aromatasa

La esteroidogénesis es un proceso fundamental para el correcto
funcionamiento del eje reproductor, esto debido a las hormonas resultantes de
dicho proceso, por lo que una desregulacion de este causara efectos adversos

en la reproduccion de las hembras, entre los cuales podemos observar el SOP.

Una de las enzimas mas importantes en este proceso de esteroidogénesis es

la aromatasa, la cual se encarga de transformar en la testosterona (T)




proveniente de las células de la teca en estradiol (E2) en las células de la
granulosa (Heidarzadehpilehrood et al.,2021) , por lo que era necesario analizar

su presencia y al gen que la codifica (CYP19al).

En el presente trabajo, encontramos que los grupos CAG, MO y MOAG,
tuvieron una mayor presencia de aromatasa en comparacion con el grupo C
(Figura 13, panel B), esto es consistente con estudios realizados por Lombardi
et al. (2014) en los cuales compararon la presencia de esta enzima, entre un
grupo de ratas C contra un grupo de ratas con ovario poliquistico, donde
observaron que los foliculos de las ratas con el sindrome tenian mayor

presencia de esta enzima.

Si bien, en condiciones normales la enzima aromatasa propicia una
aromatizacion de la mayoria de los andrégenos sintetizados por las células
tecales, en el SOP se puede observar un desequilibrio entre la produccién de
andrégenos y estrogenos, por lo que uno de los criterios para su diagndstico es
la presencia de hiperandrogenismo clinico o bioquimico (Ventura y Hernandez,
2019;Sir et al., 2013).

De acuerdo con todos los resultados obtenidos en el presente trabajo,
podemos observar que la exposicion a dietas AG durante etapas criticas del
desarrollo como son antes, durante la gestacion y la lactancia; asi como el
consumo prolongado de este tipo de dieta durante toda la vida de las crias
hembras, programa a estas a desarrollar obesidad, altera los patrones de
distribucién de grasa corporal caracteristicos de las hembras promoviendo una
mayor acumulaciéon a nivel central y también con lleva a alteraciones en
hormonas relacionadas con la ingesta de alimentos y la reproduccion como lo
son la leptina e insulina, promoviendo un desarrollo folicular anormal lo cual

promueve la formacion del ovario con morfologia poliquistica (Figura 14).
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Figura 14. Resumen de resultados. A) Efecto de la exposicion a dietas altas en grasa durante
las etapas de gestacion y lactancia (grupo MO), B) Efecto de la exposicion a dietas altas en
grasa durante la vida pre y postnatal de la cria (grupo MOAG) y posible mecanismo de accion
gue se presenta en las células de la granulosa y la teca.




11. CONCLUSION

El presente estudio nos ayudoé a establecer el efecto que tiene la exposicion
a dieta AG en el desarrollo de SOP, dado que al exponer a este tipo de dieta a
nuestras crias en etapas criticas del desarrollo como son la gestacion, lactancia
y/lo vida postnatal, estas presentaron caracteristicas tales como ovario con
morfologia poloquistica y presencia de resistencia a la insulina, los cuales
tomamos como criterios segun lo establecido por los tratados de Rotterdam para

diagnosticarlas con este sindrome.

Si bien la exposicion a dieta AG en las etapas de gestacion y lactancia o en
la vida postnatal (grupos MO y CAG), mostré predisponer a las crias al
desarrollo de SOP, también determinamos que la exposicion a una dieta AG
durante la gestacion, lactancia y vida postnatal (grupo MOAG) tuvo el mayor
impacto sobre las crias, no sélo en la predisposicion a presentar SOP, sino que
la suma de la programacion mas el insulto de la exposicion a dieta AG exacerb6
pardmetros como el peso, la cantidad de tejidos adiposo y la presencia de este

en la periferia del ovario.

Por lo que podemos concluir que independientemente del periodo de
exposicion a dietas AG, las ratas presentan caracteristicas de SOP, mayormente
cuando las ratas son expuestas en ambos periodos, durante su desarrollo pre y
postnatal. Lo que la exposicion a dietas AG en periodos criticos del desarrollo
predispone al desarrollo de SOP y los parametros morfolégicos y metabdlicos

caracteristicos de este sindrome.
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