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VI.

VII.
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Azoospermia: Ausencia de espermatozoides en la eyaculacion (Zegers et
al., 2017).

Celo: Calor sexual inducido por una serie de hormonas, principalmente por la
progesterona (Pfaus et al., 2015).

Comorbilidad: Implica la presencia de dos o mas trastornos dentro de un
solo individuo. Este término se usa comunmente cuando los trastornos
coexisten a tasas mas altas de lo esperado de la tasa base de cada trastorno
(Holmbeck et al., 1999).

Epidemiologia: Estudio de la distribucion y los determinantes de estados o
eventos (en particular de enfermedades) relacionados con la salud y la
aplicacion de esos estudios al control de enfermedades y otros problemas de
salud (OMS, 2019/A).

Fecundidad: En humanos, se refiere a la cantidad de hijos que puede tener
una mujer en su vida fértil (Fuentes, 2010). Clinicamente se define como la
capacidad de llevar a cabo un embarazo a término (Zegers et al., 2017).
Fertilidad: Es la capacidad de establecer clinicamente un embarazo (Zegers
et al., 2017).

Hirsutismo: Padecimiento que se caracteriza por una proliferacion capilar
excesiva dependiente de andrdgenos y con un patrén masculino, afecta a
cerca del 10% de las mujeres. La mayor parte de los casos es una
consecuencia del exceso de andrégenos (Ehrmann, 2016).

Incidencia: Representa el numero de casos nuevos de una enfermedad en
un lugar determinado y durante un tiempo particular (Ward, 2013).
Infertilidad: Enfermedad del sistema reproductivo definida como la
incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses 0 mas de

relaciones sexuales no protegidas (OMS, 2010).



XI.

XIlI.

XIII.

XIV.

Oligoovulacién: Se define como ciclos menstruales con una duracion mayor

a 35 dias, lo cual equivale a 10 o menos ciclos por afio (Azziz, 2018).

Oligozoospermia: Concentracion de espermatozoides por debajo del limite
inferior de referencia en la eyaculacion. Al informar los resultados, se deben
especificar los criterios de referencia (Zegers et al., 2017).

Polimorfismo: Variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN
entre los individuos de una poblacion. Para que verdaderamente pueda
considerarse como un polimorfismo, la variacion fenotipica debe aparecer al
menos en el 1% de la poblacién (NIH, 2019).

Prevalencia: Medida de una enfermedad en una poblacion, un lugar y un
momento particular, se representa en un recuento del nimero de personas
afectadas (Ward, 2013).

Vitelo: Sustancias nutritivas de reserva que se acumulan durante el proceso
de oogénesis (Uribe, 2002).
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La obesidad es una de las enfermedades de mayor prevalenciaX"' en México y el
mundo. El aumento de peso en dicho padecimiento, especificamente en tejido
adiposo, incrementa el riesgo de padecer otro tipo de enfermedades, tales como:
diabetes tipo Il, algunos tipos de cancer, hipertension, sindrome metabdlico,

enfermedades en el sistema reproductivo, entre otros.

Haciendo referencia al tema de la reproduccion, el exceso de tejido adiposo
genera cambios fisiologicos y morfolégicos en los ovarios, lo cual se traduce en
una disminuciébn de su capacidad reproductiva. Actualmente, existen algunos
estudios llevados a cabo en animales, acerca de la relacion entre la obesidad y la
infertilidad* femenina; sin embargo, las dietas administradas varian en cuanto al
tipo de grasa afadida y a la cantidad, mostrando efectos diferentes en los ovarios.
Es por ello que en el presente trabajo se emple6 una dieta alta en grasa (HFD)
formulada dentro de nuestro equipo de investigacion, cuyo objetivo principal fue
caracterizar sus efectos en la morfofisiologia de ovarios de ratas Wistar, asi como

en su capacidad reproductiva.

Para ello, se trabajo con ratas Wistar de 4 semanas postnatales, las cuales se
dividieron en dos grupos de acuerdo a la dieta asignada: dieta control (CTR,
4.1 kcal/g) y dieta alta en grasa (HFD, 5.82 kcal/g). Las dietas se administraron
durante 18 semanas; en este periodo de tiempo se llevd a cabo un registro
semanal del consumo de alimento y la ganancia de peso corporal. Al término del
tratamiento se evalud el peso corporal, la talla, el indice de Lee, la glucemia
en ayuno, el peso de los depdsitos de tejido adiposo y de los ovarios. Asimismo,
se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y de sensibilidad
a la insulina, asi como, un analisis bioquimico en plasma para Ila
cuantificacion de triacilgliceroles y colesterol. El tejido ovarico fue sometido a
un analisis morfométrico cuantitativo para determinar cambios histoldgicos;
especificamente, se caracterizaron los cambios en el nimero y proporcién de los

diferentes tipos de foliculos, asi como el nUmero de cuerpos luteos.

Vi



Finalmente, se observo el efecto de la dieta en la fertilidad"' y en la fecundidad¥ de
los animales. Los resultados de este trabajo revelaron que la dieta alta en
grasa ocasion0 cambios en la composicidon corporal y alteraciones en el
metabolismo de hidratos de carbono en el grupo HFD, ademas de ocasionar
el desarrollo de quistes en los ovarios y una reduccion en el porcentaje de
concepcion y el tamafio de camada. En conclusion, la obesidad inducida por la
dieta HFD ocasion6 cambios en la morfofisiologia de los ovarios de hembras
obesas, conduciendo a alteraciones en la fertilidad y fecundidad del modelo

experimental, con lo cual, se comprueba la hipotesis del presente trabajo.
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Obesity is one of the most prevalent diseases in Mexico and the world. Excessive
weight gain caused by an increase in adipose tissue increases the predisposition
to other diseases, such as type Il diabetes, some types of cancer, hypertension,

metabolic syndrome, and reproductive anomalies, among others.

Some research groups have reported that the excess of adipose tissue generates
morphological and physiological changes in the ovaries, which lead to an impaired
fertility. There are currently some animal models studies regarding the relationship
between obesity and female infertility; however, the diets used vary in terms of
amount and source of the fats employed, showing different effects on the ovaries.
That is why in the present work, a high-fat diet (HFD) formulated by our research
group was used, whose principal aim was to characterize its effects on the ovarian

morphophysiology of Wistar rats, as well as on their reproductive capacity.

For this study, 4 week-old Wistar rats were used. The rats were divided into two
groups: control diet (CTR, 4.1 kcal/g) and high fat diet (HFD, 5.82 kcal/g), the diets
were administered ad libitum for 18 weeks. During this period, a weekly record of
caloric intake and body weight gain was kept. At the end of the treatment period,
body weight, length, fasting plasma glucose, adipose tissue weight and ovarian
weight were recorded. Additionally, an intraperitoneal glucose tolerance test and
an insulin sensitivity test were performed; as well as, assays for triacylglycerols
and cholesterol levels. Ovarian tissue underwent histological analysis on
paraffin sections; morphological changes and variations in follicle and corpora
lutea numbers were assessed. Finally, the effect of diet on fertility and
fecundity was observed. The results of this work showed that the high-fat diet
caused changes in body composition and alterations in carbohydrate metabolism
in the HFD group. In addition to causing the development of cysts and a
reduction in the percentage of pregnancies and litter size. In conclusion, HFD
induced obesity caused changes in the morphophysiology of the ovaries of obese
females, leading to alterations in fertility and fecundity of the experimental model;
thus, proving the hypothesis of this study.
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1. ANTECEDENTES

1.10BESIDAD

1.1.1 Definicion
La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por un balance
positivo de energia que ocasiona una acumulacion excesiva de grasa corporal y
con ello, ganancia de peso corporal (INSP, 2018; OMS, 2019/B). Padecer
obesidad estd4 estrechamente relacionado con un mayor riesgo a desarrollar:
diabetes mellitus, resistencia a la insulina, algunos tipos de cancer,
dislipoproteinemias, hipertensién, aterosclerosis, alteraciones psicosociales,
sindrome metabdlico, asi como diversos desordenes reproductivos (Oldknow et
al., 2015; Triantafyllou et al., 2016).

La naturaleza de los riesgos para la salud relacionados con la obesidad, es similar
en todas las poblaciones, aunque el nivel especifico de riesgo asociado con un
determinado nivel de sobrepeso u obesidad puede variar segun la etnia, la edad,

el género y las condiciones sociales (NIH, 1998/B).

Entre los factores principales sobre los que existe suficiente evidencia cientifica
como causantes del peso excesivo destacan: una alimentacion inadecuada y el
sedentarismo. Sin embargo, también diversas mutaciones geneéticas estan
asociadas, principalmente algunos desérdenes congénitos causantes de
hiperfagia (Rodriguez-Correa et al., 2020). Ademas, en otras observaciones
epidemiolégicas se ha encontrado que un mal estado de nutricién, no solo la
desnutricion sino también la sobrenutricion, durante la vida intrauterina y postnatal
temprana aumenta la susceptibilidad a las alteraciones metabdlicas en la vida

adulta al actuar durante un periodo critico del desarrollo (Velkoska-Morris, 2011).

Entre las alteraciones moleculares asociadas a la obesidad, se incluyen una
alteracion en la capacidad oxidativa y un estado redox celular alterado;
ocasionando una disfuncién en: la sefalizacion a la insulina, el transporte de
glucosa y en la lipdlisis generando, de esta manera, una afectaciéon en el
metabolismo de lipidos e hidratos de carbono, entre otros (Rodriguez-Correa et
al., 2020). !



Por otro lado, algunos de los factores que protegen contra la obesidad son la
practica regular de actividad fisica, la ingestion de una dieta hipoenergética y
la lactancia materna (INSP, 2018).

1.1.2 Evaluacion del grado de obesidad
En la practica clinica, la grasa corporal es estimada comunmente por una formula
gue relaciona la masa corporal y la talla. La suposicion subyacente es que, dentro
de la poblacién general, la mayoria de las variaciones en el peso de personas con
la misma talla es debido a la masa grasa. La formula usada con mayor frecuencia
en estudios epidemioldgicos es el indice de masa corporal (IMC), la Gnica limitante
gue tiene dicha medicion es que no hace distincion alguna entre la masa grasa y
la masa magra (Kopelman, 2018). A continuacion, se presenta la ecuacion

correspondiente al célculo del IMC:

Peso corporal [kg]

IMC = (Talla)? [m]

Ecuacion 1

La epidemiologia de la obesidad result6 dificil de estudiar durante muchos afios
porque varios paises tenian criterios especificos para clasificar los diferentes
grados de sobrepeso. Sin embargo, gradualmente durante la década de 1990, el
indice de masa corporal se convirti6 en una medida universalmente aceptada del
grado de sobrepeso; ahora se recomiendan puntos de corte idénticos (Seidell y
Rissanen, 2019). En la Tabla 1 se observan los puntos de corte aplicados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el caso de los adultos (OMS, 2000).



Tabla 1. Puntos de corte aplicados por la OMS para la clasificacion de

sobrepeso y obesidad.

IMC Clasificacién Descripcién Riesgo asociado
de la OMS popular ala salud
Bajo (pero incrementa el
<18.5 Bajo peso Delgado riesgo de otros problemas
clinicos)
18.5-24.9 Peso normal Delgado saludable Promedio
25.0-29.9 Sobrepeso Sobrepeso Incrementado
30.0-34.9 Obesidad grado | Obeso Incremento moderado
35.0-39.9 Obesidad grado Il Obeso Incremento severo
40 o0 més Obesidad grado Il Obeso moérbido Severamente incrementado

Algunas de las ventajas que presenta la evaluacién del sobrepeso y la obesidad
mediante el IMC es que la medicion resulta facil, econémica y no invasiva; ademas,
es aplicable en un contexto global. Es decir, es posible usarlo para comparar
distintas areas a nivel geogréfico, diferentes subgrupos de una poblacion y a lo
largo del tiempo (Kopelman, 2018).

Algunas investigaciones realizadas en la Ultima década han sugerido que, para una
clasificaciéon precisa del sobrepeso y la obesidad con respecto a los riesgos para la
salud, se debe tener en cuenta la distribucién de grasa abdominal. Tradicionalmente,
esto ha sido asociado a un valor relativamente alto de la relacion entre la
circunferencia de la cintura y de la cadera (Seidell y Rissanen, 2019). En 1998, los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (Instituto Nacional del Corazén, de
los Pulmones y la Sangre) adoptaron la clasificacion de IMC y la combinaron con
los puntos de corte de la cintura. Bajo esta clasificacion, la combinacién de sobrepeso
y obesidad moderada, con una circunferencia de cintura grande (=102 cm en
hombres o =88 cm en mujeres) conlleva un riesgo adicional en la salud (NIH,
1998/B).



Existe una estrecha relacion entre el IMC y la incidencia"" de varias condiciones
causadas por un exceso de tejido adiposo: sindrome metabdlico, osteoartritis y
algunos tipos de cancer (Kopelman, 2018). Asimismo, se asocia con
complicaciones durante el embarazo, irregularidades menstruales, hirsutismov"y

trastornos psicologicos como la depresion (NIH, 1998/B).

1.1.3 Estudio de la obesidad en modelos murinos

El esfuerzo global por reducir la prevalencia de la obesidad se ha traducido en la
promocién de una dieta sana y en el incremento de la actividad fisica entre la
poblacién, aunado a la adopcién de buenos habitos para un estilo de vida
saludable. A la par, la investigacion cientifica es fundamental para comprender
los mudltiples factores involucrados en la epidemiologia de la obesidad, asi
como para desarrollar e identificar nuevas estrategias genéticas, terapéuticas y
de prevencion (Oldknow et al., 2015).

Los modelos murinos ofrecen uno de los mejores modelos animales para el
estudio de muchas de las enfermedades que afectan al ser humano; tales como
los desordenes en el metabolismo de lipidos, la diabetes mellitus y la obesidad.
Adicionalmente, gracias a diversas herramientas de genética y gendmica,
actualmente se conoce la secuencia del genoma de la rata, asi como del humano;
esto permite la extrapolacion de los resultados, dado el parecido de secuencias
entre ambos. Por otro lado, por su tamafio y su tiempo intergeneracional
relativamente corto, a diferencia de otros modelos experimentales, se facilita su
manipulacioén, la capacidad de controlar y estandarizar los factores ambientales y
de realizar estudios a través de multiples generaciones (Hedrich, 2000; Oldknow
et al., 2015). La simulacion de los procesos metabdlicos en modelos
experimentales ayuda a conocer los mecanismos por los cuales surge una
enfermedad y de esta manera, poder dar paso al desarrollo de tratamientos

alternativos y a nuevas lineas de investigacion.



Para el estudio de la obesidad en un modelo murino, es necesario realizar
mediciones repetidas en los mismos individuos, debido a esto, es ideal contar con
alguna metodologia que proporcione ventajas como las que ofrece el IMC, ya que
la cuantificacion precisa y no invasiva del tejido adiposo, resulta importante. Sin
embargo, el IMC es una medicion que aun no ha sido validada para evaluar el
grado de obesidad en animales (Thibault, 2013); Milton Lee establecié una
ecuacion (Ecuacion 2) que relaciona al igual que el IMC; el peso corporal y la
talla, indicando que valores superiores a 0.31 son indicadores de obesidad, este

indicador es conocido como indice de Lee (IL) (Thibault, 2013).

L = 3/Peso corporal [g]

Ecuacién 2
Talla [cm]

Del mismo modo que en humanos, en la investigacion cientifica se han empleado
instrumentos mas sofisticados para evaluar el grado de obesidad, éstos funcionan
mediante la absorciometria dual de rayos X o la pletismografia por desplazamiento
de aire y con ellos es posible medir la masa grasa, la masa muscular y también la

masa mineral esquelética (Costa et al., 2015).

Muchos investigadores establecen arbitrariamente la obesidad en su modelo
mediante la comparaciéon del porcentaje de tejido adiposo entre el grupo
alimentado con una dieta alta en grasa y el grupo control (Woods et al., 2013).
Sin embargo, aunque el tejido adiposo es un 6rgano de depdsito mdltiple tanto
en humanos como en roedores, existen diferencias anatémicas vy fisiolégicas que

deben tenerse en cuenta (Chusyd et al., 2016).

Al igual que en humanos, el consumo excesivo de comida en ratas genera un
incremento del peso corporal y la adiposidad. Sin embargo, en los roedores existe
cierta variabilidad en cuanto a su susceptibilidad a la obesidad inducida por una
dieta alta en grasa; puesto que, no sélo depende de la composicion de la dieta,
sino también de aspectos bioldégicos como el sexo, la edad y la raza del animal,

asi como de variables técnicas, como la duracion del periodo de alimentacién
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con la dieta, el acceso a la comida (libre o restringido), el momento de

alimentacion durante el ciclo circadiano, entre otros (Pérez-Leighton et al., 2020).

Las ratas de la cepa Zucker, Koletsky y Otsuka Long Evans Tokushima desarrollan
la obesidad facilmente debido a que son animales con des6rdenes monogénicos, ya
que presentan mutaciones en el receptor de leptina; sin embargo, la obesidad en
humanos es el resultado de la actividad integrada de numerosos genes, cada uno
de los cuales lleva un factor de riesgo; ademas, que los factores del medioambiente
(dieta y actividad fisica) tienen un papel central. Es por ello que, para el estudio de la
obesidad humana es recomendable emplear animales genéticamente intactos y
expuestos a entornos obesogénicos, tales como el consumo de dietas altas en
grasa (Lutz-Woods, 2012).

Entre las cepas de ratas poligénicas mayormente empleadas para el estudio de la
obesidad humana se encuentran: la cepa Wistar, la cual, presenta comorbilidades"
como resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y dislipidemia (Pérez-Leighton et
al., 2020) y la cepa Sprague-Dawley, la cual se caracteriza por el desarrollo de
hipertension e hiperglucemia; sin embargo, estas caracteristicas se observan en un

menor tiempo de exposicion a la dieta en la cepa Wistar (Marques et al., 2015).

1.1.4 EpidemiologiaV
La obesidad se ha convertido a lo largo del tiempo en un problema de salud
publica a nivel mundial. Una hipoétesis para explicar la rapidez con la que se ha
extendido la epidemia de la obesidad en humanos en los dltimos 30 a 40 afios es
la posibilidad de que nuestros sistemas reguladores se vean sobrepasados por la
amplia disponibilidad de alimentos apetitosos de alta densidad energética
(Speakman et al., 2008).

En el afio 2016, la Organizaciéon Mundial de la Salud estimé que el 13% de la
poblacion mundial era obesa y dichas cifras se han triplicado desde 1975 (Figura
1). De acuerdo con ese estudio, mas de 1,900 millones de adultos tenian
sobrepeso y obesidad (aproximadamente el 39% de la poblacion adulta mundial) y,
de estos, mas de 650 millones presentaban algin grado de obesidad (OMS,
2019/B).
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Figura 1. Porcentaje de la poblacion adulta con obesidad en el mundo del afio
1975 al 2016 (Grafico extraido y modificado de: Ritchie-Roser, 2019. Datos: WHO,
Global Health Observatory).

Por otro lado, se observdé un marcado incremento en la prevalencia de obesidad
en mujeres adultas de 1975 a 2016, principalmente en paises como: Estados
Unidos, México, Chile, Uruguay, Australia, Iran, Arabia Saudita, Egipto, Nueva
Zelanda, Libia, Sudafrica y Turquia (Ritchie-Roser, 2019) (Figura 2). Asimismo, al
categorizar por sexos, la prevalencia de obesidad masculina increment6 del 6%
al 22%, mientras que la obesidad femenina se incrementé del 13% al 32% en
México (Jaacks et al., 2019). De hecho, la incidencia de obesidad en mujeres, ha
sido superior de forma constante en comparacién con las cifras de obesidad en
hombres, tanto a nivel mundial como nacional (ENSANUT, 2016; ENSANUT,
2018; Jaacks et al., 2019; Ritchie-Roser, 2019).

La susceptibilidad femenina relacionada con enfermedades como la obesidad,
parece estar influenciada por el cromosoma sexual, asi como por las hormonas
sexuales. Esto ultimo debido a que tienen fuertes efectos en el metabolismo,
almacenamiento y diferenciacion del tejido adiposo, dependiendo en gran medida
de los niveles de receptores de estrogeno y andrégeno hormonales (Zore et al.,
2018).
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Figura 2. Porcentaje de la prevalencia de obesidad en mujeres adultas de 1975 a
2016 (Grafico extraido de: Ritchie-Roser, 2019. Datos: WHO, Global Health
Observatory).



Debido al incremento de este padecimiento en las Ultimas tres décadas,
actualmente México es uno de los paises con mayor prevalencia de obesidad en
el mundo (INSP, 2018). Los datos de la ultima Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion mostraron que alrededor del 75.2% de la poblacién adulta padece
sobrepeso (39.1%) y obesidad (36.1%), lo que equivale aproximadamente a mas
de 62 millones de personas a nivel nacional, dicho porcentaje fue de 71.3% en
2012 (ENSANUT, 2018).

Asimismo, al categorizar por sexos los datos de dicha encuesta, se observa que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad es mayor en las mujeres (76.8%) que en los
hombres (73.0%) (ENSANUT, 2018) (Figura 3).

42.6 e 42.5
355 50O 36.6
30.5
26.8

Mujeres Hombres Mujeres Hombres

2012 2018
m Sobrepeso w Obesidad

Figura 3. Porcentaje de la poblacion mayor de 20 afios con sobrepeso y
obesidad en 2012 y 2018 (Grafico y datos: ENSANUT, 2018).

La obesidad afecta significativamente la calidad de vida (se asocia con un mayor
riesgo de mortalidad), la capacidad fisica, la fortaleza mental e impone una gran
carga en términos de costos de atencidon médica debido a las comorbilidades
asociadas a esta enfermedad. Dentro de las propuestas para una politica integral

frente a la Epidemia de Sobrepeso y Obesidad en México (EI Poder del
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Consumidor, 2018), se menciona que la Secretaria de Salud estimé que el
costo total de la obesidad en el 2017 fue de 240 mil millones de pesos y
seguira aumentando hasta alcanzar los 272 mil millones en 2023, un aumento del

13% en seis afos (Secretaria de Salud, 2015).

Por otro lado, en el afio 2013, Rtveladze y colaboradores realizaron una simulacién
para proyectar tendencias futuras del IMC en la poblacion mexicana. Se
plantearon tres distintos escenarios: sin reduccion del IMC, con una reduccion del
1% y otra del 5% del IMC. Entre sus observaciones encontraron que habria una
disminucion del 9% en la poblacién femenina de peso normal del afio 2010 al afio
2050, ademéas de que habria una mayor cantidad de individuos con obesidad
gue con un peso normal. Como consecuencia, el costo de este padecimiento a los
sistemas de salud publica y a los pacientes, se incrementaria hasta 1.7 billones de
dolares para el afio 2050. Finalmente, se calcularon ahorros de alrededor de 85 y
192 millones de dolares si el IMC promedio de la poblacién se redujera 1% y 5%,

respectivamente (Rtveladze et al., 2013).

El conocimiento sobre la magnitud, distribucién y tendencia de la obesidad, asi
como sus causas Yy los factores de riesgo de la poblacién, permite emitir
recomendaciones con base en evidencia a fin de disefiar politicas para su
prevencién y control, por lo cual es necesario comenzar a tomar medidas con el fin

de reducir la incidencia de la obesidad en México y el mundo.

1.2 OVARIO

1.2.1 Definicion y morfologia
El ovario es la gonada femenina, se encuentra ubicada de forma bilateral; en
humanos tiene forma similar a una almendra y sus dimensiones aproximadas son
de 3.5 cm de alto, 2 cm de ancho y 1 cm de espesor. Estos presentan una
consistencia dura y color blanquecino (Tapia, 2008). Los ovarios se encuentran

situados en la cavidad pelviana, en una depresion denominada fosa ovarica,



conectados a las tubas uterinas por medio de las fimbrias, mismas que conectan

con el utero (Mesiano-Jones, 2017).

1.2.2 Fisiologia
Los ovarios cumplen con una doble funcién: la produccién de gametos (6vulos) y
como una glandula endécrina, la cual sintetiza y secreta hormonas proteicas
(inhibina, activina, folistatina, etc.) y esteroides (andrégenos, estrogenos y
progestagenos) (Barret et al., 2012). Debido a ésta ultima funcién, los ovarios
presentan cambios significativos a nivel estructural y funcional durante las

diferentes etapas del ciclo menstrual (Inik et al., 2019).

En el control de la funcion reproductiva, tanto la funcion secretora como la
gametdégena, dependen de la secrecion de gonadotropinas: la hormona
foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Por otro lado, mediante
sistemas de retroalimentacién, las hormonas producidas en el ovario,
especificamente de los estrogenos y de la inhibina B, regulan la secrecion de
gonadotropinas. En mujeres pospuberes, es necesario que la secrecion de
gonadotropinas se lleve a cabo de un modo ordenado y secuencial para conseguir

la menstruacion, el embarazo y la lactancia (Barret et al., 2012).

Por otro lado, el ciclo ovarico humano implica cambios ritmicos en los ovarios, en
el ciclo menstrual y en el endometrio. Aunque generalmente estos ciclos son
regulares durante los afios reproductivos de una mujer, su duracion puede ser
sumamente variable, debido a alteraciones en la funcién neuroendocrina. Los
fundamentos evolutivos para esta sensibilidad ambiental sugieren que la
reproduccion es mas eficiente cuando existen recursos para mantener una

gestacion y criar al recién nacido (Mesiano-Jones, 2017).

1.2.3 Ciclo ovarico y ciclo estral
El ciclo ovarico consta de cuatro acontecimientos cruciales: 1) foliculogénesis; 2)

ovulacion; 3) formacion del cuerpo luteo (CL), y 4) regresion del cuerpo luteo.
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Asimismo, consta de dos fases: la fase folicular y la fase lutea. La fase folicular
tiene una duracion promedio de doce a catorce dias, ésta comienza poco tiempo
después de que degenere el cuerpo lateo y finaliza con la ovulacion. Por otro lado,
la fase latea dura en promedio doce a catorce dias, comienza en el momento de la
ovulacion vy finaliza con la degeneracion del cuerpo luteo (Mesiano-Jones, 2017).
El ciclo ovérico esta relacionado con el ciclo endometrial, el cual consta de tres
fases importantes: la menstruacion, la fase proliferativa y la fase secretora (Figura
4).

i
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Figura 4. Ciclo ovéarico y ciclo endometrial (Imagen extraida y modificada de:
Mesiano-Jones, 2017).

Por otro lado, la actividad reproductora en animales suele presentar un modelo
ciclico impuesto por diversos factores tanto internos (ritmos endogenos, cantidad
de viteloXV a depositar en los ovocitos, estado nutricional del animal, etc.), como
externos (temperatura, disponibilidad de alimentos, el olor del sexo opuesto, etc.).
Dichos factores en conjunto, crean un ambiente favorable para el éxito
reproductivo en los animales, actuando como estimulos exteroreceptivos que
estimulan cierta transmision nerviosa dirigida al hipotalamo, el cual controla
endocrinamente a la hipofisis y esta, a su vez, conducira a la produccion de FSH y
LH para generar los cambios necesarios en el aparato reproductor femenino
(Mendiola et al., 1993).
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En el modelo ciclico reproductivo en animales es comdn que esté determinado por
una fase conocida como estro o calor, en la cual la hembra permitira la copulacion.
Este ciclo se conoce como ciclo estral y se define como el tiempo que transcurre
entre un periodo de celo"y el comienzo del siguiente (Mendiola et al., 1993). En
los roedores, la duracion del ciclo es de cuatro a cinco dias, que es consecuencia
de una fase lutea breve, caracteristica en estos mamiferos (Stein, 1994).

El ciclo estral se divide en cuatro fases, mismas que es posible identificar por la
composicion celular del epitelio vaginal, controlada por la circulacion plasmatica de
estrogeno mediante la realizacion de frotis vaginales (Figura 5). Dichas fases son

las siguientes:

Proestro. Se observan células epiteliales nucleadas debido a un aumento del
proceso de mitosis en la mucosa vaginal (Mendiola et al., 1993). Tiene una
duracion aproximada de doce horas. Se tiene la concentracion pulsatii mas
elevada de LH en todo el ciclo, al igual que de estradiol y de FSH (McLean et al.,
2012; Lohmiller et al., 2020). Esta ultima hormona estimula el desarrollo de varios
foliculos ovaricos, puesto que los roedores son animales poliéstricos (Mendiola et

al., 1993). Hay una aceptacién por parte del macho al final de esta fase.

Estro. La citologia predominante es de células escamosas y su duracion
aproximada es de doce horas (Lohmiller et al., 2020). Durante la fase tardia del
proestro y el inicio del estro, se lleva a cabo la ovulacion (Juarez-Miranda, 2016).
La concentracion de la LH decae a un nivel muy cercano a cero, por el contrario, la
FSH tiene un segundo pulso debido a una disminucién en los niveles de inhibina
después de la ovulacién (Lohmiller, 2020). En esta etapa el animal se encuentra

en celo y hay aceptaciéon del macho.

Metaestro. Se caracteriza por presentar un patrén de secrecion basal de LH y
FSH desde la hipdfisis, ambos promueven la maduracion de foliculos ovaricos

(Juarez-Miranda, 2016). En el ovario comienza la formacién del cuerpo liteo y con
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ello, un incremento de la concentracion plasmatica de progesterona (Mendiola et
al., 1993). La mucosa vaginal entra en regresion y es invadida por leucocitos,
ademas de presentar células queratinizadas. La duracién aproximada es de

veintian horas (Lohmiller et al., 2020).

Diestro. Si no ha habido fecundacion, se produce la regresion del cuerpo lateo. A
su vez, algunos foliculos se diferencian a causa de la secrecién de estrégenos
(17-B estradiol); su concentracion va aumentando gradualmente en el plasma
hacia el final de esta fase y el inicio del ciclo en la fase de proestro (Mendiola et
al., 1993; Juéarez-Miranda, 2016; Lohmiller et al., 2020). En la citologia vaginal
predominan los leucocitos y hay presencia de células epiteliales nucleadas en
menor cantidad. La duracion aproximada es de cincuenta y siete horas (Lohmiller
et al., 2020).
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Figura 5. Cambios hormonales y citolégicos del epitelio vaginal durante el ciclo
estral de roedores (Imagen extraida y modificada de: McLean et al., 2012).

1.2.4 Desarrollo folicular
En 1672, Regnier de Graaf describié por primera vez la diferenciacion de foliculos
ovaricos a cuerpos luteos. Expres6 que la edad y el coito causan grandes cambios
en los foliculos; en animales jovenes son muy pequefios y mas grandes en los
desarrollados. Luego del coito, los foliculos se modifican para asemejarse a los
cuerpos luteos, presentdndose uno o mas de acuerdo a si el animal va a producir

uno o mas embriones (Stein, 1994).
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El foliculo ovarico es la unidad fundamental del ovario. Se encuentran distribuidos
en todo el ovario, principalmente en la region subcortical. Contiene células
somaticas y al ovocito, el cual eventualmente puede ser ovulado, fecundado y tras
la implantacion puede formar un embrion. También proporciona las hormonas
esteroideas y proteicas necesarias para el mantenimiento del ciclo ovarico, las
caracteristicas sexuales secundarias y para la preparacion del endometrio para la

implantacion.

Asimismo, después de la ovulacion, la estructura folicular que permanece en el
ovario es el cuerpo luteo (CL) (Figura 6), el cual involuciona en los ciclos no
concepcionales (Vantman-Vega, 2010) y proporciona hormonas esenciales para el
establecimiento y mantenimiento del embarazo (Findlay et al., 2009). En la etapa
post-puberal, solo unos pocos de estos foliculos logran ovular (liberar al ovocito),

mientras que la mayoria restante degenera y se transforma en foliculos atrésicos.
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Figura 6. Estructuras del aparato reproductor femenino y estructuras internas

del ovario.

La fase folicular del ciclo ovarico comienza con el inicio de la menstruaciéon y dura

en promedio 14 dias. Durante esta fase, la FSH y la LH estimulan el desarrollo de
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un conjunto de foliculos, los cuales producen estradiol (Mesiano-Jones, 2017). En

la Figura 7 se presentan las estructuras principales que componen a un foliculo.

Figura 7. Principales estructuras de un foliculo ovérico. A. Ovocito, B. Zona
pelucida, C. Células de la granulosa, D. Células de la teca. Imagen de un corte de
ovario de rata tefiido con HE visto a 40X y capturada con una camara VGA través

del lente ocular.
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De acuerdo al grado de desarrollo existen diferentes tipos de foliculos dentro del
ovario: primordial, primario, secundario, antral y terciario o de Graaf. En la Tabla
2A y en su continuacion (Tabla 2B) se presentan las caracteristicas especificas

para cada tipo de foliculo (Modificado de: Myers et al., 2004).

Tabla 2A. Caracteristicas presentes en las diferentes estructuras que conforman

el ovario.

A FOLICULO PRIMORDIAL (Pr)

B FOLICULO PRIMARIO (P)

Presenta un ovocito (O) rodeado por
una capa parcial o completa de
células de la granulosa escamosas

(aplanadas-flecha). Escala: 20 pm.

Poseen un ovocito rodeado de una
sola capa de células de la granulosa
cuboides (punta de flecha). Escala: 20

um.

C FOLICULO SECUNDARIO (S)

D FOLICULO ANTRAL (An)

Ovocito rodeado por mas de una capa
de células de la granulosa cuboides

sin un antro visible. Escala: 50 pm.

Posee un espacio antral claramente

definido (flecha). Escala: 100 um.

E FOLICULO TERCIARIO (T)

F FOLICULO ATRESICO (Atr)

Son los foliculos de mayor tamafio y
poseen un gran cumulo de capas de
células de la granulosa (punta de
flecha), se encuentran principalmente
en la corteza del ovario. Escala: 200

pm.

Las células de la granulosa sufren
apoptosis y la zona pelacida se
encuentra dafiada (punta de flecha),
esto representa la etapa final de estos

foliculos. Escala: 100 pm.

G QUISTE (Q)

H CUERPO LUTEO (CL)

Estructuras circulares llenas de fluido
ovarico y rodeadas por una capa de
de

usualmente con forma irregular (punta

células la mas delgadas vy
de flecha). Escala: 200 pum. (Imagen
tomada en microscopio Optico Primo

Star ZEISS® en el objetivo 4X).

De forma circular y con una tonalidad
ligeramente menor que el entorno.
Generalmente se encuentran en la
del
punteado). Escala: 200 pm. (Imagen

superficie ovario (circulo
tomada en microscopio Optico Primo

Star ZEISS® en el objetivo 4X).
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Tabla 2B. Caracteristicas presentes en los diferentes tipos de foliculos ovaricos (continuacion).
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El potencial reproductivo de cada mujer depende del niumero y tipo de foliculos
ovaricos presentes. La disminucion en el nimero de foliculos primordiales es un
signo del agotamiento de la reserva ovarica, asi como la incapacidad de observar
los foliculos terciarios, ya que estos contienen al ovocito en desarrollo. Esto puede
indicar infertilidad (Inik et al., 2019). El foliculo primordial en el ovario de los
primates puede considerarse la forma de almacenamiento del gameto femenino.
Se han utilizado estimaciones del nimero de estos foliculos en los ovarios en
diversas etapas de madurez reproductiva como medida de la reserva reproductiva.
Ademas, se ha observado una disminucion continua de este tipo de foliculos,
desde el periodo fetal hasta el momento de la menopausia en varias especies de
primates (Miller et al., 1997).

Pearl y Schoppe plantearon en 1921 que, en la especie humana, asi como en la
mayoria de las hembras de mamiferos, la formacién de los gametos femeninos
comienza en la etapa embrionaria-fetal, quedando determinado en esta etapa el
ndamero definitivo de células germinales de la mujer. Posteriormente, en 2004
inici6 el cambio de esta idea, pues se identificaron células madre de la linea
germinal mitéticamente activas durante la vida postnatal en el ovario murino
(Johnson et al., 2004). Estudios posteriores en 2012, mostraron el equivalente de
estas células en el ovario humano, esto por medio de un protocolo de clasificacion
de células activadas por fluorescencia (Fluorescense-Activated Cell Sorting

FACS); el cual permiti6é su purificacion y caracterizacion (Telfer-Albertini, 2012).

A lo largo de los ultimos afios, se han utilizado diferentes métodos de aislamiento
y caracterizacion y existen diferentes terminologias para describir estas células, lo
gue genera cierta confusién. Si bien existe controversia sobre el significado
biolégico de estas células, se debe reconocer que su identificacion y aislamiento
representan un avance significativo con el potencial de cambiar los tratamientos
de infertilidad, e incluso, posiblemente en un futuro, las consecuencias no

reproductivas de la pérdida de la funcion ovarica (Telfer-Anderson, 2019).
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1.3 CONTROL HORMONAL DE LA REPRODUCCION

1.3.1 Insulina
La insulina es una proteina secretada por el pancreas, la cual participa en el
metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas. La produccion deficiente
de insulina y/o la disminucién en la respuesta de los tejidos y 6rganos periféricos a
Su accion constituyen a las principales bases de la diabetes mellitus (Ros-Medina,
2011).

La sefalizacion normal de la insulina se constituye, principalmente en tres niveles
diferentes: el primer nivel se produce a través de la activacidbn de un receptor
especifico para insulina, el cual pertenece a una subfamilia de receptores de
cinasas de tirosina (Ogawa et al., 1998). El receptor de insulina activado,
directamente fosforila en multiples residuos tirosina el substrato del receptor de
insulina (IRS) (Ogawa et al., 1998); siendo considerados IRS-1 y 2, los mas

importantes en el transporte de glucosa.

El siguiente nivel involucra la cinasa de fosfoinositol-3 (PI3K); la cual es un
elemento clave en la sefalizacion de insulina, ya que regula el transporte de
glucosa, el efecto antilipolitico, la sintesis de acidos grasos y la sintesis de
glucégeno (Ros-Medina, 2011). Una de las respuestas a la sefializacion por la
insulina es facilitar el transporte de glucosa por medio del transportador de glucosa
4 (Glut-4); el cual se expresa fundamentalmente en tejido muscular y tejido
adiposo y su regulacion es dependiente de insulina (Barrios, 2015). De esta forma,
si el nivel de glucosa en sangre aumenta, se estimula la secrecién de insulina por
parte de las células B del pancreas. El estimulo insulinico sobre estos tejidos
conduce al reclutamiento de las vesiculas intracelulares portadoras de Glut-4
hacia la membrana plasmatica, donde dicho transportador se fusiona para mediar
la entrada de glucosa (Barrios, 2015). La alteracion de estas moléculas puede
desencadenar resistencia a la insulina (Maier et al., 2000; Ros-Medina, 2011).

21



Si bien, la principal funcion de la insulina es mantener la homeostasis de la
glucosa periférica, a través de la estimulacién de la absorcion, la oxidacion, el
almacenamiento y la sintesis de glucosa (Donato, 2012); también existe evidencia
de que la insulina juega un papel importante en la regulacién de la reproduccion.
Se ha visto que las acciones periféricas y centrales de la insulina son permisivas,
MA&s que necesarias, para la secrecion pulsatil normal de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y a su vez, de la LH (Sliwowska et al., 2014). Las mujeres
gue padecen SOP, a menudo desarrollan resistencia a la insulina; se ha
observado que esta resistencia actta en sinergia con la LH, estimulando la
produccion de androgenos (Azziz, 2018).

Ademas, existe evidencia epidemiolégica y experimental para sugerir que la
insulina juega un papel en la programacion fetal de los ejes metabdlico y
reproductivo (Bakker et al., 2001; Matthews, 2002; Sliwowska et al., 2014).

1.3.2 Leptina
La leptina es una proteina de sefalizacion celular producida principalmente por el
tejido adiposo, por lo que es denominada una adipocina (Broughton-Moley, 2017).
Desempefia un papel importante en la regulacion de la saciedad y del balance
energético por medio de vias adipo-hipotalamo-hipofisiarias; ademas, interviene
en el desencadenamiento de la pubertad y la reproduccién (Henriquez et al.,
2006).

En investigaciones previas con modelos murinos, se ha observado que las
alteraciones genéticas que previenen la produccién de la leptina o la respuesta a
ésta producen obesidad severa en el ratén con disminucién en el gasto energético,

hiperfagia, asi como infertilidad y un retraso en la pubertad (Caro et al., 1996).

La evidencia cientifica reportada ha mostrado que existe una relacion directa entre
las concentraciones plasmaticas de leptina y el IMC (Considine et al., 1996). Sin
embargo, puede observarse una considerable variabilidad en las concentraciones

de leptina en las personas con el mismo IMC, lo que sugiere que la produccion de
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leptina también esta regulada por otros factores diferentes de la propia masa de
tejido adiposo (Henriquez et al., 2006).

En los mamiferos, la fertilidad est4 estrechamente ligada a la existencia de unos
niveles minimos de reservas adiposas. Este fenOmeno se ha interpretado
asumiendo la existencia de una sefial permisiva producida por el tejido adiposo, la
cual informaria al hipotalamo de que las reservas energéticas son suficientes para
garantizar el inicio de la pubertad, la gestacion y la lactancia; asi como el
mantenimiento del ritmo pulsétil de la LH en la vida reproductiva (Arce et al.,
2006; Triantafyllou et al., 2016). Durante la Ultima década se han acumulado datos
experimentales que demuestran que ésta sefial permisiva seria la leptina. Se han
identificado receptores de leptina a nivel hipotalamico y en la hipdfisis, asi como

en tejidos reproductivos periféricos, como el ovario y utero (Arce et al., 2006).

Asimismo, se ha encontrado que la leptina es sintetizada en la placenta en
concentraciones compatibles con las de la célula adiposa (Henriquez et al., 2006).
En el ovario, se ha observado la presencia de leptina en el cuerpo lateo, en
foliculos atrésicos y en foliculos en distintas etapas de desarrollo, presentando una
concentracion variable en diferentes sitios del foliculo. Asimismo, se ha planteado
la posibilidad de que la leptina localizada de forma cortical en los foliculos
maduros, presente una posible interaccion entre las células de la granulosa y el

oocito, lo cual no se presenta en los foliculos atrésicos (Loffler et al., 2001).

Ademas de la grasa, existen otros factores que pueden influir en los niveles de
leptina tanto en animales experimentales como en el hombre. Los factores que
estimulan su secrecién incluyen la insulina y glucocorticoides; los factores que la
inhiben incluyen agonistas adrenérgicos y, posiblemente, otros factores lipoliticos
(Henriquez et al., 2006).
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1.3.3 Eje hipotalamo-hipofisis-ovario
El control de la funciébn reproductiva requiere de una regulacion precisa,
cuantitativa y temporal del eje hipotalamo-hipofisis-ovario (HHO). Esta regulacion
comienza en las neuronas del hipotdlamo; las cuales, sintetizan, almacenan y
secretan la GnRH, que es transportada hasta la hipdfisis anterior, en donde las
células diana de la GnRH (los gonadotropos), sintetizan y liberan la FSH y la LH
(Mesiano-Jones, 2017).

Al llegar al ovario, la LH se une a receptores en las células de la teca para
aumentar la sintesis de progesterona y andrégenos. Los andrégenos entran en las
células de la granulosa (CG), las cuales por medio de la enzima P450 aromatasa
convierten a los andrégenos en estrogenos. Por otro lado, la FSH se une a
receptores en las CG para incrementar la produccion de enzimas esteroidogénicas
y de activinas e inhibinas; éstas dos ultimas hormonas actdan en la hipdfisis
anterior activando o inhibiendo respectivamente, la produccion de FSH (Mesiano-
Jones, 2017).

Es asi como, durante la etapa fértil de la mujer, el ovario en respuesta a la
secrecion ciclica y pulsétil de las gonadotropinas (LH y FSH), madura vy libera de
manera peridédica ovocitos aptos para ser fecundados (funcibn gametdgena).
Ademas, secreta esteroides sexuales (estrogenos y progestagenos), péptidos
(inhibinas y activinas) y factores de crecimiento (Vantman-Vega, 2010). En
conjunto, estos esteroides y péptidos ovaricos ejercen una retro alimentacion
negativa y positiva sobre el hipotalamo y la hipdfisis anterior (Mesiano-Jones,

2017). La regulacién hormonal en el eje HHO se resume en la Figura 8.

24



HIPOTALAMO 4-\\
N\
Hormona liberadora de S \\
gonadotropina (GnRH) ( \
Hipofisis Proteinas (activina/inhjbina)
anterior Estrégeno
: ———= i H FSH —— J
CELULAS DE :
s A' cauori
A P450 aromatasa
Progesterona
Andrégenos

Figura 8. Regulacion hormonal del eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario.

1.4 INFERTILIDAD FEMENINA Y SU RELACION CON LA OBESIDAD

La Organizacion Mundial de la Salud ha definido la infertilidad como una
enfermedad del sistema reproductivo que se caracteriza por la incapacidad de
lograr un embarazo clinico después de 12 meses o0 mas de relaciones sexuales no
protegidas (OMS, 2010). Asimismo, en la Guia de Practica Clinica para el
diagnéstico de la pareja infértil y tratamiento con técnicas de baja intensidad de la
Secretaria de Salud (#Catalogo IMSS-621-13), se considera la infertilidad como la
incapacidad de concebir un embarazo después de 12 meses de préacticas
sexuales sin proteccién a una edad < 35 afios y 6 meses a una edad de > 35
afnos (SSA, 2013).

Definir la causa de infertilidad resulta complejo, es por ello que para el estudio de
la infertilidad en la pareja, es posible dividir las causas en los siguientes factores:
uterinos, tdbulo-peritoneales, cervicales, masculino y endocrino-metabdlicos
(ovulatorios) (Masoli, 2010); es en éste ultimo factor en el que centraremos este
trabajo. Los defectos ovulatorios se pueden identificar en alrededor del 15% de las
parejas infértiles y es causa del 40% de la infertilidad femenina (Masoli, 2010). Las

proyecciones de la poblaciéon de México 2005 a 2050 revelan un importante
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incremento en la poblacibn que potencialmente requerira de atencion a los

problemas causados por la infertilidad (Mora, 2019).

Aproximadamente del 5 al 10% de las mujeres infértiles pueden tener anomalias
genéticas subyacentes; como anomalias cromosémicas, polimorfismos*" y
mutaciones Unicas o multiples. Una parte importante de los casos de infertilidad
puede explicarse por la exposicion a factores ambientales causantes de trastornos
endocrinos (Tarin, 2015; Hanson et al., 2016). Sin embargo, estudios previos han
demostrado que existe una asociacion entre la fertilidad y la obesidad. Como parte
de un estudio de control de casos, se observé que a partir de los 18 afos, cuanto
mayor sea el IMC, incluso por niveles inferiores a los considerados obesos, mayor
es el riesgo de desarrollar infertilidad ovulatoria (NIH, 1998/A). Ademas, se ha
encontrado que la obesidad aumenta la probabilidad del desarrollo de trastornos
reproductivos al aumentar el riesgo de infertilidad, de cancer de mama y de

endometrio (Cardozo et al., 2012).

Por otro lado, en estudios previos se ha observado que la nutricibn materna
durante el periodo periconcepcional puede afectar la calidad de los ovocitos, asi
como el desarrollo embrionario (Machtinger et al., 2012) y la salud de la
descendencia (Connor et al., 2012). Asi mismo, se ha reportado que el exceso de
acidos grasos libres puede tener un efecto téxico en los tejidos de los 6rganos
reproductivos, provocando dafio celular y un estado inflamatorio crénico de bajo

grado (Broughton-Moley, 2017).

1.5 ALTERACIONES DEL PERFIL HORMONAL A CAUSA DE LA
OBESIDAD

Resulta complicado describir el mecanismo de como la obesidad afecta el sistema
reproductivo porque su funcionamiento es complejo y multifactorial, ademas de
que en la obesidad hay una alteracion hormonal importante (Ozcan-Dilbaz, 2015;

Kini et al., 2020). Sin embargo, se sabe que el efecto negativo que ocasiona, se
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observa principalmente en la secrecion y el metabolismo de las hormonas
sexuales. Estas alteraciones resultan en cambios en la biodisponibilidad de
estrogenos y androgenos, principalmente debido a la alteracion funcional del eje

hipotalamo-hipdfisis-ovario (Kini et al., 2020).

En la obesidad femenina, la LH, la androstenediona, la insulina, los triacilgliceroles
y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) aumentan, y los niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) disminuyen (Ozcan-Dilbaz, 2015). Estas
alteraciones bioquimicas, se manifiestan como: trastornos menstruales, disfuncion
ovulatoria, anovulacion, sindrome de ovario poliquistico (SOP), entre otros
(Ozcan-Dilbaz, 2015). Se ha observado que pacientes con SOP presentan un
riesgo aumentado de aborto espontaneo y una tasa de concepcion reducida (NIH,
1998/B).

1.5.1 Insulina

El exceso de tejido adiposo en la obesidad es uno de los factores principales que
comienzan a causar alteraciones en el resto del cuerpo; ademas, la distribucion
de la grasa es por si misma un determinante de la sensibilidad a la insulina
(Kahn et al, 2006; Alvarez et al., 2011). Los individuos delgados con una
distribucion de la grasa periférica, es decir, que se encuentra distribuida en
distintos depésitos de grasa en todo el cuerpo, tienen mayor sensibilidad a la
insulina que individuos delgados con una distribuciéon de grasa central. La grasa
intrabdominal y subcutanea son diferentes en su funcién enddcrina y metabdlica.
La grasa intraabdominal es mas lipolitica que la subcutanea y es menos sensible
al efecto antilipolitico de la insulina (Montague-O’Rahilly, 2000; Alvarez et al.,
2011).

Las mujeres obesas a menudo tienen niveles circulantes de insulina mas altos que
mujeres de un peso normal (asociado a resistencia a la insulina); lo cual es un
estimulo para aumentar la produccion de andrégenos ovaricos (Rachon-Teede,

2010; Broughton-Moley, 2017). Al aumentar la adiposidad, incrementa la

27



aromatizacion periférica de los andrégenos a los estrégenos, con una disminucion
concurrente en la sintesis hepética de la globulina fijadora de hormonas sexuales
(SHBG) (Talmor-Dunphy, 2015). Estos cambios generan una retroalimentacion
negativa sobre el eje HHO y afectan la produccion de gonadotropinas (Jungheim-
Moley, 2010; Broughton-Moley, 2017). En conjunto, éstos desérdenes dan como

resultado un aumento en los niveles de estradiol y testosterona libres.

También se ha observado que el ambiente folicular ovarico se modifica en mujeres
obesas (Valckx et al., 2012); los niveles elevados de triacilgliceroles, glucosa e
insulina en el liquido folicular generan cambios en el microambiente del ovocito, lo
cual puede tener consecuencias adversas para la reproduccion (Robker et al.,
20009).

1.5.2 Leptina

Conforme la masa de tejido graso corporal aumenta en la obesidad, se produce
cierto grado de hipoxia dentro del adipocito; lo cual genera una respuesta
inflamatoria que induce la liberacion de adipocitocinas, tales como: leptina y
resistina, las cuales influyen en los procesos reproductivos (Alvarez et al., 2011).
Se ha observado que mujeres con altas concentraciones séricas de leptina, asi
como con una relacion leptina/IMC elevada; tienen tasas mas bajas de embarazos
mediante técnicas de reproduccion asistida (Broughton-Moley, 2017).

También se ha encontrado una relacibn con el SOP y la leptina. Las
concentraciones plasmaticas elevadas de esta adipocina ocasionan
anormalidades en el control para la produccion de FSH y en la sintesis de
hormonas esteroideas por las células de la granulosa;, ademas de interferir

en la sefalizacion adecuada de secrecion de LH (Loffler et al., 2001).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

o
v

La obesidad es una enfermedad que ha ido en aumento y que afecta a gran
parte de la poblaciébn mexicana. En la actualidad, México tiene una prevalencia
de obesidad y sobrepeso del 75%, lo que representa aproximadamente a 62
millones de mexicanos mayores a 20 afios (ENSANUT, 2018). Ademas, la
prevalencia de obesidad en mujeres en edad reproductiva es del 32.7%, lo que
ha llevado a México a ocupar uno de los primeros tres puestos en América Latina

con mayor prevalencia de obesidad femenina (INSP, 2018).

Por otro lado, la obesidad se caracteriza por el desarrollo de un desequilibrio
endocrino y metabdlico (Alvarez et al., 2011), encontrandose que el 40% de los
casos de infertilidad femenina es a causa de afectaciones a nivel enddcrino
(problemas ovulatorios) (Masoli, 2010). Por lo tanto, resulta importante el estudio
de los cambios morfolégicos en los ovarios, asi como el de las alteraciones
hormonales en la obesidad. Para tal fin, se empleard& un modelo murino de
obesidad inducida por una dieta alta en grasa. Este modelo permitira evaluar
si dichos cambios gonadales representan un problema en la fertilidad y en la

fecundidad del modelo experimental.
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3. HIPOTESIS‘

L 4

La obesidad generada por una dieta alta en grasa conducira a cambios en la
morfofisiologia de ovarios de ratas Wistar, ocasionando un efecto negativo en la

fertilidad y fecundidad.

4. OBJETIVOS

v

L 4

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene la obesidad inducida por una dieta alta en grasa en

la morfofisiologia de los ovarios de un modelo murino.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

= Generar y caracterizar un modelo de obesidad inducida por una dieta alta
en grasa en ratas Wistar.

= Caracterizar los cambios histolégicos que experimentan los ovarios de un
animal obeso mediante la medicion de su &rea, asi como mediante el
conteo de foliculos en cada etapa de desarrollo y cuerpos liteos presentes
en dicho 6rgano.

= Comparar la fertilidad y la fecundidad en hembras obesas respecto a las
hembras control.

= Determinar el efecto que tiene una dieta alta en grasa en la fertilidad de

ratas Wistar.
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5.METODOLOGIA

L 2

5.1 DISENO EXPERIMENTAL
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5.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se trabajé con 21 ratas hembras de la cepa Wistar de 4 semanas post-natales
(spn) provenientes de 5 camadas diferentes, proporcionadas por el Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México,
siguiendo las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio dictadas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999 para lograr resultados confiables y al igual que un trato ético a los animales
de estudio.

El cuidado de los animales se llevo a cabo en el vivarium de especies murinas del
Departamento de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autbnoma de Meéxico. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (24°C), ventilacion e iluminacion (12:12
horas luz:oscuridad) y tuvieron acceso a alimento y bebida ad libitum durante todo

el experimento.

Se colocaron de 2 a 3 animales en cajas de acrilico de 46x31x20 cm con tapas
de acero galvanizado, de acuerdo a su masa corporal, cuidando de no exceder
un limite maximo de 100 g de masa corporal del animal por cada 110 cm? de
area dentro de la caja. El cambio de cama, cajas y bebederos se realizd tres
veces a la semana, mientras que el alimento se cambié cinco veces por semana
para mantenerlo fresco. Los animales se monitorearon tres veces a la semana

en caso de alguna lesion o enfermedad.

5.3 EVALUACION DE DIETAS ALTAS EN GRASA
En el laboratorio de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina, U.N.A.M.,
se diseflaron tres dietas altas en grasa, cuya aportacion de acidos grasos
saturados (AGS) fue proveniente de manteca de cerdo, mientras que la de acidos
grasos insaturados (AGI) provino de aceite de olivo. Los parametros evaluados
para la seleccion de la dieta empleada en el presente trabajo fueron: glucosa en

ayuno, tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina y peso corporal. Estas
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dietas se encuentran descritas en la Tabla 3. Los resultados de la
caracterizacion del modelo de obesidad son mostrados en el Anexo |. La dieta
empleada en el presente trabajo fue la HFD 60% (ll), debido a que mostré mayor

ganancia de peso y desarrollo de alteraciones metabolicas.

Tabla 3. Caracteristicas nutrimentales de las dietas formuladas
HFD 45%  HFD 60% ()  HFD 60% (1)

Contenido energético (kcal/g) 5.11 5.78 5.82
Lipidos totales (%) 45 60 60
Relacion AGS: AGI 90:10 90:10 50:50

5.4 DIETA ADMINISTRADA
Después de una semana de aclimatacion dentro del vivarium, los animales se
divididieron de forma aleatoria en dos grupos respecto a la dieta asignada: al
grupo control (CTR, n=9) se le administr0 Rodent Lab Diet ® 5001, formulada
para el mantenimiento del ciclo de vida de los roedores (crecimiento, reproduccion
y lactancia), asi como para la investigacién cientifica (Rachon-Teede, 2010;

Ozcan- Dilbaz, 2015). La composicion de la dieta se detalla en la Tabla 4.

Por otro lado, al grupo tratado se le asigné una dieta alta en grasa (HFD por sus
siglas en inglés, n=12) la cual fue elaborada en el laboratorio del Departamento de
Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina, UNAM. La composicion de la

dieta se detalla en la Tabla 4.

Para la preparacion de la HFD, se ajust6 el porcentaje total de lipidos utilizando
manteca de cerdo como fuente de acidos grasos saturados y aceite de oliva como
fuente de acidos grasos insaturados, obteniendo asi 60% de la energia total
provenientes de lipidos y una relacibn de grasa saturada:insaturada de 1:1.
Asimismo, para mantener un aporte proteico de al menos un 20%, se adicion6
albumina de huevo liofilizada como fuente de aminoacidos. La preparacion de la

dieta HFD se detalla en el Anexo Il.
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Tabla 4. Composicion nutrimental de las dietas administradas

DIETA CONTROL DIETA ALTA EN GRASA
(Croqueta estandar) * (HFD 60%) **
NUTRIMENTO
o L o L.
% P/p % Calorico % P/p Y% Caloérico
aportado aportado
Hidratos de carbono 25.05 58.00 12.40 20.00
Proteina 24.10 29.00 26.93 20.00
' 13.00 17.75 60.00
Grasa saturada 1.56 18.70
Grasa insaturada 3.12 '
Total 100 100
Contenido energético 410 5 g2
(Kcal/ g9)

*Datos obtenidos del analisis por Laboratory Rodent Diet (ver Anexo III).

**Datos calculados respecto a la formulacion de la Tabla 5.

Tabla 5. Formulacién de la dieta alta en grasa

CONCENTRACION
INGREDIENTE NUTRIMENTO (g de nutrimento / 100 g de
alimento)
Croqueta estandar Hidratos de carbono 49.50
Albumina de huevo Proteina 15.00
Manteca de cerdo Grasa saturada 17.75
Aceite de oliva Grasa insaturada 19.48

5.5 GANANCIA DE PESO CORPORAL Y CONSUMO DE ALIMENTO
Para realizar la cinética de ganancia de peso, el animal fue colocado en un

recipiente de plastico que limitara su movimiento, mismo que se colocaba sobre

una balanza electrénica (Biomédica 20002) y el peso corporal fue registrado. La

ganancia de peso corporal se realiz6 empleando la Ecuacion 3.
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PCLXx100

PC, Ecuacién 3

Ganancia de peso corporal =

Donde:

PChn: Peso corporal de la semana actual (g)

PCo: Peso corporal de la semana inicial del tratamiento (semana cero) (g)

Por otro lado, la cinética de consumo de alimento se realiz6 colocando una
cantidad conocida de alimento (CTR: 250 g/caja, HFD: 50 g/animal) en cada caja,
después de 24 horas, el alimento fue pesado en la balanza electrénica y se
registré dicho valor. Para obtener el consumo individual en calorias se empleé la

Ecuacion 4.

MAi;MAf) x (AED) Ecuacion 4

Consumo individual = (

Donde:

MA i: Masa inicial del alimento (g)
MA t: Masa final del alimento (g)
N: Numero de animales en la caja

AED: Aporte energético de la dieta (kcal/g)

Los valores de la cinética de consumo de alimento se informaron en calorias
consumidas considerando la masa del animal. Para ello se emple0 la siguiente

ecuacion:

Consumo individual [kcal]
Peso corporal [g]

x 100 Ecuacion 5

Consumo individual normalizado =
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5.6 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL
A las 18 semanas de tratamiento, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (IPGTT). Para ello, se mantuvo en ayuno a los animales durante 12

horas.

Primero se determind la glucemia en ayuno realizando una pequefia puncion en el
extremo de la cola del animal. A continuacion, se administré una dosis de glucosa
(2 g de glucosa/ kg de peso corporal) via intraperitoneal a partir de una solucion
de dextrosa al 40% previamente esterilizada con un filtro de 0.22 um.
Posteriormente, se midié la concentracion de glucosa en sangre a los 15, 30, 45,
60 y 120 minutos. Las mediciones de glucemia (mg/dL) se obtuvieron mediante
un glucometro marca SD Check Gold® 01GM10. Se reportaron los valores

promedio como % de la glucemia basal.

5.7 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A LA INSULINA INTRAPERITONEAL
Esta prueba se realiz6 la misma semana que la prueba de IPGTT, dando un
periodo de al menos 3 dias entre cada prueba. Previo a la realizacién de la

prueba, los animales permanecieron en un ayuno de 12 horas.

Se determind la concentracion de la glucosa en ayuno; posteriormente, se
administr6 una dosis de insulina (0.2 Ul de insulina/ kg de peso corporal) via
intraperitoneal a partir de una solucion de insulina de una concentraciéon de 5 Ul/
mL (Humulin®, insulina humana recombinante de accion rapida). Finalmente, se
midio la concentracion de glucosa en sangre a los 15, 30, 45, 60 y 120 minutos.
Las mediciones de glucemia (mg/dL) se obtuvieron mediante un glucémetro marca
SD Check Gold® 01GM10. Si durante algun momento de la prueba, la glucemia
de algun animal disminuia por debajo de 50 mg/dL, se retiraba inmediatamente del
experimento y se le daba acceso a alimento. Se reportaron los valores promedio

de cada grupo como % de la glucemia basal.
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5.8 ANALISIS ANATOMICO
Transcurrido el tratamiento, los animales permanecieron en 12 horas de ayuno y
se pesaron en una balanza electronica como se describio en el apartado de

ganancia de peso corporal, este valor fue registrado.

Posteriormente, los animales se sedaron con una dosis de pentobarbital sédico
(100 mg de pentobarbital/ kg de peso corporal) por via intraperitoneal a partir
de una solucion comercial de pentobarbital sédico de una concentracion de

6.3 g de pentobarbital sddico/100 mL (Pisabental®, PISA® Agropecuaria).

Después de comprobar la sedaciébn mediante una puncién sobre la cola, se
procedio a obtener la talla; para ello, el animal fue colocado boca abajo sobre una
cinta métrica, cuidando de mantener alineada la punta de la nariz con el inicio de

la cinta métrica. Se registro el valor obtenido de la punta de la nariz hasta el ano.

Para la medicion de la circunferencia abdominal, se colocd la cinta métrica
perpendicular a la cintura de la rata; a la altura intermedia entre las costillas y el

inicio de las patas traseras.

Finalmente, el IL se calculd6 empleando el peso en gramos y la talla en
centimetros, tomados en el punto anterior y empleando la Ecuacion 2

presentada en el apartado de Antecedentes.

5.9 DISECCION, RESECCION DE TEJIDOS Y COLECTA DE SANGRE
Una vez anestesiado el animal, se rasuré el vientre con una rasuradora electronica
y se procedi6 al inicio de la diseccion realizando una incision en el area rasurada
mediante unas tijeras de diseccion. Enseguida, se realizé una puncion en la vena
cava inferior con una jeringa, con la cual se obtuvieron aproximadamente 3 mL de
sangre, misma que fue colocada en tubos BD Vacutainer® con EDTA (1.5 mg por

cada mL de sangre), se mezclaron suavemente y se colocaron en hielo.
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Finalmente, se realizo la reseccion bilateral del ovario. Adicionalmente, se realizé
la reseccion del tejido adiposo supragonadal (TASG), del tejido adiposo
subcutaneo (TASC), del tejido adiposo peripancreatico (TAPP) y del tejido adiposo
retroperitoneal (TARP) con el fin de estimar la cantidad de tejido adiposo visceral
(TAV) y la grasa total (GT). Tanto los ovarios como el tejido adiposo se

pesaron en una balanza electrénica Biomedical® YP802N.

El calculo del tejido adiposo visceral se obtuvo por adicion de TASG, TARP y
TAPP:
TAV =TASG[g] +TARP[g]+TAPP [g] Ecuacion 6

Mientras que, para calcular la grasa total se empled la siguiente ecuacion:

GT=TASG [g] + TARP [g] + TAPP [g] + TASC [g] Ecuacion 7

Finalmente, para conocer qué porcentaje conforma el tejido adiposo de cada

clasificacion respecto al cuerpo del animal, se empled la Ecuacion 8.

Masa del tejido adiposo*

X 100 Ecuacion 8

%Tejido adiposo =

Peso corporal

*Masa de tejido adiposo respectivo (TASC, TASG, TAV, GT).

5.10 OBTENCION DE PLASMA
Las muestras de sangre obtenidas en la diseccion se centrifugaron a 0.287 xg
rpm por 8 minutos en una centrifuga (IEC Micro max®). El sobrenadante
(plasma) fue extraido y separado en alicuotas de 200 puL que se colocaron en
tubos de polipropileno para microcentrifuga de 0.2 mL (Eppendorf®). Las
alicuotas de plasma se almacenaron a una temperatura de -85°C (Blizzard de
Nuaire ®) hasta su procesamiento para la bioquimica sanguinea. Las muestras

se descongelaron un maximo de tres veces para su analisis.

38



5.11 CUANTIFICACION DE LiPIDOS EN PLASMA
La cuantificacién de colesterol total (CT) y triacilgliceroles (TAG) se llevé a cabo
mediante el método enzimatico colorimétrico a punto final, el cual fue realizado en
el Departamento de Patologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Nacional Autbnoma de México.

5.11.1 Cuantificacion de colesterol total

La cuantificacion de colesterol total (CT) es posible realizarla mediante dos tipos
de métodos: los quimicos y los enzimaticos. Los primeros se basan en la reaccion
de Lieberman-Burchard y su posterior medicién colorimétrica; sin embargo, su
imprecision, complejidad y frecuentes interferencias analiticas, han llevado a estos
métodos a quedar obsoletos. Por otro lado, los métodos enzimaticos ofrecen un
mayor grado de precisiébn y es por ello que son los mas empleados en la
actualidad (Diaz et al., 1997).

Esta metodologia se basa en el uso de tres enzimas: colesterol esterasa (CE),
colesterol oxidasa (CO) y peroxidasa (POD). En presencia de una mezcla de fenol
y 4-aminoantipirina (4-AA), se llevan a cabo tres reacciones principales (Figura 9):
(1) la enzima CE hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol y acidos grasos
libres; (2) la enzima CO oxida todo el colesterol a colestenona y peroxido de
hidrégeno y finalmente, (3) el peroxido de hidrogeno es sustrato de la enzima
POD, que junto con la 4-aminoantipirina (4-AA) da lugar a la formacion de una
guinona roja con absorbancia maxima a 505 nm, la cual sera proporcional a la

concentracion de colesterol en la muestra (Linear Chemicals, S. L., 2020).
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Figura 9. Reacciones quimicas llevadas a cabo durante la determinacion de
colesterol total en plasma. CE: Colesterol esterasa, CO: Colesterol oxidasa,
POD: Peroxidasa.

5.11.2 Cuantificacion de triacilgliceroles

En la actualidad, los métodos utilizados en la cuantificacion de triacilgliceroles
(TAG) se basan en la cuantificacion de su contenido en glicerol. Al igual que el
colesterol, podemos considerar dos tipos de métodos: los quimicos y los
enzimaticos. Los métodos quimicos se basan en la extraccion tras hidrolisis del
glicerol y posterior oxidacibn a formaldehido, que se mide por reaccion
colorimétrica. Por otro lado, los métodos enziméticos se basan en la hidrolisis de
los TAG por accion de lipasas y determinacion enzimética del glicerol liberado
(Diaz et al., 1997).

El método empleado esta basado en cuatro reacciones enzimaticas (Figura 10):
(1) la hidrdlisis de los TAG séricos a glicerol y acidos grasos libres por accion de la
lipoproteina lipasa (LPL); (2) el glicerol es fosforilado por el adenosin trifosfato
(ATP) en presencia de glicerol cinasa (GK) para formar glicerol-3-fosfato (G-3P) y
adenosin difosfato (ADP); (3) el G-3P es oxidado por la glicerofosfato oxidasa
(GPO) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y perdxido de hidrogeno (H202) y (4) en
presencia de peroxidasa (POD), el fenol y la 4-AA se condensan por accion del
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peréxido de hidrégeno formandose un cromdgeno rojo, el cual es proporcional a la

concentracion de TAG en la muestra (Linear Chemicals, S. L., 2020).

(1) LPL
3 H20 + Triacilgliceroles > Glicerol + 3 Acidos grasos

ATP
|  GK (2)

ADP < ‘
\4

Glicerol-3P

GPO (3)

>
v

H20: + DHAP

4-AA + 4 Fenol POD (4)

> H20

Quinonaimina |«

Figura 10. Reacciones quimicas llevadas a cabo durante la determinacion de
triacilgliceroles en plasma. LPL: Lipoproteina lipasa, GK: Glicerol cinasa, GPO:

Glicerofosfatasa oxidasa, POD: Peroxidasa.

5.12 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DEL OVARIO
Después de registrar el peso del tejido ovarico, se colocé en una solucion de
paraformaldehido (PFA) al 4% en amortiguador de fosfato salino (PBS) a pH 7.4
durante 24 horas a 4°C y con agitacion constante en un agitador orbital marca
Orbital Shaker® TS-1000 para su fijacion. Posteriormente, se colocaron y s e

almacenaron en PBS a 4°C hasta su procesamiento en parafina.

El tejido fijado fue colocado en cassettes de inclusion Simport® y se sometié a un
proceso de deshidratacibn mediante exposiciones sucesivas a soluciones
alcohdlicas de concentracién creciente, xilol y por ultimo, infiltracidon en parafina
liguida (Anexo IV A y B). Posteriormente, los tejidos se incluyeron en bloques
de parafina en una consola de inclusion marca Tissue-Tek® Il a 56 °C.
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Después, se obtuvieron cortes seriados de 4 um de grosor con 200 um de
separacion hasta concluir con el tejido; obteniendo asi, varios niveles de tejido en
cada ovario. De esta manera, se obtuvieron muestras representativas de todo el
organo. Lo anterior se realizO en un microtomo marca Reichert-Jung®
1130/Biocut como se observa en la Figura 11. Los cortes se colocaron de

forma consecutiva en portaobjetos como se detalla en la figura siguiente:

/\ NIVEL 1
N

NIVEL 2

NIVEL 3

NIVEL 4 - ] >

NIVEL 5 >

NIVEL 6

« NIVELn

Figura 11. Representacion de los cortes obtenidos del ovario.

Una serie de portaobjetos con todos los niveles del ovario fue tefiida con la técnica
de Hematoxilina-Eosina (HE), la cual se aborda a detalle en el Anexo IV-C.

5.13 CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL OVARIO

5.13.1 Conteo de estructuras ovaricas
Después de la tincibn con HE, los cortes histolégicos se observaron en un
microscopio optico (Primo Star ZEISS®) en el objetivo 40X y se comenzé el
conteo de foliculos en cada clasificacion, quistes y cuerpos liteos en campos
visuales seriados como se observa a continuacion:
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Figura 12. Representacion del conteo de folicular del ovario.

Unicamente se contaron aquellos foliculos con un ovocito visible, esto para evitar
una sobreestimacion en los valores. Los foliculos se clasificaron tomando como
criterio lo publicado por Myers y colaboradores en 2004 detallado en la

introduccion, lo cual se resume a continuacion:

= Foliculo primordial (FPr): capa parcial o total de células de la granulosa
(CG) escamosas aplanadas.

= Foliculo primario (FP): una sola capa de CG cuboides.

= Foliculo secundario (FS): mas de una capa de CG cuboides rodeando al
ovocito, sin un desarrollo de antro.

= Foliculo antral (FAN): presenta multiples capas de células de la granulosa

con un antro claramente definido.
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= Foliculo terciario (FT): de gran tamafio, con varias capas de CG y la mayor
parte del ovocito se encuentra embebido en el antro. Generalmente se
encuentran en la superficie del ovario.

= Foliculo atrésico (FAtr): CG dafiadas, no se aprecian con forma definida en
conjunto.

= Cuerpo luteo (CL): de forma circular y con células productoras de
hormonas esteroides. Generalmente se encuentran en la superficie del
ovario.

= Quiste (Q): estructuras circulares llenas de fluido ovarico y rodeadas por
una capa de células de la granulosa y células de la teca mas delgadas y

usualmente con forma irregular.

5.13.2 Anédlisis morfométrico del ovario
Finalmente, se determiné el area del ovario mediante micrografias digitales con el
objetivo 4X en formato TIF (Axiocam ERC 5s ZEISS®). Utilizando estas
imagenes, se realizo la medicion del area del ovario con la finalidad de expresar el

numero de foliculos de cada categoria por unidad de area (10 mm?).

5.14 APAREAMIENTO Y DETERMINACION DE LA

FERTILIDAD Y LA FECUNDIDAD
Al comienzo de la semana 19 de dieta, se colocd a un macho no experimental de
edad adulta por cada dos hembras del mismo grupo experimental en cada caja,
con el fin de llevar a cabo el apareamiento durante una semana. Las ratas macho
fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Al
finalizar el periodo de apareamiento, cada hembra fue colocada en una caja y
tuvieron acceso al agua y a su dieta respectiva ad libitum durante toda la
gestacion realizando, ademas, la cinética de ganancia de peso corporal y la

cinética de consumo de alimento.
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Durante el primer periodo de apareamiento, Unicamente se lograron dos
embarazos; uno del grupo CTR y otro del grupo HFD. Esto a causa de anomalias
en los machos proporcionados por el bioterio, pues al realizarse una diseccion y
espermatobioscopia, se encontrd hipogonadismo en los animales, asi como
oligozoospermiaX'y azoospermia',es por ello que se decidid repetir el periodo
de cruzas con un lote nuevo de machos proporcionados por el bioterio de la
Facultad de Medicina, UNAM. Los apareamientos se llevaron a cabo durante la

semana 19 y la semana 24 de dieta.

Durante los nacimientos se registré el tamafio de camada (nimero de crias), la
cantidad de crias de cada sexo y el peso corporal, el cual se obtuvo empleando
una balanza electrénica (Biomédica 20002). El sexado de crias se determiné
mediante la medicion de la distancia ano-genital con un vernier.

Finalmente, se determind la fertilidad obteniendo el porcentaje de hembras
prefiadas, mientras que el tamafio de la camada reflejaria la fecundidad en cada

grupo experimental.

5.15 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresan como la media de cada grupo * el error estandar de la
media (SEM). Se realizé la prueba de t de Student y se determind diferencia
significativa con una p< 0.05. Los datos se analizaron con el software GraphPad
Prism® versién 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

5.16 PAQUETERIA INFORMATICA

= Las imagenes no citadas en este trabajo se realizaron en la pagina web de
BioRender®© (BioRender, 2020).

= El procesamiento de imagenes para la medicion del area del ovario se
realizd mediante el programa de procesamiento de imagenes FIJI (Fiji Is
Just ImageJ, National Institute of Health).

= Los gréficos se realizaron con el software GraphPad Prism® version 6.0
(GraphPad Software, Inc.).
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6. RESULTADOS

6.1 GANANCIA DE PESO CORPORAL Y CONSUMO DE ALIMENTO
Se llevé a cabo un registro semanal individual de la ganancia de peso corporal y
del consumo de alimento en cada grupo experimental. Transcurridas las 18
semanas de tratamiento, los resultados de ganancia de peso corporal se
plasmaron en un gréfico con las semanas de dieta en el eje de las abscisas y la
ganancia de peso correspondiente en el eje de las ordenadas (Figura 13). Por
otro lado, los resultados de consumo de energia se expresaron en calorias por

gramo de peso corporal y se presentan en la Figura 14.

a) Ganancia de peso corporal
En la Figura 13A se observa que al inicio de la dieta ambos grupos comienzan
con un peso corporal similar (CTR= [117.6 + 3.5] g; HFD= [115 % 3.9] Q).
Posteriormente, se observa un aumento significativo en el peso corporal del grupo

CTR respecto al grupo HFD; tras dos semanas de haber iniciado el experimento.

Durante el tratamiento experimental, ambos grupos mantuvieron un peso similar;
sin embargo, el peso corporal del grupo HFD comenzd a aumentar a partir de la
semana 7 y se mantuvo por arriba del grupo CTR durante el resto del tratamiento,
mostrando diferencia significativa en la semana 18 de dieta (CTR= [263 + 13.2] g;
HFD=[305.6 + 16.1] g).

Al igual que en la Figura 13A, se observa que el grupo HFD comienzé a adquirir
un mayor porcentaje de ganancia de peso corporal en comparaciéon con el grupo
CTR a partir de la semana 7; presentando una diferencia significativa en las
semanas 10 a la 14, 17 y 18 (Figura 13B).
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Figura 13. Evaluacion semanal del peso corporal durante el tratamiento. Se
presentan los datos de: la cinética de peso corporal absoluto (A) y la cinética de

ganancia de peso corporal porcentual (B) del grupo control (CTR, n=9) y el
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grupo tratado (HFD, n=12). El peso corporal se reporta en porcentaje respecto al
peso al inicio del tratamiento (semana 0). Los puntos representan la media = SEM.

(*) Denota diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

a) Consumo de alimento
En la Figura 14 se presenta el consumo energético durante las 18 semanas
de tratamiento, en la cual no se observa una tendencia clara, puesto que el

consumo energeético entre grupos fue variable.

De acuerdo con la Figura 13A y B, a partir de la semana 7 se presentd un
incremento en la ganancia de peso corporal del grupo HFD respecto al grupo
CTR; mientras que en la Figura 14A se observa que hubo un mayor consumo
energético individual en el grupo HFD de la semana 5 hasta la semana 8,
mostrando diferencia significativa en la semana 7 (CTR= [67.0 £ 2.8] kcal; HFD=
[73.14 £ 1.7] kcal) y en la semana 8 (CTR= [59.3 + 3.8] kcal; HFD= [78.9 £ 5.47]
kcal).

Por otro lado, en la Figura 14B se observa que de la semana 6 a la semana 8
se presentd una relacion de consumo energético/ peso corporal similar entre

ambos grupos.
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Figura 14. Evaluacion semanal del consumo de energia durante el
tratamiento. Se presentan los datos de la cinética de consumo individual de
energia en 24 horas expresado en calorias de alimento consumido (kcal ac) (A)

y la cinética de consumo de energia individual por peso corporal en 24 horas
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expresado en calorias de alimento consumido por gramo de peso corporal (g pc)
(B) del grupo CTR (n=9) y del grupo HFD (n=12). Los puntos denotan la media £
SEM. (*) Denota diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

6.2 METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO
El metabolismo de los hidratos de carbono se evalué mediante la determinacion de
la concentracion de glucosa en ayuno y las pruebas intraperitoneales de
tolerancia a la glucosa (IPGTT) y sensibilidad a la insulina (ITT). Respecto a la
glucosa en ayuno, el grupo HFD presentd una mayor concentracion ([101.6 + 1.9]
mg/dL), mostrando diferencia significativa respecto al grupo CTR ([85.4 % 2.7]
mg/dL) (Figura 15A).

En el caso de la prueba de tolerancia a la glucosa, se observé que en ambos
casos la respuesta a la dosis de glucosa administrada al inicio de la prueba ocurrié
a los 15 y 30 minutos, y su disminucion se presentd a partir del minuto 60 y hasta
concluir la prueba. Sin embargo, el grupo HFD mostrdé un incremento significativo
en la concentracibn de glucosa, este valor fue aproximadamente del triple
respecto a su concentracion inicial en el minuto 15 (Figura 15B). Esto sugiere

un metabolismo alterado de los hidratos de carbono en el grupo HFD.

Aunado a lo anterior, en ambos casos se observé una respuesta inmediata a la
dosis inicial de insulina en la ITT; ya que su efecto sobre la concentracién de
glucosa comenz6 al minuto 15 (Figura 15C). Se observo que a partir del minuto
60, la concentracion de glucosa en sangre aumentd en ambos casos, aunque este
incremento resulté ser estadisticamente mayor en el grupo HFD; ademas de
mostrar un periodo de respuesta de la insulina exégena mas reducido en el grupo
HFD respecto al grupo CTR (Figura 15C).
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Figura 15. Metabolismo de los hidratos de carbono. Se presentan los resultados
de la concentracion de glucosa en ayuno (A), la curva de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (B) y la curva de sensibilidad a la insulina intraperitoneal (C) a las 18
semanas de tratamiento. (A) y (B) CTR (n=9), HFD (n=12); (C) CTR (n=8), HFD
(n=12). Los puntos representan la media del porcentaje del basal + EE. (*) Denota

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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6.3 ANALISIS ANATOMICO Y COMPOSICION CORPORAL
A continuacion, se presentan los resultados correspondientes al andlisis anatomico y

a la composicién corporal de los animales.

a) Anélisis anatomico
En la Figura 16 se aprecia que el animal del grupo HFD presentd mayores

dimensiones corporales, especificamente en el area abdominal comparado con el

grupo CTR.
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Figura 16. Figura representativa de los animales a las 18 semanas. Se presenta
a un animal del grupo CTR (abajo) y del grupo HFD (arriba). Imagen capturada
con una camara digital en el punto final del tratamiento, los animales se encontraban

bajo anestesia.

Lo observado en la Figura 16 también se refleja en la Tabla 6, en la que se presenta el

analisis anatomico de los grupos experimentales. Se observa que el peso

corporal del grupo HFD fue 1.16 veces mayor (305.63 + 15.03 g) comparado con el

grupo CTR (263.00 £ 13.20 g); sin embargo, no hubo diferencias significativas en la
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talla, perimetro abdominal, ni en el indice de Lee.

Tabla 6. Analisis anatomico de los grupos experimentales.

Perimetro .
Talla (cm) . Indice de Lee Peso corporal (g)*
abdominal (cm)
CTR  21.64+£0.33 16.84 +0.58 0.29 £0.00 263.00 +13.20
(n=5)
HFD  22.34 £0.31 18.01 +0.52 0.30£0.01 305.63 +15.03
(n=8)

Se presenta media £+ SEM. (*) Denota diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

b) Composicién corporal
El grupo HFD, ademas de tener un mayor peso corporal al final del tratamiento,
también presenté una mayor cantidad de depdsitos de tejido adiposo. EI TAV
del grupo HFD fue 2.42 veces méas pesado que el del grupo CTR (CTR= [5.45 +
1.02] g; HFD= [13.21 *+ 1.84] g) (Figura 17A) y representdé un mayor porcentaje
de la masa total del animal (Figura 17B y 17C); ademas, se observdo mas del

triple de TAV respecto a TSC.

Esta tendencia también se observd en el TASC, el cual fue 1.94 veces
superior en el grupo HFD ([3.42 + 0.48] g) en comparacién con el grupo CTR
([1.76 + 0.28] g). Asimismo, el TASG result6 ser 2.34 veces mas pesado en el
grupo HFD ([5.01 = 0.72] g) que en el grupo CTR ([2.14 + 0.60] g) (Figura 17A).
Lo anterior resultd en un mayor porcentaje de TASC y TASG respecto a la masa
total del animal (Figura 17B). Ademas, el grupo CTR present6 un valor de grasa
total de [7.21 + 1.28] g, mientras que la grasa total en el grupo HFD fue de [16.63
+ 2.24] g, 2.30 veces superior. La diferencia entre grupos en los valores de

sSu composicion corporal mostro ser estadisticamente significativa.
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Figura 17. Tejido adiposo. Se presentan los resultados de tejido adiposo
expresados en gramos (A), en porcentaje respecto al peso corporal (B) y una
imagen representativa del tejido adiposo visceral de un animal del grupo CTR y
uno del grupo HFD a las 18 semanas de tratamiento. Se encuentra sefialado con
puntas de flecha el TAV y en un o6valo el TASG (C). La imagen fue tomada con
una camara digital. Las barras denotan la media + SEM. (*) Denota diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).

6.4 METABOLISMO DE LiPIDOS
Los resultados de la concentracion de TAG y CT en plasma mostraron una
tendencia a disminuir en el grupo HFD en comparacién con el grupo CTR, sin
tener diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Lo anterior se

presenta en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de la determinacion de TAG y CT a las 18 semanas de

tratamiento.

Triacilgliceroles Colesterol

(mg/dL) (mg/dL)
CTR (n=5) 38.94 +6.00 59.77 £2.79
HFD (n=7) 24.78 +6.43 52.36 + 2.02

6.5 CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL OVARIO
Con la finalidad de observar el efecto de la dieta administrada en el ovario, se
realiz6 la caracterizacion histolégica del mismo, mediante el conteo de las

siguientes estructuras: foliculos, quistes y cuerpos luteos.

Los resultados se presentan en la Figura 18 y estan expresados como numero
de estructuras por cada 10 mm? de tejido ovarico. En ella se observa que la
cantidad de foliculos primordiales, secundarios, antrales, terciarios, atrésicos, asi
como de cuerpos lateos, no presentan una diferencia estadisticamente
significativa. Por otro lado, el grupo HFD presentd una mayor cantidad de

quistes; presentando diferencia estadistica con respecto al grupo CTR.
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Figura 18. Caracterizacion histolégica del ovario. Se presentan los
resultados del conteo de foliculos, quistes (Q) y cuerpos lateos (CL) por una
unidad de éarea de 10 mm? de tejido ovarico. Los foliculos ovaricos se
clasificaron de la siguiente forma: Primordial (Pr), Primario (P), Secundario (S),
Antral (An), Terciario (T) y Atrésico (A). Las barras denotan la media + SEM.

(*) Denota diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
Los quistes fueron las estructuras que se presentaron con mayor frecuencia en los

ovarios del grupo HFD, ademas de observar infiltraciones de tejido adiposo
(Figura 19).

56



Figura 19. Efecto de la dieta alta en grasa en el ovario. Se presentan
imagenes representativas del grupo CTR (A) y del grupo HFD (B) a las 18
semanas de tratamiento. Ademas, se observa una infiltracién de tejido adiposo

(C) y la presencia de quistes (Q). La barra denota una escala de 500 pum.
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6.6 EFECTO DE LA DIETA HFD EN LA FERTILIDAD Y EN LA
FECUNDIDAD

Después de la diseccion y reseccion de los ovarios para la caracterizacion
histologica, el resto de los animales tuvo un periodo de apareamiento para la
determinacién de fertilidad y fecundidad, los resultados de dichas detrminaciones

fueron los siguientes.

Los resultados de la determinacion de fertilidad mostraron que el 100% de las
hembras del grupo CTR lograron concebir un embarazo, a diferencia de las
hembras HFD que tuvieron un 75% de fertilidad (Figura 20A). Asimismo, en la
Figura 20B se observa que el tamafio de la camada en el grupo CTR resulté en
un numero de crias entre 8 y 10, mientras que las hembras HFD alcanzaron un
tamafio de camada maximo de 7 crias, lo que se traduce en un menor grado
de fecundidad.
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Figura 20A. Determinacion de la fertilidad. Se presentan los resultados del

porcentaje de hembras prefiadas CTR (n=4) y del grupo HFD (n=4).
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Figura 20B. Determinacion de la fecundidad. Se presentan los resultados del
tamafio de camada del grupo CTR (n=4) y del grupo HFD (n=4). (*) Denota

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

59



7.DISCUSION DE RESULTADOS

Del afio 2012 al 2018, la obesidad en mujeres en México ha aumentado cerca de un
2.7%, representando un 76.8% de las mujeres adultas (ENSANUT, 2018);
afectando la calidad de vida de la poblacion en distintos ambitos. La nula mejoria

de esta situacion, ha provocado que México se posicione como uno de los primeros
paises a nivel mundial con una mayor prevalencia de obesidad y de sus
comorbilidades asociadas. En el presente trabajo, se aborda como ésta problematica
puede incidir en la fertilidad y en la fecundidad. Para ello, se empleé un modelo

murino (ratas Wistar) de obesidad inducida por dieta.

Uno de los primeros objetivos de este trabajo fue el de generar un modelo
experimental de obesidad. Para ello, partiendo del hecho de que la obesidad se
caracteriza por un aumento en los depoésitos de grasa como consecuencia de un
balance positivo de energia; se elabor6 una dieta con un contenido lipidico del
60%, lo que se clasifica como una dieta alta en grasa, puesto que, en roedores, el
valor normal de este grupo de nutrimentos oscila entre el 4 y el 15% de grasa
en peso de alimento (Mickelson et al., 2020). Esta dieta se administr6 a 12 ratas
Wistar de 4 SPN de edad (grupo HFD) durante 18 semanas. Los resultados se
compararon en todo momento con el grupo CTR que estuvo conformado por 9 ratas
Wistar de 4 SPN de edad, alimentadas con una dieta balanceada y normocalérica
(5001 LabRodent Diet).

Se sabe que, para el desarrollo de la obesidad, el tipo de grasa juega un papel
importante. Algunos estudios han reportado que no todas las grasas son
obesogénicas y el perfil de &cidos grasos, es una variable importante para el
desarrollo de la obesidad (Moussavi et al., 2008; Hariri-Thibault, 2010). La tasa de
oxidacion de los acidos grasos saturados disminuye conforme aumenta el numero de
carbonos en su estructura, teniendo la tasa de oxidacion mas alta (72%) el acido
laurico (12 carbonos) y la mas baja (28%) el acido estearico (18 carbonos)

(Moussavi et al., 2008; Hariri-Thibault, 2010). Por otro lado, los acidos grasos poli-
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insaturados, especialmente los omega-6 y omega-3 tienen tasas de oxidacion mas

altas que los SFA de cadena larga (Moussavi et al., 2008).

Es por ello que, el aporte energético de la grasa provino principalemente de acidos
grasos saturados, provenientes de una fuente animal (manteca de cerdo) y de
acidos grasos insaturados, provenientes de una fuente vegetal (aceite de oliva).
Dichas fuentes de lipidos tienen una composicion en orden ascendente de
acidos: oléico (18:1), palmitico (16:0), linoléico (18:2) y estearico (18:0) (Yanty et
al., 2011; Rohman et al.,, 2012), en el caso de la manteca de cerdo, mientras
que la composicién del aceite de oliva en orden ascendente es la siguiente: oléico
(18:1), palmitico (16:0) y linoléico (18:2) (Gurdeniz et al., 2010).

Al cabo del tiempo de tratamiento, se observdé una mayor eficiencia de conversion
de energia consumida en peso corporal en el grupo HFD. A partir de la semana 10
de tratamiento hubo diferencia significativa en el peso corporal y esta tendencia
permanecio de forma mayoritaria el resto del tratamiento, generando una ganancia
de peso corporal mayor en un 16%, en comparacion con el grupo CTR. También se
observd que una parte significativa de la diferencia en el peso corporal resultd
ser por una composicion mayor de paniculos de tejido adiposo visceral,
subcutdneo y supragonadal en el grupo HFD, resultando en un porcentaje de

grasa total 1.99 veces superior que en el grupo CTR.

Se sabe que el exceso de grasa en la dieta no aumenta la oxidaciébn completa de
la grasa para la obtencion de energia, ademéas de que el exceso de calorias en
forma de grasa se almacena facilmente como TAG en el TA con una eficiencia
superior al 96%, ya que este nutrimento requiere menos energia (2-3%) para ser
absorbido y digerido (Campfield et al., 2003; Adorni et al., 2017). Lo anterior se ha
manifestado en varios experimentos con modelos murinos que consumen una
dieta HFD, mostrando una diferencia significativa entre el grupo HFD con
respecto al grupo CTR en al menos un 93% de los experimentos y parece ser

proporcional al tiempo de administracion,
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observando cambios mas aparentes después de las 10 semanas; asi como a la

edad del animal (Zore et al., 2018; Rodriguez-Correa et al., 2020).

Cabe resaltar que varias publicaciones han reportado el uso de dietas altas en
grasa producidas de forma industrial; tal es el caso del modelo murino de
obesidad empleado por Wu y colaboradores, en el cual se observé en el grupo
HFD, un incremento dos veces superior en el IMC respecto al grupo CTR,
empleando una dieta de Research Diets, Inc. (Wu et al., 2016). EI modelo
empleado por Hohos y colaboradores también se basé en la alimentacion de los
animales con una dieta de Research Diets, Inc.; en donde se encontr6 que el
aumento de peso corporal en el grupo HFD respecto al grupo CTR fue del 30%,
mientras que el porcentaje de grasa corporal fue un 27% superior; ambos
mostrando diferencia estadistica (Hohos et al., 2018).

Por otro lado, en el presente trabajo se empled una dieta formulada y elaborada por
el grupo de investigacion del Departamento de Embriologia y Genética de la
Facultad de Medicina de la U.N.A.M.. Estos resultados indican que la dieta
empleada es capaz de inducir la obesidad, la cual es comparable con las de origen
industrial. Esto es de gran importancia, ya que la relacion costo-beneficio de esta
dieta es significativamente mayor, ademas de su accesibilidad, ya que no requiere
ser importada y de su flexibilidad, puesto que es posible de manera relativamente
facil la modificacion de su formulacion para investigaciones posteriores. Por ejemplo,
se pueden modficar los porcentajes de cada uno de los macronutrientes asi como el
origen de los mismos. Adicionalmente, la aportacién energética total por gramo de
alimento consumido en la dieta del presente trabajo (HFD) es de 5.82 kcal/g, la cual
es mayor en comparacion con la dieta alta en grasa de Research Diets, Inc.
(HFDrp), la cual es de 5.21 kcal/g (Research Diets, Inc., 2021).

Por otro lado, la fuente de grasas saturadas en la dieta HFDrp provienen de la
manteca de cerdo, mientras que las grasas insaturadas son aportadas por el aceite
de soya y tienen una relacién saturadas:insaturadas de 90:10 (Research Diets, Inc.,
2021), caso contrario a la dieta HFD, cuya relacion es de 50:50. Lo anterior,
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representa una desventaja comparada con la dieta que se emple0, pues, a pesar de
que en el aceite de soya predomina el acido linoléico (Dijkstra, 2016), la proporciéon
de grasa saturada es superior y tiene una mayor influencia en el aumento de tejido
adiposo. Otra desventaja de la dieta HFD es que los hidratos de carbono aportados
por la crogueta estandar, provienen de distintos tipos de cereales, en los cuales es
posible la presencia de contaminantes como: micotoxinas, metales pesados,
fitoestrégenos y pesticidas, los cuales pueden influr en el desarrollo de
enfermedades en el animal (Pellizzon-Ricci, 2018), a diferencia de los hidratos de
carbono en la dieta HFDrp, que son la maltodextrina y la sacarosa, considerados

guimicamente puros.

En lo que concierne al consumo de alimento, en general se observdé que el
consumo de energia entre grupos fue variable cada semana. Un consumo
energético variable entre grupos se debe en gran medida a la composicion de la
dieta, ya que una dieta alta en grasa suele ser mas saciante que aquella rica en
otros componentes, como lo observado en el grupo HFD (Lawton et al., 2000;
French-Robinson, 2003). Durante pocas semanas se observd un consumo
energético superior en el grupo HFD, en algunas se observG un consumo
calorico similar entre grupos e incluso, en gran parte del experimento, se observo
un mayor consumo de calorias por parte del grupo CTR; sin embargo, se debe
considerar que la composicion de las dietas es distinta, favoreciendo un mayor
consumo de lipidos por parte del grupo HFD, demostrando asi que la
ganancia de peso corporal no fue debido al consumo energético, sino a la

composicién de macronutrimentos.

Por otro lado, el metabolismo de los hidratos de carbono en el grupo HFD
mostré estar alterado. Se observé diferencia significativa en la concentracion de
glucosa en ayuno y un incremento tres veces superior como respuesta a la dosis
exdgena de la misma, en la prueba de tolerancia a la glucosa. Ademas, en este
mismo grupo, en la prueba de sensibiidad a la insulina se observd una

respuesta menor a la administracion de insulina exdgena. Estos resultados
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sugieren una resistencia a la accion de insulina y, por lo tanto, un aumento en su

produccion para el aprovechamiento y metabolismo de la glucosa.

Los resultados obtenidos en la prueba de sensibilidad a la insulina son
compatibles con los reportados en la bibliografia, ya que diversos estudios han
mostrado que las dietas altas en grasa parecen ser las mas efectivas en la
alteraciéon de la glucosa en ayuno, pues este fenotipo se ha manifestado en
muchos experimentos previos (Sour et al.,, 2015; Hong et al., 2017; Ramalho et
al., 2017; Rodriguez- Correa et al., 2020).

Por otro lado, en ambos grupos, la curva de sensibilidad a la insulina mostré un
incremento en la concentracién de glucosa a partir de los 30 minutos, aunque de
forma més pronunciada en el grupo HFD. Es posible explicarlo partiendo del
hecho de que la insulina es una hormona de caracter anabdlico, cuya funcién
principal es la de proveer el aporte necesario de glucosa a las células; impartiendo
con ello la activacion de la glucdlisis y la inhibicion de la gluconeogénesis y de la
glucogénesis (Martinez-Suarez, 2010). Esto apoya la nocion de una disminucién

de la sensibilidad a insulina en el grupo HFD.

En 2006, Buettner y colaboradores mostraron que un consumo excesivo de aceite
de oliva y/o manteca de cerdo conduce a la obesidad y a la resistencia a la insulina
en ratas, favoreciendo una mayor transcripcion de genes relacionados con la
lipogénesis y la glucdlisis, como la translocasa CD36 (Buettner et al., 2006). Por
otro lado, Moussavi y colaboradores sugirieron que los &cidos grasos
poliinsaturados suprimen la expresion de genes lipogénicos, como el gen SREBPs
y son mejores activadores del receptor PPARy, ambos asociados con la
diferenciacion de los adipocitos y la regulacion metabdlica del tejido adiposo,
mientras que los acidos grasos saturados y monoinsaturados no lo hacen
(Moussavi et al., 2008). Lo anterior, podria explicar el aumento observado de
grasa corporal, asi como una disminucion en la sensibilidad a la insulina en
nuestro modelo experimental en el que la manteca de cerdo y el aceite de oliva,
constituyeron las principales fuentes de energia en nuestra dieta.
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En cuanto al metabolismo de los lipidos, se encontr6 una menor concentracion de
TAG y CT en el grupo HFD, sin mostrar diferencia significativa. Existe amplia
evidencia cientifica sobre la prevencion de aterosclerosis y del efecto cardioprotector
que proporciona el consumo a largo plazo de aceite de oliva; debido a su
composicién quimica, este aceite vegetal influye en la disminucion de lipoproteinas
LDL, colesterol total y triacilgliceroles, asi como en el aumento de lipoproteinas HDL,
las cuales transportan el colesterol hasta el higado para su metabolizacion y
posterior eliminacién, sin infiltrarse en las paredes arteriales como en el caso de las
lipoproteinas LDL (Sanchez Villegas-Sanchez Tainta, 2018). Un consumo en exceso
a mediano plazo de aceite de oliva como en el caso del grupo HFD permitié que se
beneficiasen de los efectos antes mencionados, tal como se observo en su perfil
lipidico; sin embargo, también propicio el almacenamiento de TA como se observo
en otros modelos de investigacion (Bazzano et al., 2015; Sour et al, 2015; Ramalho
et al., 2017; Patel-Shah et al., 2018).

Ademas, se sabe que el tejido adiposo en exceso ocasiona un desequilibrio
metabdlico, el cual es caracterizado por la hipertrofia del adipocito, seguido de la
reduccion en la capacidad de almacenamiento de los TAG y el aumento en la
produccion de adipocinas pro-inflamatorias, estrés oxidativo y liberacion de acidos
grasos por lipdlisis, los cuales causan efectos nocivos sistémicos (De Ferranti-
Mozaffarian, 2009; Adorni et al., 2017; Metafome-Seica, 2017). Lo anterior es
compatible con lo observado en el grupo HFD, en el que se presentdé acumulacion
de tejido adiposo a lo largo del experimento, incluso ocasionando infiltraciones en

el propio ovario.

Por otro lado, con base en los resultados previamente analizados, nuestro modelo
murino de obesidad presenté hiperglucemia, resistencia a la insulina y un aumento
del tejido adiposo visceral, lo que sugiere un probable incremento en los niveles de
leptina e insulina. Estas alteraciones podrian causar afectaciones en la produccion
de gonadotropinas y hormonas esteroides. Como fue mencionado en los
antecedentes, en la obesidad femenina las alteraciones bioquimicas generadas
por el aumento de LH e insulina se manifiestan como: trastornos menstruales,
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disfuncion ovulatoria, anovulaciéon, SOP y alteraciones en el eje HHO entre otros
(Ozcan-Dilbaz, 2015; Kini et al., 2020).

Los resultados del analisis morfométrico cuantitativo del ovario, el cual se realizo
clasificando a los foliculos con base en su etapa de desarrollo, no mostraron

diferencias significativas en el nimero de foliculos normalizados a un area de 10

mm” de ovario. En relacién a esto, la exposicion de los modelos murinos a dietas
hipercaloricas e hiperlipidicas han mostrado no guardar una relaciéon entre el tiempo
de exposicion a la dieta, pues como lo observado por Bazzano y colaboradores en
2016, al emplear una dieta de cafeteria a corto plazo, nuestros resultados fueron
equiparables a los suyos. Cabe resaltar que existe la posibilidad que un tratamiento

a largo plazo tenga un efecto negativo sobre la reserva folicular.

Por otro lado, las alteraciones a causa de la obesidad se manifestaron con el
desarrollo de quistes en el grupo HFD, presentando diferencia estadistica en los
resultados. Asimismo, se observd una tendencia a incrementar el ndmero de
foliculos atrésicos, asi como, una disminucién en la cantidad de CL en el grupo
HFD. Lo anterior, aunado a los resultados de fertilidad y fecundidad, podria reflejar
oligoovulacion* por parte de las hembras HFD. De acuerdo con lo publicado por
Azziz en 2018, entre los tres signos atribuidos a la diagnosis del SOP
(hiperandrogenismo, oliogoovulacion y morfologia de ovario poliquistico), nuestro
modelo experimental present6é dos de ellos: oligoovulacién y desarrollo de quistes.
Lo que sugiere el desarrollo de este padecimiento en las hembras HFD. Esto es
reforzado por el hecho de que el grupo HFD presenté una menor sensibilidad a la
insulina exdgena, lo que podria ser similar a la resistencia a la insulina como una
comorbilidad que se observa hasta en un 60% de las mujeres con SOP (Azziz,
2018). En humanos se ha reportado que pacientes con SOP presentan un riesgo
aumentado de aborto espontaneo y una tasa de concepcion reducida (NIH, 1998/A).
Esto es compatible con los resultados de fertilidad y fecundidad, al observar que el
75% de las hembras HFD concibié un embarazo; de las hembras prefiadas hubo
una gran variacion en el tamafio de camada, a diferencia del grupo CTR, en

donde hubo una menor variabilidad en el tamafio de camada y todas las
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hembras tuvieron crias. Skaznik-Wikiel y colaboradores en 2016, presentaron
resultados equiparables a nuestro modelo, pues se observo que el 70% de las
hembras HFD no tuvieron un embarazo y el tamafio de camada en hembras HFD
fue variable; ambos resultados mostraron diferencia significativa (Skaznik-Wikiel et
al., 2016).

Algunas investigaciones previas con modelos murinos de obesidad inducida por
dieta han mostrado que la obesidad afecta el ciclo estral, manteniendo periodos
de tiempo mas prolongados en etapas donde las gonadotropinas se encuentran en
los niveles mas bajos (metaestro y diestro), afectando tanto a la fertilidad como a
la fecundidad del animal (Bazzano et al., 2015). Ademas, la obesidad parece
influir en el equilibrio entre el proceso de proliferacion y el de apoptosis de
estructuras foliculares como las CG, las cuales se encargan de la produccion de
esteroides sexuales y factores de crecimiento implicados en el correcto desarrollo
del ovocito (Wu et al., 2015).

Se sabe que una dieta alta en grasa altera la calidad de los ovocitos, una posible
explicacion es debido al aumento de los niveles de TAG, glucosa e insulina en el
liquido folicular (Robker et al., 2009) contribuyendo a una disminucion en el grado
de ovulacion. Estos pardmetros no se evaluaron en el ovocito, pero si en el
plasma. En el caso de los niveles de glucosa y de insulina se presenté un aumento
significativo en el grupo HFD, lo que sugiere una posible alteracion en la calidad de
los ovocitos de estas hembras, lo cual representa una posible explicacion respecto

a lo presentado en el tamafio de camada.

Finalmente, los roedores son animales capaces de liberar mas de un 6vulo para
su posterior fecundacion, por lo que sus camadas generalmente son mayores a
cinco crias. Los resultados del analisis morfométrico del ovario, mostraron que el
desarrollo folicular en las hembras HFD se llevaba a cabo de forma normal, pues
no presentaron diferencia estadistica respecto al grupo CTR; sin embargo, los
resultados de fecundidad si los presentaron, lo que podria sugerir una
disminucién en la tasa de ovulacion, mas que un menor desarrollo folicular.
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8. CONCLUSIONES
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La dieta alta en grasa formulada en el Laboratorio de Embriologia y
Genética fue capaz de inducir la obesidad en ratas Wistar en un periodo de
18 semanas de administracion, implicando un impacto positivo en la

relacion costo-beneficio del modelo.
Las alteraciones metabdlicas de la dieta alta en grasa fueron: hiperglucemia
en ayuno, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y aumento en el

tejido adiposo visceral.

La dieta administrada no ocasion6 cambios significativos en el numero de

foliculos, pero si en el desarrollo de quistes y en la fecundidad del modelo.

El desarrollo de quistes y los resultados obtenidos de fertilidad y fecundidad

demostraron disfuncién ovulatoria a causa de la obesidad.
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9. PERSPECTIVAS
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Evaluar y correlacionar los resultados del metabolismo de lipidos con
cambios histologicos en el higado (posible desarrollo de higado graso no
alcohdlico).

Cuantificar los niveles plasmaticos de gonadotropinas, hormonas sexuales,

leptina e insulina en plasma.

Evaluar alteraciones en el ciclo estral de las hembras del grupo HFD.

Evaluar el grado de apoptosis en las células sométicas del ovario, asi como
en ovocitos en hembras HFD y compararlo con el grupo CTR.

Caracterizar el efecto de la obesidad en la descendencia (generacion F1y

F2) en el metabolismo de hidratos de carbono y de lipidos.
Caracterizar el efecto de la obesidad en la descendencia (generacion F1 y

F2) en los cambios histolégicos en los ovarios y si estos tienen
repercusiones en la fertilidad y fecundidad de los animales.
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11. ANEXOS

o
) 4

Anexo |. Dietas administradas.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para las dietas formuladas
en el laboratorio de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina, U.N.A.M..

Para el andlisis estadistico, se realiz0 una prueba de analisis de varianza de una
via (ANOVA, Kruskal-Wallis), considerando un valor de P < 0.05 como
significativo. Posteriormente, se realizo la prueba de Mann-Whitney para comparar
las diferencias entre medias, considerando diferencia estadistica un valor de P <

1.5. Los resultados se expresan como la media de cada grupo + el SEM.

-®- CIR HFD 45% HFD 60% (I) -#- HFD 60% (Il)
o 0.81
o .
o Bt
c '
L 'g'_ g 0.6, 1
- L om \ e
U o] e i .:( ‘\ b i
3 Y~ e A
- — o u '.. - T
>
T o0 04 @ “g 1ok 5 abe ab
£ QD N R a . ab “ab pe ac
o ; ¥ ,,*". “v v s o0 be a abc
= n_ﬁ 1 & » v‘:'f. 5 & OF N &
b N - ’ b
2 v v s &
"g" 0.2- 4 *
O I [ ] ] T T T

T T T 71T 71 L
0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20
Semanas de dieta

Figura Al. Evaluacion semanal del consumo de energia. Se presentan los
datos de la cinética de consumo individual de energia en 24 horas expresado
en calorias de alimento consumido (kcal ac). Las letras denotan diferencia
significativa entre las medias respecto al grupo CTR, donde: (a) CTR vs HFD
45%, (b) CTR vs HFD 60% (1), (¢) CTR vs HFD 60% (II).
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Figura A2. Peso absoluto expresado en gramos. La letra denota diferencia
significativa entre las medias del grupo HFD 60% (II) respecto al grupo CTR.
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Figura A3. Concentracion de glucosa en ayuno expresada en mg/ dL alas 18

semanas de tratamiento. Las letras denotan diferencia significativa entre las
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medias respecto al grupo CTR, donde: (a) CTR vs HFD 45%, P=0.01; (b) CTR vs
HFD 60% (1), P=0.0002 y (c) CTR vs HFD 60% (Il), P<0.0001.
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Figura A4. Curva de tolerancia a la glucosa via intraperitoneal a las 18
semanas de tratamiento. Las letras denotan diferencia significativa entre las
medias respecto al grupo CTR, donde: (a) CTR vs HFD 45%, (b) CTR vs HFD
60% (1), (c) CTR vs HFD 60% (l1).
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Figura A5. Curva de tolerancia a la insulina via intraperitoneal a las 18
semanas de tratamiento. Las letras denotan diferencia significativa entre las
medias respecto al grupo CTR, donde: (a) CTR vs HFD 45%, (b) CTR vs HFD
60% (1), (c) CTR vs HFD 60% (lI).
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Anexo Il. Procedimiento para la elaboracion de la dieta alta en grasa.

Los componentes empleados para la elaboracion de la dieta se enlistan a

continuacion:

Albumina de huevo liofilizada (Inova®)

Manteca de cerdo (J. C. Fortes®, presentacion de 500 g)

Aceite de oliva extra virgen (Borges®, presentacion de 250 mL)
Croqueta estandar para roedor (chow) 5001 (Lab Diet®) previamente
molida y tamizada

La dieta fue elaborada de la siguiente forma:

1.

El chow se tritur6 en un pulverizador de alimentos de la marca
NutriBullet® 600w y se tamizdé en un colador de acero inoxidable
convencional.

Todos los componentes enlistados al inicio se pesaron de acuerdo a la
cantidad total de alimento requerida y a la formulacién de la Tabla 4 en
una balanza electrénica marca Biomedical® YP802N (capacidad
maxima: 800 g y sensibilidad: 0.01 g).

En un bowl de acero inoxidable se colocé el chow previamente molido,
tamizado y pesado y se homogenizé con la albumina de huevo.
Posteriormente, se afiadio el aceite de oliva al bowl y se mezclé con el
chow y la albamina.

Después, se adicion6 la manteca y se mezcld hasta obtener una pasta
de color y consistencia uniforme.

Finalmente, la dieta se almacend en recipientes de plastico a 4 °C hasta
Su uso.

Cabe mencionar que se elaboraba el alimento suficiente para una
semana, con el fin de evitar un almacenamiento prolongado vy
posteriores afectaciones organolépticas, microbiologicas y nutrimentales

en el alimento.
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Anexo lll. Composicion quimica del alimento empleado para el grupo control,
Laboratory Rodent Diet 5001, LabDiet.

Laboratory Rodent Diet

DESCRIPTION

Laboratory Rodent Diet is recommended for rats, mice, hamsters
and gerbils This diet is a complete Efe cycle diet formulated using
managed formulation, delivering Constant Nutriton®. This is
paired with the selection of highest quality ingredients o assure
minimal inherent biological varation in long-term studies. It is
formulated for life-cycle nutrition; howeves, it is not desimed for
maximizing production in mouse breeding colonies. This product
has been the standard of biomedical research for over 70 years.
Features and Benefits

® Nanagerd Formulason delivess Constans Nutpson®

* High quality animal protein added to create a superior balance
of amino ackds for optimum performance

* Formulated for multiple species for single product inventory

* The rodent diet standard for biomedical research

Product Forms Available Catalog #
* Oval pelles, 3/8" x 5/8” x 1” 0001319
* Meal (ground pellets) 0001320
Other Versions Available Catalog #
* 510D Picolab® Labonatory Rodent Diet 0067137
GUARANTEED ANALYSIS

Crude proteinnotlessthan ... . ...l 23.00%%
Caide fr nor 1 AR . ..o sovansmnmammsssinweas s 4.500%
Crude fibernotmore than . .. .. ccoiecneacnnacieanss 6.00%

I N GREDIENTS

Ground Cor, Dehulled Sovbean Meal, Dried Plain Beet Pulp,
Fish Meal, Ground Oats, Dehydrated Alfalfa Mea!, Brewers Dried
Yeast, Cane Molasses, Wheat Germ, Dried Whey, Porcine Animal
Fat Preserved with BHA and Citrie Add, Porcine Meat and Bone
Meal, Whea: Middlings, Salt, Calcium Carbonate, DL-Methionine,
Choline Chloride, Vitamin D3 Supplement, Folic Acid, Vitamin

A Acetate, Menadione Dimethylpynmadinol Bisulfite (source of
Vitamin K}, Pyridoxine Hydrochloride, Biotin, Thiamine Mononi-
trate, Nicotinic Acid, Calcum Pantothenate, Vitamin E Supple-
ment, Vitamin B-12 Supplement, Riboflavin Supplement, Ferrous
Sulfate, Manganous Oxide, Zine Oxide, Ferrous Carbonate,
Copper Sulfate, Zine Sulfate, Calcium lodate, Cobalt Carbonate,
Sodium Selenite.

FEEDING DIRECTIONS

Feed ad libitum to rodents. Plenty of fresh, clean water shoukd be
available to the animals at all times.

Rty Al rars will eat varying amounts of feed depending on

their genetic ongrn, Larger strains will eat up w0 30 grams per

day. Smaller strains will eat up to 15 grams per day. Feeders in rat
cages should be desigmed to hold two to three days supply of
feed at one time.

Mgy Adult mice will eat up to 5 grams of pelleted ration daily.
Some of the larger strains may eat as much as 8 grams per day
per animal. Feed should be available on 2 free choice basis in wire
feeders above the floor of the cage.

Hamsters Adults will eat up to 14 grams per day.

For information regarding shelf Lfe please visit u

IVI5/17 RHEW 10

CHEMICAL COMPOSITION'

Nutrients®

oo 241
Asghaing, % ..o oo vonmepames 1.52
VR L L e mtlem el 038
Glycine, %. . . 124

Isoleucine, %
Leucine, %

) 57" L 1.44
Methionine, %......c0vnnn. 0.60
Phenylahanine, %........... 1.07
Tyrosine, % .74
Threonine, %. 0.94
Tryptophan, 027
Valine, % ...

Sexine, %

Aspartic Acid, %........... 273
Glutamic Add, % .......... 4.64
f\.a.r.mc,

Proline, 9

l.xunnc, o asecora 0 03
Fat (ether extract), %....... 5.0
Fat (acid hydrolysis), % .... 6.4
Cholesterol, ppm... .......... 201
Linoleic Acd, % ........... 117
Linolenic Acid, % .......... 012
Anchidonic Acid, %........ 0.02
Omega-3 Fatty Acids, %. ... 034
Total Saturated Fatty Acds % 1.41
Total Monounsaturated

Patty Addg % - o occvnenns 1.50
Fiber (Crude), Y. . ..... .52
Neutral Detergent Fiber', 16.7
Acd Detergent Fiber', %.... . ... 6.6
Nitrogen-Free Extract

(by difference), %......... 48.7

Total Digestible Nutrients,

Gross Enesgy, kcal/gm . ... 4.09
Physiological Fuel Value’,

o e e 3.36
Metabolizable Energy,

Rl fomn i s 2.89
Minerals

KRR S wemass sl 6.9
Ealehimm, %o v vvanavaien 095
Phosphorus, % ............ 0.68
Phosphorus (non-phytate), %. 0.42
Potassium, %. ....oovvennn. 121
Magnesum, %.......oennn 021
Sl 9 Stk 033
SO W05 nvsasassees 039
Chloelde. 8 ..o cuvvinmas 0.64
Fluorine, ppm ......ccvenenn. 15

TOOE, PR wivovrereis missminssimsrminiass 24
o AR A 7
Manganese, ppm . ............ 70
COPHEE PP . ..o 0o 000 2 scnm e 13
..09
Jodine, ppm. . . oo siissiie 0.99
Chromium {(added), ppm .. .. 001
Selenium, ppm....... ... 0.4
Vitamins
Carotene, ppm......coever.. 23
Vimmin K,ppm ............ 1.3
Thiamin, ppm 2
Riboflavin, ppm............. 4.7
Niacin, ppe. c.cocoiviaeines 130
Pantothenic Acd, ppm........ 4
Choline Chluridc, PP v 2250
Folic Acid, ppm........
Pyridoxine, ppm
R O Ll mds v 0. 3lJ
By ORI o vooreio romninimm sy 51
Vitamin A, IU/gm. ........... 18
Vitamin D, (added), [U/gm ... 4.6
Vitamin E, IU/kg ............ 42
Ascorbic Acid, mg/gm....... 0.0
Calories provided by:
Proveins, % .covanvsneiuss 28.672
Fat (ether extract), %. . . ... 13384
Carbohydrates, % ........ 57944
*Product Code

1. Formulaton based on caleulated
values from the latest ingredient
analysis information. Since nutrient
composition of natural ingredients
varies and some nutrient loss will
occur due to manufucturing process-
es, aralysis will differ accordingly.

2. Nutrients expressed as percent of
naton except where otherwise indi-
cated. Moisture content is assumed
to be 10.0% for the purpose of
calculatons

3. NDF = approximately cellulose,
hemi-cellulose and lignin.

4. ADF = approximately cellulose
and lygmin,

5. Physiological Fuel Value (keal/
gm) = Sum of decimal fracions of
protein, fat and carbo- hydrate (use
Nitrogen Free Extract) x 4,94 keal/
gm respectvely.

NOTE: When assayed, actual
levels may vary from caleulated

LabDiet

www.labdiet.com
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Anexo IV. Reactivos y procedimiento empleado para el procesamiento histolégico

del ovario.
Reactivos

o Alcohol absoluto (Meyer®)

o Alcohol etilico al 96% (Gormaca®)
o Parafina (Bio-Optica®)

o Xilol (Gormaca®)

Después de fijar la muestra en PFA al 4% durante 24 horas, se colocaron los
tejidos en PBS 1x y después en un cassette de inclusién (Histossette | M490,

Simport®) para el analisis histolégico descrito a continuacion.
A. DESHIDRATACION

La deshidratacion se llevd a cabo en recipientes de plastico (soluciones
alcohdlicas) y en recipientes de vidrio (xilol), todos con capacidad de dos litros. Se
colocaron los cassettes en dichos recipientes siguiendo un orden creciente de
concentracion de las soluciones alcohdlicas y se mantuvieron en agitacion
constante en el orbital Orbital Shaker® TS-1000 durante 45 minutos.

El orden de soluciones empleado fue el siguiente:

o Solucion alcoholica al 50%
o Solucion alcohdlica al 60%
o Solucion alcohdlica al 70%
o Solucion alcohdlica al 80%
o Alcohol etilico al 96% |

o Alcohol etilico al 96% II
o Alcohol etilico absoluto |
o Alcohol etilico absoluto Il
o Xilol'l

o Xilol'll

o Parafina

o Parafina ll
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B. INCLUSION

Una vez finalizado el proceso de deshidratacion, las muestras se incluyeron en
parafina en una consola de inclusién Tissue-Tek® Il para la obtencion de bloques.
Para ello, la parafina fue expuesta a una temperatura de 54°C para derretirla y

tener una mejor manipulacion.

Posteriormente, se colocaron moldes de acero inoxidable para histologia de
15x15x5 mm (Simport®) en una parrilla caliente propia de la consola de inclusion,
al igual que los cassettes, hasta observar que la parafina que cubria al tejido se
derritiera. Asimismo, se procedié a colocar el tejido sobre el molde metélico y se
colocé parafina hasta cubrir el molde, después se coloco el cassette cubriendo el
molde y se virtié parafina para un mayor soporte al momento de cortar. Lo anterior
se realiz6 con todos los tejidos hasta obtener bloques de parafina sin presencia de
burbujas y donde el tejido estuviera centrado, pegado lo mas posible al fondo del

molde.

Finalmente, se obtuvieron los cortes histologicos de 4 pm de grosor en el
microtomo Reichert-Jung® 1130/Biocut como se describié en el apartado de
Metodologia.

C. TINCION: Técnica de Hematoxilina-Eosina (HE)

Los cortes se tifileron con la técnica de HE, para ello los portaobjetos se
colocaron en una incubadora (Thermo Scientific®) a 90°C hasta observar la
parafina derretida, enseguida se colocaron en un vaso de coplin y se comenz6 con
el proceso de desparafinacion, rehidratacion y tincion como se detalla a

continuacion:

o Xilol1 (1) 2 min
o Xilol 2 (1) 2 min
o Alcohol etilico absoluto 1 (1) 2 min
o Alcohol etilico absoluto 2 (1) 2 min
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o Alcohol etilico al 96% 1 (1) 2 min

o Alcohol etililco al 96% 2 (1) 2 min

o Tres lavados con agua corriente

o Hematoxilina de Gill 5 min 30 seg
o Tres lavados con agua corriente

o Carbonato de litio al 1% 30 seg

o Tres lavados con agua corriente

o Eosina-Floxina 1 min 30 seg
o Alcohol etilico al 96% 1 (2) 2 min
o Alcohol etililco al 96% 2 (2) 2 min
o Alcohol etilico absoluto 1 (2) 2 min
o Alcohol etilico absoluto 2 (2) 2 min
o Xilol1(2) 2 min
o Xilol 2 (2) 2 min

o Montaje con resina sintética

Una vez tefiidos los portaobjetos se observaron al microscopio (Primo
Star ZEISS®) con camara adaptada (Axiocam ERC 5s ZEISS®).

99



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Antecedentes
	2. Planteamiento del Problema
	3. Hipótesis   4. Objetivos
	5. Metodología
	6. Resultados
	7. Discusión de Resultados
	8. Conclusiones
	9. Perspectivas
	10. Referencias
	11. Anexos

