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RESUMEN

La obesidad se relaciona con problemas reproductivos, como: mayor cantidad de
ovocitos apoptoéticos, menor numero de ovocitos recuperados, ovocitos de menor
tamafio y menor numero de ovocitos maduros. Por lo que las mujeres con obesidad
son candidatas a técnicas de reproduccion asistida. Sin embargo, estas mujeres
requieren dosis mayores de gonadotropinas para lograr la estimulacidén ovarica y se
recuperan pocos ovocitos maduros. Por lo tanto, la maduracién in vitro de ovocitos es
una alternativa al tratamiento de mujeres con obesidad. Se ha observado que la
heparina, al incluirse en los medios, puede actuar como un factor de maduracion,
promoviendo la expansion del complejo cumulo-ovocito y la ruptura de la vesicula
germinal, induciendo la reanudacion de la meiosis. Por esto, el objetivo de este
trabajo fue analizar los efectos de la heparina sobre la maduracién in vitro de
ovocitos obtenidos de ratas con obesidad genética. Utilizamos ratas Long Evans (LE)
como grupo control, ratas Obese Zucker Diabetic Fatty (OZDF) como modelo de
obesidad y ratas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF) como segundo grupo control.
Los ovocitos recuperados de cada grupo se separaron aleatoriamente en cuatro
tratamientos (medio TLP, TLP+1mg/ml de heparina, TLP+3mg/ml de heparina y
TLP+6mg/ml de heparina) en los que se maduraron por 48 horas. Los resultados
mostraron una disminucion en el numero de ovocitos obtenidos de ovario de ratas
obesas en comparacién con las ratas delgadas LE (17.08 + 5.01 y 29 + 13.16
respectivamente). Ademas, la estimulacion con gonadotropinas no mejoré el numero
de ovocitos recuperados de ovario (LE = 20.75 £ 9.11 y OZDF = 11.5 + 5.96) y se
observo una ligera disminucion en el numero de ovocitos recuperados de oviducto en
ratas OZDF (LE = 9.92 + 2.47; LZDF = 7.92 + 4.23 y OZDF = 6.17 + 3.24). Esto
demuestra que la obesidad afecta el numero de ovocitos recuperados y de ovocitos
maduros en las ratas. El tratamiento con 1 mg y 3 mg de heparina resulté en un
aumento en el porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas delgadas y obesas.
Estas observaciones indican que la heparina sirve como un factor de maduracion in

vitro para la obtencién de ovocitos de rata de animales obesos.
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ABSTRACT

Obesity is related to reproductive problems such as: higher amount of apoptotic
oocytes, a lower number of recovered oocytes, oocytes of smaller size and lower
number of mature oocytes. Therefore, women with obesity are candidates for
assisted reproductive techniques. However, these women require higher doses of
gonadotropins to achieve ovarian stimulation and only a few mature oocytes are
recovered. Thus, in vitro oocyte maturation is an alternative to infertility problems for
women with obesity. It has been observed that heparin, when is included in the
media, can serve as a maturation factor, promoting the expansion of the cumulus-
oocyte complex and the germinal vesicle breakdown (GVB), inducing the resumption
of meiosis. Therefore, the present work aimed to analyze the effects of heparin on in
vitro maturation of oocytes obtained from genetically obese rats. We used Long
Evans (LE) rats as a control group, Obese Zucker Diabetic Fatty rats (OZDF) as an
obesity model and Lean Zucker Diabetic Fatty rats (LZDF) as the second control
group. Oocytes recovered from each group were randomly separated into four
treatments (TLP medium, TLP+1mg/ml heparin, TLP+3mg/ml heparin and
TLP+6mg/ml heparin) where the degree of maturation was observed for 48 hours.
The results showed a decrease in the number of oocytes obtained from ovary of
obese rats compared to lean LE rats (17.08 £ 5.01 and 29 + 13.16, respectively). In
addition, stimulation with gonadotropins did not improve the number of oocytes
recovered from ovary (LE = 20.75 + 9.11 and OZDF = 11.5 + 5.96) and a decrease
was observed in the number of oocytes recovered from oviduct in OZDF rats (LE =
9.92 + 2,47, LZDF = 7.92 + 4.23 and OZDF = 6.17 £ 3.24). This shows that obesity
affects the number of recovered oocytes and mature oocytes in rats. The treatment
with 1 mg and 3 mg of heparin resulted in an increase in the percentage of matured in
vitro oocytes from lean and obese rats. These observations indicate that heparin

serves as an in vitro maturation factor for rat oocytes obtain from obese animals.
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I. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica, caracterizada por un aumento patoldgico de
grasa corporal. El indice de masa corporal (IMC) es el indicador que se utiliza para
identificar el sobrepeso y la obesidad, en adultos se caracteriza el sobrepeso con un
IMC entre 25 kg/m? y 29 kg/m?, mientras que para la obesidad el IMC es igual o
superior a 30 kg/m? (Organizacion Mundial de la Salud, 2016).

La obesidad es considerada la epidemia del siglo XXI, segun datos de la
organizacion mundial de la salud (OMS), en 2014 en el mundo habia 1900 millones
de adultos con sobrepeso, de los cuales, 600 millones eran obesos (Organizacion
Mundial de la Salud, 2016). En México, los datos de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutriciéon 2012 muestran que en adolescentes (personas entre 12 y 19 afios de edad)
el 19.6% de los hombres presentaban sobrepeso y el 14.5% eran obesos, de igual
forma las mujeres en este rango de edad el 23.7% tenian sobrepeso y el 12.1%
obesidad, mientras que en adultos (20 afios 0 mas de edad) el 69.4% de los hombres
presentaban sobrepeso u obesidad (42.6% y 26.8% respectivamente), asi como el
73% de las mujeres presentaban sobrepeso u obesidad (35.5% y 37.5%
respectivamente) (Gutiérrez et al., 2012).

La obesidad tiene un origen multifactorial, reconociéndose factores genéticos,
metabdlicos, endocrinolégicos y ambientales. La obesidad puede clasificarse en:
inducida por dieta alta en grasa (HFD) e inducida por mutacion genética (ob/ob) (Chu
et al., 2007; Robker, 2008; Samuelsson et al., 2008; Penzias, 2012). Cualquiera que
sea su origen, la obesidad es un factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares, diabetes, trastornos del aparato locomotor y canceres (OMS,
2016). Ademas, la obesidad genera problemas de reproduccion antes y durante la
gestacion (Jungheim et al., 2010).

1.1 Obesidad y reproduccion
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Algunos de los problemas reproductivos con los que se asocia la obesidad son:
irregularidades menstruales, trastornos ovulatorios, hirsutismo, disminucion en las
tasas de concepcion, infertilidad, alteraciones en la implantacion del embrion,
abortos, desarrollo fetal afectado que tiene como resultado anormalidades del feto,
sobrepeso y disfunciones metabdlicas en la descendencia (Chu et al., 2007;
Samuelsson et al., 2008; Jungheim et al., 2010; Purcell & Moley, 2011; Penzias,
2012; Grindler & Moley, 2013; Hou et al., 2016). Ademas, las mujeres obesas son
propensas a presentar complicaciones en el embarazo como preeclampsia, diabetes
gestacional y hemorragia posparto (The ESHRE Capri Workshop Group, 2006;
Catalano, 2010; Ozekinci et al., 2015). Los efectos negativos de la obesidad en la
salud reproductiva de la mujer pueden separarse en diferentes niveles: nivel
enddcrino, teniendo un efecto en la produccion de hormonas; nivel ovarico,
afectando la calidad y cantidad de ovocitos y de embriones producidos; y nivel
uterino, con efecto sobre las tasas de implantacion del embrion (Barrios-De-Tomasi,
et al., 2013).

En roedores, tanto la obesidad por mutacion genética (ob/ob) como la obesidad
inducida por dieta rica en grasa (HFD) alteran la funcion ovarica y se asocian con un
mayor numero de foliculos apoptoticos, menor cantidad de ovocitos recuperados,
ovocitos de menor tamafio, menor numero de ovocitos maduros, infertilidad,
alteraciones en la implantacion del embridon, aborto, anormalidades fetales
congeénitas, sobrepeso en las crias y disfunciones metabdlicas (Chu et al., 2007;
Robker, 2008; Samuelsson et al., 2008; Jungheim et al., 2010; Pallares et al., 2010;
Penzias, 2012; Cabello et al., 2015; Hou et al.,, 2016). Ademas, los ovocitos de
ratones con obesidad inducida por HFD presentan mayor acumulacién de lipidos,
estrés oxidante, disfuncidén mitocondrial y la metilacion del DNA se encuentra
alterada, provocando apoptosis temprana y bajas tasas de maduracion (Hou et al.,
2016).

1.2 Obesidad y su efecto en la maduracion de los ovocitos
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En la mayoria de los mamiferos, durante el desarrollo fetal los ovocitos comienzan la
primera divisibn meidtica, deteniéndose en la etapa de diploteno de la profase |,
hasta antes de ser ovulados cuando, promovida por la hormona luteinizante, los
ovocitos reanudan la meiosis hasta llegar a la etapa de metafase Il, en esta etapa
ocurre una segunda detencion de la meiosis y la expulsion del primer cuerpo polar
(CP). Posteriormente, la penetracion del espermatozoide conduce a la conclusion de
la meiosis del ovocito y la expulsion del segundo CP, proceso conocido como
maduracién nuclear del ovocito (Figura 1) (Sauerbrun-Cutler et al., 2015; Lonergan &
Fair, 2016). El ovocito también pasa a través de una maduracién citoplasmica donde
diversos organelos se redistribuyen, sintetizan proteinas reguladoras del desarrollo
especificas del ovocito y se modifican los sistemas de transporte de la membrana del
ovocito, preparandose para la fertilizacion (Sauerbrun-Cutler et al., 2015; Lonergan &
Fair, 2016). El entorno folicular en el que se desarrolla el ovocito es el responsable
de mantenerlo detenido en la etapa de profase |, dentro de él la concentracion de
AMPc promueve la actividad de la cinasa A y ésta la supresion de la maduracion.
Posteriormente, provocada por la oleada pre-ovulatoria de gonadotropinas, se
produce una disminucion en las concentraciones de GMPc folicular y del ovocito, un
aumento en la actividad fosfodiesterasa en los ovocitos y disminucion en la
concentracion de AMPc, lo que conduce a la reanudacion de la meiosis hasta la
etapa de metafase Il (Lonergan & Fair, 2016).

13
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Figura 1. Ovogénesis y desarrollo folicular. Durante el desarrollo fetal, los ovocitos inician la primera

division meidtica, deteniéndose en la etapa de diploteno de la profase |, a estos ovocitos se les conoce

como ovocitos primarios. Posteriormente, a partir de la pubertad, los ovocitos primarios reanudan la

primera division meiética dando lugar a un cuerpo polar y a un ovocito secundario arrestado en la

metafase de la segunda divisién meiédtica. Este ovocito va a ser ovulado y, en caso de que sea

fertilizado, terminara la segunda divisiéon meiética y se expulsara el segundo cuerpo polar. Fuente:

Imagen redibujada de https://www.dreamstime.com/royalty-free-stock-photo-oogenesis-

image27345475.
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Entre las células de la granulosa y el ovocito se da un proceso de comunicacion
bidireccional, juntos forman el complejo ovocito-células del camulo (COC) (Figura 2).
La obesidad impacta dicha comunicacion, afectando el metabolismo y la maduracion
de los ovocitos, asi como su capacidad de ser fertilizado y el desarrollo del embrién.
La comunicacion bidireccional entre las células de la granulosa y el ovocito, y el
suministro de nutrientes que proporcionan las primeras, son esenciales para la
maduracién y viabilidad de los ovocitos, por lo tanto, las condiciones en las que se
desarrolla el ovocito tienen impacto sobre éste, si se lleva a cabo en condiciones
adversas, el desarrollo del ovocito se vera afectado (Purcell & Moley, 2011).

Contacto
A) Corona B) célula/célula
radiaga Receptor ) Interaccién

Zona S : i
pelicida Tirosina quinasa o~ receptor/ligando
o0, © o -~
e/ a
.»U. oo ¢ : ¢ / — N ! \
O 5D S o & O o o % .
o » 1O o
o0\ :’
?

Primer - (
Cgc?l;p? O t d Factores
vocito secundario - ) .
Contacto intercelular via autocrinos/paracrinos

proyecciones transzonales

Figura 2. A) Estructura del Complejo ovocito-células del camulo (COC). El COC esta formado por el
ovocito envuelto en la zona pelucida y las células de la granulosa que lo rodean o Corona radiada. B)
Tipos de interacciones entre el ovocito y las células de la granulosa. Las sefales a través de las
cuales interactian el ovocito y las células de la granulosa son importantes para la supervivencia,
metabolismo y desarrollo del ovocito. Algunas de estas interacciones son: “Contactos célula-célula
que implican activacion del receptor basado en escisién proteolitica, receptores tirosina quinasa como
ligando c-kit, comunicacion directa mediada por uniones comunicantes a través de proyecciones
transzonales, modelo de comunicacion paracrina que implica secrecion y/o captacion de ligandos, y

las interacciones clasicas entre receptor y ligando expresadas en la superficie de la célula de la
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granulosa pero no confirmadas para la superficie de la célula del ovocito” (Albertini, 2015). Fuente:

Imagen A obtenida de Lépez Serna (2012) e imagen B obtenida de Albertini (2015).

Los acidos grasos cumplen un papel importante como reserva y fuente de energia en
el ovocito, pero también cumplen funciones importantes en la biogénesis de la
membrana celular y en la sefalizacion y actuan como precursores de los esteroides y
prostaglandinas. Ademas, son un componente importante en el microambiente del
foliculo ovarico, ya que se encuentran en el liquido folicular en forma esterificada
(triglicéridos) (Valckx et al., 2014). Por lo tanto, la dieta materna puede afectar la
composicion de acidos grasos del liquido folicular y posteriormente alterar la
composicion de acidos grasos de las células de la granulosa y del ovocito, afectando
directamente la funcion y calidad del COC (Valckx et al., 2014; Gu et al., 2015). Por
lo que los acidos grasos libres y en concentraciones elevadas influyen negativamente
en la funcion folicular ovarica y se asocian con alteraciones en la maduracion de los
ovocitos, bajas tasas de fertilizacion y embriones de mala calidad (Jungheim et al.,
2011; Dunning et al., 2014).

Los problemas para lograr un embarazo en mujeres con obesidad también pueden
deberse a efectos adversos en la sefializacion normal de la insulina y la captacion de
glucosa en los foliculos preovulatorios, ovocitos y el embrién (Jungheim et al., 2010).
La principal fuente de energia del ovocito es el piruvato, mientras que las células de
la granulosa metabolizan la glucosa para proporcionar piruvato al ovocito (Gu et al.,
2015). Cuando hay altas concentraciones de glucosa circulante (hiperglucemia), no
hay suficientes transportadores de glucosa, por lo tanto, disminuye su transporte y
captacion en las células, afectando el metabolismo y aumentando la apoptosis en
células de la granulosa (Purcell & Moley, 2011). De tal manera que la glucosa en
exceso también afecta la funcién folicular ovarica, aumentando la tasa de apoptosis
en ceélulas de la granulosa, propiciando un desarrollo folicular ovarico anormal,
retrasando la maduracion y provocando anomalias mitocondriales en los ovocitos
(Jungheim et al., 2011; Grindler & Moley, 2013).
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Las concentraciones plasmaticas moderadas de insulina y leptina se asocian a un
desarrollo normal del embridén, mientras que concentraciones altas o bajas alteran el
desarrollo embrionario (Adamiak et al., 2005). Por lo tanto, el metabolismo energético
alterado de los ovocitos, como respuesta a sefales nutricionales, causa una
reduccion del potencial de maduracion y de fertilizacion del ovocito y el desarrollo
embrionario pre-implantatorio se ve deteriorado. Ademas, la accion del entorno
folicular en el metabolismo de los ovocitos y los efectos deletéreos sobre las células
de la granulosa interrumpen las interacciones de sefalizacion entre las células de la
granulosa y el ovocito, afectando la capacidad de éstos para ser fertilizados
(competencia) (Gu et al., 2015) (Figura 3).

= Glucosa
7
o Glucosa
S
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— OBESIDAD = ]
- K4 v
= NADPH Piruvato
E
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Q
§ COICS,“ETI,, | pt— /I\ ;
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2 S
: ! :
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Figura 3. Sefales metabdlicas en el complejo ovocito-células del cumulo (COC). La glucosa del liquido

folicular es tomada por las células de la granulosa donde es convertida en piruvato a través de la
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glucdlisis y en NADPH a través de la via de la pentosa fosfato, y pasan al ovocito por medio de
uniones comunicantes. El piruvato es la principal fuente de energia del ovocito y el NADPH es un

regulador del estado redox del ovocito. Los acidos grasos del liquido folicular son metabolizados en
las células del cumulo por medio de la -oxidaciéon con la consecuente formacion de Acetil-CoA, que
es suministrada al ovocito por medio de uniones comunicantes, junto con el colesterol sintetizado de
novo en las células del cumulo. Los aminoacidos son transportados del liquido folicular al ovocito por
las células del cumulo, y en el ovocito tienen diversas funciones como fuente de energia, sintesis de
glutation y reguladores del pH y la osmolaridad. Los ovocitos pueden regular todos estos procesos a
través de la secrecion de factores de crecimiento (Seli et al., 2014). Sin embargo, la obesidad puede

alterar las concentraciones de aminoacidos, acidos grasos y glucosa en el liquido folicular, con efectos

negativos en las células del cumulo y la sefializacion entre éstas y el ovocito, alterando el metabolismo
energético del ovocito y su potencial de maduracion (Gu et al., 2015). Fuente: Imagen redibujada de

Seli et al. (2014).

1.3 Técnicas de reproduccion asistida en pacientes obesos

Debido a que los efectos negativos de la obesidad en la salud reproductiva de las
mujeres llevan a subfertilidad, las mujeres obesas son candidatas a tratamientos con
técnicas de reproduccion asistida (TRA) como la fertilizacion in vitro (FIV). La FIV
implica la recuperacion de ovocitos madurados in vivo o in vitro, seguido de la
fertilizacion de éstos y la transferencia de los embriones obtenidos al utero receptor
(Lonergan and Fair, 2016).

En las TRA, la obesidad se relaciona con un reducido porcentaje de éxito (Purcell
and Moley, 2011; Grindler and Moley, 2013). En mujeres obesas sometidas a TRA se
requiere una mayor dosis de gonadotropinas para lograr la estimulacion, ademas, la
obesidad se asocia con un menor numero de ovocitos recuperados, menor numero
de ovocitos maduros, menor tasa de embarazo, calidad del embridn reducida y
mayor probabilidad de aborto espontaneo (The ESHRE Capri Workshop Group,
2006; Dall Agnoletta et al., 2011; Barrios-De-Tomasi, et al., 2013; Oliver Sanchez et
al., 2014; Ozekinci et al., 2015). Otros estudios, como el de Comstock et al. (2015),
han descrito un mayor numero de foliculos apoptéticos, tamafio mas pequefio de los

ovocitos y un menor numero de ovocitos maduros en ratones hembra obesas
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comparado con hembras de peso normal. Ademas, los ovocitos de ratones hembra
obesas presentan lipotoxicidad, aumento del estrés oxidante y aumento de la
apoptosis en el CCO (Comstock et al., 2015).

La maduracion ovocitica se define como el reinicio y terminacién de la primera
divisidon meidtica y su progreso a la metafase Il (MIl) (Flores-Alonso et al., 2008;
Sauerbrun-Cutler et al., 2015). Por lo tanto, al reinicio y término de la maduracion
nuclear y citoplasmatica de los ovocitos en condiciones de laboratorio se le conoce
como maduracion in vitro (MIV) (Fuentes-Morales et al., 2009). La recuperacion de
ovocitos inmaduros y su posterior MIV es una alternativa atractiva a la FIV
convencional ya que tiene distintas ventajas como evitar el riesgo de sindrome de
hiperestimulaciéon ovarica, tratamiento simplificado con bajo o nulo uso de
gonadotropinas y reduccion de los costos de tratamiento (Sauerbrun-Cutler et al.,
2015).

Se han desarrollado diversos sistemas de MIV buscando mejorar las tasas de éxito,
por lo que podemos encontrar MIV convencional o sin uso de gonadotropinas y MIV
con uso de gonadotropinas para estimulacion ovarica, en la que previo a la obtencion
de los ovocitos, la paciente es tratada con hormona foliculo estimulante (FSH) o
gonadotropina coriénica humana (hCG) (Sauerbrun-Cutler et al., 2015). El uso de
gonadotropinas para estimulacion ovarica antes de la MIV estimula el rompimiento de
la vesicula germinal (VG) y aumenta la velocidad de la MIV, promoviendo que la

maduracion avance a la etapa de metafase | (Sauerbrun-Cutler et al., 2015).

La MIV en mamiferos se ve influenciada por los medios y las condiciones de cultivo
usados, la adicion de hormonas y factores de crecimiento (Zeng et al., 2013). El
suero, las hormonas y los factores de crecimiento son factores clave en los medios
de MIV; dentro de estas sustancias se encuentra la heparina, un glicosaminglicano
(GAG) que participa en el desarrollo folicular y promueve la expansién del COC
(Flores-Alonso et al., 2008). Diversos estudios muestran que los GAGs, como el
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acido hialuronico, el heparan sulfato (analogo estructural de la heparina), dermatan
sulfato y condroitin sulfato, se encuentran en el citoplasma del ovocito, en el COC, en
el foliculo ovarico y en otros tejidos (Romanato, 2003; Romanato et al., 2008; Salustri
et al., 1999). Ademas, se ha observado que la sintesis de algunos GAGs se lleva a
cabo en las células de la granulosa (Fuentes-Morales et al., 2009). La acumulacion
de GAGs, como el acido hialuronico entre el COC y la capa de células de la
granulosa induce la reanudacion de la meiosis en los ovocitos (Watson et al., 2012).

1.4 Glicosaminoglicanos (GAGs) en la maduracion del ovocito

Los GAGs son polisacaridos lineales, cuyos dos tipos principales son el sulfato de
heparan (SH) y el sulfato de condroitina (SC), compuestos de disacaridos de
hexosamina-acido urdnico repetidos y sulfatados en grados variables (Fuentes-
Morales et al., 2009; Zhang, 2010) (Figura 4, A). Los GAGs participan en una
diversidad de procesos fisioldgicos tales como unién, activacion o inmovilizacién de
diversos ligandos de proteinas, tales como factores de crecimiento, citocinas,
quimiocinas, componentes de matriz extracelular, proteasas, inhibidores de proteasa
y lipoproteina lipasa (Zhang, 2010). Entre las diferentes vias de sefalizacion
reguladas por los GAGs encontramos al factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF/FGFR), al factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/c-Met), al factor
neurotrofico derivado de linea celular glial (GDNF/c-Ret/GFRa1), al Factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF/VEGFR), al factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF/PDGFR) y rutas de sefalizacion de la proteina morfogénica
osea (BMP), entre otras (Zhang, 2010).

El fluido folicular contiene altas concentraciones de GAGs como condroitina, acido
hialurénico y compuestos similares a la heparina (Flores-Alonso et al., 2008).
Ademas, los GAGs se encuentran en el citoplasma del ovocito, en el COC y son
sintetizados por las células del COC en respuesta a las gonadotropinas (Salustri et
al., 1999) (Figura 4, B); y actuan induciendo la maduracion del ovocito, participan en
el desarrollo folicular y promueven la expansion del COC con el AMPc como segundo
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mensajero ( Ball et al., 1982; Fuentes-Morales et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 4. Estructura y localizacion de los Glicosaminoglicanos. A) Estructura de los GAGs mas
importantes. Las cadenas de glicosaminoglicanos estan compuestas por unidades de disacaridos
repetidas de acido urénico (glucurénico o idurdnico) y hexosamina N-acetilada (glucosamina o
galactosamina), excepto el Queratan sulfato, que estd compuesto de galactosa que puede modificarse
(posicion de sulfatacion) a intervalos irregulares a lo largo de la cadena (Lamoureux et al., 2007). B)
Los GAGs, como el hialuronato, el heparan sulfato y compuestos similares a la heparina, se
encuentran en el citoplasma del ovocito, en las células de la granulosa y del COC, y en el liquido
folicular (Salustri et al., 1999). Fuente: La imagen A se obtuvo de https://mmegias.webs.uvigo.es/5-

celulas/2-componentes_glucidos.php y esta basada en Lamoureux et al. (2007).
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Figura 5. Accion de los GAGs en la maduracion del ovocito. La oleada pre-ovulatoria de LH promueve
la produccién de factores similares al Factor de crecimiento epidérmico (EGF) que se unen al receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en las células del cimulo. El EGFR se expresa por el
estimulo de la interaccion de heparan sulfato (HS) secretado por las células del camulo y factores
secretados por el ovocito, como el factor de crecimiento diferencial 9 (GDF9) y la proteina morfogénica
6sea 15 (BMP15). El EGFR activa la via de las MAPK, que hiper fosforilan la conexina 43 (Cx43) de
las uniones comunicantes, inhibiendo la comunicacion entre las células del camulo y el ovocito. El
cGMP secretado por las células de la granulosa murales activan a la fosfodiesterasa 3A (PDE3A) en
el ovocito, el cual degrada al cAMP, lo que inactiva a la proteina quinasa A-l (PKAI) y permite la
activacion de la fosfatasa cdc25 que se trasloca al nicleo y activa al factor promotor de la meiosis
(MPF) (Nunes et al., 2015; Watson et al., 2012). Por otro lado, la FSH promueve en las células del
cumulo la sintesis de hialuronato sintasa 2 (HAS2), enzima que sintetiza acido hialurénico o
hialuronato, y CD44 (receptor del hialuronato). El hialuronato se une a CD44, el cual fosforila residuos
de tirosina de la Cx43, rompiendo las uniones comunicantes, lo que evita el ingreso de cAMP al

ovocito, la activacion del MPF y la reanudacion de la meiosis. Ademas, el hialuronato se une a otras
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proteinas, formando una matriz rica en hialuronato que promueve la expansion del cumulo (Yokoo and
Sato, 2011). Fuente: Imagen redibujada de Nunes et al. (2015) y Yokoo & Sato (2011).

La heparina es un importante regulador de la modificacion de la zona pelucida para
la fertilizacion, modificando su estructura y haciendo que sea mas resistente a la
penetracion del espermatozoide (Batista et al., 2016). Se ha descrito la presencia de
heparina en el citoplasma del ovocito, en el fluido folicular y en el fluido uterino,
participando en la regulacion de sefales intracelulares durante la maduracion del
ovocito y en cultivos in vitro induce la expansion de las células del cumulo en los
COCs, promueve la produccidn de acido hialuronico por los COCs, disminuye la
produccion de AMPc permitiendo la ruptura de la VG e induciendo la reanudacion de
la meiosis, actuando como un factor de maduracién (Flores-Alonso et al., 2008). Por
lo tanto, se ha propuesto que la heparina interviene durante la MIV de los ovocitos de
ratdbn, modulando sefales intracelulares y regulando su maduracion (Watson et al.,
2012). En otros trabajos se menciona que en condiciones normales de MIV, la
exposicion a heparina tiene efectos benéficos en la maduracion de los ovocitos y en

su potencial de desarrollo (Zeng et al., 2013).

[I. ANTECEDENTES

Dall et al. (2011) realizaron un estudio para determinar si el indice de masa corporal
influye en el numero y grado de madurez de los ovocitos obtenidos de pacientes de
tratamientos de FIV bajo diferentes esquemas de estimulacion ovarica. Las pacientes
fueron separadas en tres grupos: peso normal (IMC 18.5-24.9 kg/m?), sobrepeso
(IMC 24.9-29.9 kg/m?) y obesas (IMC > 30 kg/m?). Los resultados mostraron
diferencias significativas en la maduracion de los ovocitos entre los grupos, ya que a
medida que aumento el IMC se recuperaron menor numero de ovocitos maduros (en
etapa MIl). Por lo tanto, concluyeron que el sobrepeso y la obesidad ejercen un

impacto negativo en relacién a la cantidad y madurez de los ovocitos.
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Por su parte, Oliver et al., en el 2014, compararon los resultados reproductivos en
funcidn del IMC en pacientes sometidas a FIV y a inyeccion intracitoplasmatica del
espermatozoide (ICSl). Observaron un menor numero de ovocitos recuperados,
menor numero de ovocitos maduros y menor numero de embriones disponibles para
transferencia conforme aumentd el IMC. Los investigadores concluyeron que el
sobrepeso y la obesidad alteran los resultados reproductivos en tratamientos de FIV-
ICSI.

Jungheim et al. (2011) analizaron la asociacion entre la concentracion de acidos
grasos libres o no esterificados (FFA) en el liquido folicular y la morfologia de los
COCs. Concluyeron que los FFA predominantes en el liquido folicular son los acidos
oleico, palmitico, estearico y linoleico, y que elevadas concentraciones de FFA en el
liquido folicular afectaron la funcidn del foliculo ovarico y se relacionaron con
alteraciones en la morfologia del COC y con baja calidad o maduracién de los
ovocitos. Ademas, argumentaron que dicho efecto puede ocurrir a través de efectos
directos en el metabolismo de los acidos grasos (clave para la maduracion del
ovocito) o inhibiendo las vias lipogénicas, importantes para la funcion de las células
de la granulosa.

De igual forma, Dunning et al. (2014). describieron el papel de los lipidos en la
maduracién del ovocito. Mencionan que las lipoproteinas derivadas de la sangre son
las que se encuentran principalmente en el liquido folicular y participan durante la
maduracién de los ovocitos al transportar triglicéridos a las células ovaricas para
produccion de energia. Asi, el metabolismo de los lipidos llevado a cabo por las
células del COC es importante y benéfico durante la maduracion de los ovocitos y el
desarrollo posterior del embrion. Ademas, el tipo de acidos grasos (saturados o
insaturados) afecta la maduracion de los ovocitos de diferente manera, los acidos
grasos insaturados optimizan la maduracién de los ovocitos, mientras que los acidos

grasos saturados y una alta concentracién de éstos perjudican la maduracion de los
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ovocitos.

Flores-Alonso et al., del 2008, pusieron a prueba la hipotesis de que la heparina es
un componente natural del citoplasma del ovocito, del fluido folicular y del fluido
uterino y que puede actuar como un factor de maduracion en los ovocitos.
Determinaron el tiempo de rompimiento de la VG y la formacion del primer cuerpo
polar al madurar ovocitos in vitro en medio salino (descrito por Keyhani y Storey en
1973) y TCM 199 suplementados con diferentes concentraciones de heparina.
Observaron que al madurar ovocitos en medio salino con concentraciones de 1.0 y
6.5 mg/ml de heparina, el tiempo de ruptura de la VG se redujo 3 horas respecto al
control, y el tiempo de formacién del primer cuerpo polar se redujo de 22 a 11 horas,
con un porcentaje de entre 43-64% de los ovocitos que llegaron la etapa de MII. Al
realizar la maduracion en medio TCM 199 adicionado con 6.5 mg/ml de heparina, se
redujo significativamente el tiempo de formacion del cuerpo polar respecto al control.
Por lo tanto, concluyeron que en ambos medios de cultivo las concentraciones de 1.0
y 6.5 mg/ml de heparina inducen la ruptura de la VG, la expulsion del primer cuerpo
polar y el progreso del ovocito a la MIl, lo cual indica que la heparina actua como un
factor que promueve la MIV, posiblemente, al incrementar la produccién del acido
hialurénico y reducir la produccién de AMPc por las células del COC, lo que induce la

ruptura de la VG y la reanudacion de la meiosis en los ovocitos.

Zeng et al. (2013) evaluaron los efectos de la interaccion entre la heparina y el
AMPc en la MIV de ovocitos de ratones y de humanos. Determinaron que entre la
heparina y el AMPc hubo una interaccién con efectos negativos en la maduracion.
Sin embargo, cuando los ovocitos se expusieron unicamente a heparina, entre un 55
y 65% de ovocitos alcanzaron la etapa de MIl. Por lo que concluyeron que la
exposicion unicamente a heparina durante la MIV tiene efectos positivos en la

maduracién y en el potencial de desarrollo del ovocito.
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lll. JUSTIFICACION

Se sabe que las mujeres obesas presentan problemas de salud reproductiva como
irregularidades menstruales, subfertilidad e infertilidad, bajas tasas de implantacion
del embrion y mayores tasas de aborto, por lo que estas mujeres son candidatas a
los tratamientos con TRA. Sin embargo, las mujeres obesas que se someten a estos
tratamientos presentan bajas cantidades de ovocitos recuperados y ovocitos
maduros y por consiguiente bajas tasas de éxito. La MIV de ovocitos y su posterior
FIV puede ser un tratamiento efectivo en casos de subfertilidad. Ademas, la MIV
tiene como ventajas evitar el sindrome de hiper-estimulacion ovarica, es un
tratamiento simple y no tiene un costo tan alto.

En los medios de MIV encontramos diversas sustancias, como las hormonas y los
GAGs, que fungen como factores clave para la maduracion. La heparina, al incluirse
en los medios de MIV, puede actuar como un factor de maduracién, al participar en el
desarrollo folicular, promover la expansién del COC y la ruptura de la VG e inducir la
reanudaciéon de la meiosis. De forma que, la MIV de ovocitos con medios
suplementados con heparina puede ser una estrategia efectiva con la que se
asegure la obtencion de ovocitos maduros y el desarrollo del embrion en mujeres
obesas infértiles o subfértiles.

Las ratas Zucker obesas son uno de los modelos animales de obesidad genética
mas utilizados. Debido a un caracter autosdmico recesivo, presentan una mutaciéon
en el receptor de leptina, por lo que desarrollan alteraciones semejantes a las del
sindrome metabdlico en humanos como hiperfagia e hiperinsulinemia (Aleixandre y
Miguel, 2008). Por lo tanto, las ratas Zucker obesas pueden ser un buen modelo para
el estudio de los efectos negativos de la obesidad en la reproduccién femenina.

V. OBJETIVOS

* GENERAL

26



Analizar los efectos de la heparina en la MIV de ovocitos obtenidos de

ratas con obesidad genética.

* PARTICULARES

1. Comparar el numero de ovocitos obtenidos de ratas con peso normal y
con obesidad, con y sin estimulacion con gonadotropinas exégenas.

2. Estudiar el efecto de la heparina en la MIV y viabilidad de los ovocitos
obtenidos de ratas con peso normal y con obesidad genética, con y sin
estimulacién con gonadotropinas exogenas

3. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de heparina en la
MIV y viabilidad de los ovocitos obtenidos de ratas con peso normal y
con obesidad genética, con y sin estimulacion con gonadotropinas

exdgenas.

V. HIPOTESIS

Si la heparina actua como un factor de maduracion, al incrementar la produccion del
acido hialurénico y reducir la produccion de AMPc por las células del cumulo,
induciendo la ruptura de la VG y la reanudacién de la meiosis en los ovocitos v,
debido a que la obesidad provoca alteraciones en la maduracion de ovocitos,
entonces es posible postular que el suplemento de medios de MIV con heparina
resultara ser beneficioso en el proceso de MIV en ovocitos de ratas obesas,
incrementando el porcentaje de ovocitos en MII.

VI. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas (120 dias de edad) de tres cepas:

* Long Evans (LE), grupo control con peso normal;
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* Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF), ratas que no expresan la mutacion en el
receptor de leptina al ser heterocigotos, por lo que son delgadas;
* Obese Zucker Diabetic Fatty (OZDF) grupo de obesidad.

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de luz y oscuridad
(luces encendidas de 06:00 a 18:00 horas) y temperatura de 22 + 2 °C. Todos los
experimentos se llevaron a cabo en estricto apego a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, sobre especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y

uso de los animales de laboratorio.

6.1 Disefio experimental

6.1.1 Grupos sin estimulacion ovarica

Se emplearon 12 ratas hembras de las cepas LZDF y OZDF, y 11 ratas hembra de la
cepa LE. Al cumplir los 120 dias de edad, se llevo a cabo el sacrificio de los animales
por sobredosis de barbituricos administrados por via intraperitoneal (Figura 6). Los
ovocitos se obtuvieron directamente del ovario por disgregacion (ovocitos inmaduros)
y fueron colocados en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) . Se recolectaron
para MIV los COCs con por lo menos 3 capas de células de la granulosa uniformes y
compactas, y ovocito con zona pelucida bien definida, con citoplasma finamente

granular y uniforme.

Las variables que se midieron fueron: Peso del individuo, masa ovarica y numero de
ovocitos obtenidos de ovario. La masa ovarica se calculé sumando el peso de ambos
ovarios en miligramos, el total se multiplicé por 100 y se dividié entre el peso total del
individuo en gramos, por lo que las unidades de la masa ovarica se expresan en

mg/100 gramos de peso corporal (gpc).
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Figura 6. Disefio experimental para los grupos sin estimulacion ovarica. LE=Long Evans; LZDF=Lean
Zucker Diabetic Fatty; OZDF=0bese Zucker Diabetic Fatty.

6.1.2 Grupos con estimulacién ovarica

Se emplearon 12 ratas hembras de cada cepa. Al cumplir los 120 dias de edad se
realizé la estimulacion ovarica por medio de la administracion via intraperitoneal de
10 U.l. de gonadotropina coridnica de yegua prefiada (PMSG) y posteriormente, a las
48 horas, se administro 8 U.l. de gonadotropina coriénica humana (HCG) via
intraperitoneal. El sacrificio se hizo 16 horas después de la administracion de HCG,
por sobredosis de barbituricos administrados por via intraperitoneal (Figura 7). Se
obtuvieron los ovocitos del ovario (ovocitos inmaduros) y del oviducto por
disgregacion (ovocitos maduros) y fueron colocados en PBS. Se recolectaron para
MIV los COCs obtenidos de ovario con los mismos criterios que en los grupos sin

estimulacion ovarica.

Las variables que se midieron fueron: Peso del individuo, masa ovarica, numero de

ovocitos obtenidos del ovario y numero de ovocitos obtenidos del oviducto.
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Figura 7. Disefio experimental para los grupos con estimulacién ovarica.

6.2 MIV con exposicion a heparina

Los ovocitos se pusieron en PBS al momento de la recuperacion. Posteriormente, se
seleccionaron los ovocitos que cumplieran con los criterios antes descritos y se
colocaron en grupos de 1-5 ovocitos en gotas de 50 pl de medio de maduracion
sumergidas en aceite mineral. Los ovocitos se incubaron para MIV durante 48 horas
a 37° C en atmosfera humeda de 5% de CO.. Los ovocitos El medio utilizado para la
maduracién fue el medio TALP modificado, al cual no se le adicioné albumina, por lo
que se le nombré medio TLP (de Tyrode-Lactato-Piruvato): 114.06 mM NaCl, 3.2 mM
KCI, 8 mM Ca-Lactato-5H,0, 0.5 mM MgCl»-6H,0, 0.35 mM NaH,PQO4, 25.07
NaHCO3, 10 ml/L de Lactato sodico, 1.1 mM Na-Piruvato sédico, 5 mM Glucosa, 20
mg/ml de BSA y 100 ug/ml de estreptomicina.

Para analizar el efecto de la heparina en la maduracion de los ovocitos, se probaron
3 concentraciones de heparina (Pisa Farmaceéutica) en el medio de maduracion: 1
mg/ml, 3 mg/ml y 6 mg/ml. Por lo tanto, los ovocitos obtenidos de ovario se
maduraron en cuatro medios diferentes: TLP sin heparina, TLP + 1mg/ml de
heparina, TLP + 3mg/ml de heparina y TLP + 6mg/ml de heparina (Figura 8).
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Figura 8. Esquematizacioén del disefio experimental. LE=Long Evans; LZDF=Lean Zucker Diabetic
Fatty; OZDF=0Obese Zucker Diabetic Fatty; H= Heparina.

6.3 Evaluacién de la maduracion

La evaluacion de la maduracion se realizé a las 48 horas de cultivo en todos los
grupos de acuerdo con el criterio descrito por Spricigo et al. (2015), se consideraron
como ovocitos maduros o en MIl aquellos con citoplasma homogéneo, con células
del cumulo expandidas y con un cuerpo polar visible. Los ovocitos que presentaron
sefales de vacuolizacién fueron considerados como ovocitos alterados o no viables.
Para corroborar la evaluacion morfolégica de la maduracion, se realizo la tincion con
diacetato de Fluoresceina (FDA) y yoduro de propidio (IP) para analizar la viabilidad
de los ovocitos en un microscopio de fluorescencia. EI FDA pasa a través de la
membrana celular y es hidrolizado por las esterasas intracelulares liberando
fluoresceina, que al acumularse induce fluorescencia verde al ser excitada con luz
azul, permitiendo visualizar el citoplasma de células vivas. Mientras que el IP no
puede atravesar la membrana de células vivas pero si atraviesa la membrana de
células dafiadas o muertas, en las que se intercala con el ADN y ARN formando un

complejo fluorescente rojo brillante, permitiendo identificar células muertas.
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6.4 Analisis estadistico

Las variables peso del individuo y masa ovarica se analizaron con la prueba de
ANOVA de una via, mientras que las variables ovocitos recuperados de ovario,
ovocitos recuperados de oviducto y porcentaje de ovocitos maduros se analizaron
con pruebas no paramétricas de X?y Kruskal-Wallis. En todos los casos se considerd

como diferencia estadisticamente significativa una p<0.05.

VII. RESULTADOS
7.1 Peso de las ratas y masa ovarica

7.1.1 Grupos sin estimulacioén ovarica

El peso de los individuos en los grupos sin estimulaciéon ovarica (E.O.) fue 210.14 +
13.4 g en las ratas delgadas LE y 188.5 + 28.31 g en las ratas LZDF. Mientras que
en las ratas obesas OZDF fue 395 + 68.35 g (Figura 9). Se observé una diferencia
estadistica en el peso de las ratas OZDF, siendo mayor que el peso de las ratas LE y
LZDF (Figura 9).
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Figura 9. Media de los pesos de los individuos de cada grupo sin estimulacion ovarica. *p<0.05 OZDF
vs. LE y LZDF (prueba de ANOVA).

La masa ovarica de las ratas OZDF sin E.O. fue 17.73 + 2.34 mg/100 gpc, la cual
resultd ser menor en comparacion con la masa ovarica de las ratas delgadas LE y
LZDF (28.57 + 4.25 mg/100 gpc y 31.48 + 4.92 mg/100 gpc, respectivamente)(Figura
10).
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Figura 10. Media de la masas ovaricas de cada grupo sin estimulacion ovarica. *p<0.05 OZDF vs. LE
y LZDF (prueba de ANOVA).

7.1.2 Grupos con estimulacion ovarica

En los grupos con E.O., el peso de las ratas con peso normal (LE y LZ) fue 179.5
16.81 g y 181.25 £ 17.25 g, respectivamente. Mientras que el peso de las ratas
obesas OZDF fue 301.17 + 31.72 g (Figura 11). El peso de las ratas OZDF fue
estadisticamente mayor que el peso de las ratas LE y LZDF (Figura 11).
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Figura 11. Media de los pesos de los individuos de cada grupo con estimulacién ovarica. *p<0.05
OZDF vs. LE y LZDF (prueba de ANOVA).

Respecto a las masas ovaricas en los grupos con E.O., en las ratas LE y LZDF fue
44.23 + 7.9 mg/100 gpc y 42.89 = 6.93 mg/100 gpc, respectivamente (Figura 12). La
masa ovarica de las ratas OZDF fue 26.82 + 5.02 mg/100 gpc, y resultd
estadisticamente menor en comparacion con las masas ovaricas de las ratas
delgadas LE y LZDF (Figura 12).
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Figura 12. Media de la masas ovaricas de cada grupo con estimulacion ovarica. *p<0.05 OZDF vs. LE
y LZDF (prueba de ANOVA).

Al comparar las masas ovaricas entre grupos sin E.O. y grupos con E.O., se observo
que las masas ovaricas de los grupos con E.O. fueron mayores que las de los grupos
sin E.O. (Figura 13). Siendo las masas ovaricas de las ratas LE y LZDF con
E.O.(44.23 £ 7.9 mg/100 gpc y 42.89 * 6.93 mg/100 gpc, respectivamente)
estadisticamente mayores respecto al resto de los grupos. Mientras que la masa
ovarica de las ratas OZDF sin E.O. (17.73 + 2.34 mg/100 gpc) fue la mas baja entre
todos los grupos (Figura 13).
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Figura 13. Media de las masas ovaricas en todos los grupos. *p<0.05 OZDF vs. LE, LZDF, LE-E.O.,
LZDF-E.O. y OZDF-E.O. (prueba de ANOVA); **p<0.05 LE-E.O. y LZDF-E.O. vs. LE, LZDF y OZDF-
E.O. (prueba de ANOVA).

7.2 Recuperacion de ovocitos

7.2.1 Grupos sin estimulacion ovarica

Las ratas se sacrificaron al cumplir 120 dias de edad y se obtuvieron los ovarios para
la recuperacion de ovocitos. Se recuperaron en total 319 ovocitos de 11 ratas con
peso normal (LE) (29 + 13.16), 278 de 12 ratas LZDF (23.17 £+ 6.85) y 205 de 12
ratas obesas (OZDF) (17.08 £ 5.02) (Figura 14). Se observd una disminucién en el
numero de ovocitos recuperados de ratas obesas OZDF comparado con las ratas
delgadas LE sin E.O. (17.08 £ 5.02 y 29 + 13.16, respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14. Media de ovocitos recuperados de ovario de ratas sin estimulacién ovarica. *p<0.05 OZDF

vs. LE (prueba de Kruskal-Wallis).

7.2.2 Grupos con estimulacion ovarica

En el caso de los animales con E.O., se recuperaron en total 249 ovocitos de 12
ratas LE (20.75 + 9.11), 203 de 12 ratas LZDF (16.92 + 7.98) y 138 de 12 ratas
OZDF (11.5 £ 5.96) (Figura 15). De igual forma, se observé una disminucion en el
numero de ovocitos recuperados de ratas OZDF comparado con las ratas LE (11.5 £
5.96 y 20.75 £ 9.11, respectivamente) (Figura 15).

No. de ovocitos
[ b [ [V w w
o w o w o w

w

o

LE LZDF OZDF

37



Figura 15. Media de ovocitos recuperados de ovario de ratas con estimulacion ovarica. *p<0.05 OZDF

vs. LE (prueba de Kruskal-Wallis).

En los grupos de animales con E.O. también se obtuvieron los ovocitos directamente
del oviducto, con un total de 119 ovocitos recuperados de 12 ratas LE (9.92 + 2.47),
95 de 12 ratas LZDF (7.92 + 4.23) y 74 de 12 ratas OZDF (6.17 + 3.24) (Figura 16).
Se observé una disminucion en el numero de ovocitos recuperados de oviducto de
ratas obesas (6.17 + 3.24) comparado con las ratas delgadas LE (9.92 + 2.47)
(Figura 16).

14
12

10 *

No. de ovocitos

N

LE LZDF OZDF

Figura 16. Media de ovocitos recuperados directamente de oviducto en cada uno de los grupos con
estimulacién ovarica. *p<0.05 OZDF vs. LE (prueba de Kruskal-Wallis).

7.2.3 Primer resumen de resultados

El peso de las ratas obesas OZDF sin y con E.O. fue mucho mayor que el peso de
las ratas delgadas (LE y LZDF), consideradas ratas con peso normal (Tabla 1). Se
observo que la masa ovarica de las ratas obesas sin E.O. disminuye drasticamente
en comparacion con las ratas delgadas (Tabla 1). Al realizar la estimulacién ovarica
con gonadotropinas, la masa ovarica de las ratas delgadas aumenta
considerablemente. En las ratas OZDF, hay una recuperaciéon en la masa ovarica

con la estimulacién ovarica, llegando a ser similar a la masa ovarica de las ratas
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delgadas sin E.O. (Tabla 1).

Respecto a la recuperacion de ovocitos, de las ratas obesas se recuperaron menor
numero de ovocitos de ovario en comparacion con las ratas delgadas, tanto en los
grupos sin E.O como en los grupos con E.O. (Tabla 1). Al analizar la cantidad de
ovocitos recuperados de oviducto después de la estimulacién ovarica, se observo
una disminucién en el numero de ovocitos recuperados de ratas obesas comparado

con las ratas delgadas (Tabla 1).

Tabla 1. Relacién entre el grupo, peso corporal, masa ovarica, ovocitos recuperados de ovario y
ovocitos recuperados de oviducto. El signo igual morado representa que no hubo diferencias entre los
grupos, la flecha azul hacia arriba indica que hubo un aumento comparado con los demas grupos y la

flecha naranja hacia abajo indica que hubo una disminuciéon comparado con los demas grupos.

b, - b, - b b./ b-,,*J" b

(LE) (LZDF) (OZDF) (LE) (LZDF) (OZDF)
Variable Sin estimulacién ovarica Con estimulacion ovarica
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— | —  — | —
corporal
Masa = == —
 m—  — —
ovarica
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 m— —  — [ |
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7.3 Analisis de maduracion

La evaluacion de la maduracion se realizd a las 48 horas de MIV en todos los
grupos. Aquellos ovocitos con citoplasma homogéneo, con un cuerpo polar visible y/o
con células del cumulo expandidas fueron considerados como ovocitos maduros
(Figura 17-A). Para corroborar la evaluacion morfolégica de la maduracion y analizar
la viabilidad de los ovocitos, se realizd la tincion con FDA y IP, los ovocitos cuya
fluorescencia fue de color verde fueron considerados maduros y viables (Figura 17-
B).

Figura 17. A) Ovocito maduro con citoplasma homogéneo y células del cimulo expandidas; B) El
mismo ovocito maduro viable analizado con la prueba de FDA y IP. Aumento a 40x.

7.3.1 Maduracioén en medio TLP
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Para los grupos LE, LZDF y OZDF sin estimulacion ovarica, el porcentaje de ovocitos
que maduraron después de 48 horas de cultivo en el medio TLP fue 68.92% (n=51),
68.18% (n=45) y 72.55% (n=37) (Figura 18). No se encontraron diferencias

significativas en el porcentaje de células que maduraron en medio TLP entre grupos.
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Figura 18. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas sin estimulacion ovarica en medio TLP.

Por otro lado, los porcentajes de ovocitos que alcanzaron la madurez de ratas con
estimulacion ovarica (E.O.) después de 48 horas de cultivo en medio TLP fueron:
LE=53.7% (n=29), LZDF=62.22% (n=28) y OZDF=56.67% (n=17) (Figura 19). No se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células que maduraron en

medio TLP entre grupos.
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Figura 19. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas con estimulacién ovarica en medio TLP.

7.3.2 Segundo resumen de resultados.

Después de 48 horas de MIV en medio TLP, no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de ovocitos que alcanzaron la madurez entre las ratas delgadas y las
ratas obesas sin E.O. (Tabla 2). En los grupos con estimulacion ovarica se observa
una ligera disminucidon en el porcentaje de células que maduraron respecto a los
grupos sin E.O., sin embargo, tampoco se observan diferencias significativas en el
porcentaje de ovocitos maduros entre las ratas delgadas y las ratas obesas con E.O.
(Tabla 2).

Tabla 2. Relacidn entre el grupo y el porcentaje de ovocitos madurados in vitro en medio TLP. Las
flechas naranjas representan una disminucion en el porcentaje de maduracion respecto a los grupos

sin estimulacion ovarica (disminucién no significativa).
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TLP
68.92%

68.18%

72.55%

53.7%

62.22%

56.67%

7.3.3 Maduracién con diferentes concentraciones de heparina

7.3.3.1 Medio TLP adicionado con 1mg/ml de heparina

En el medio TLP+1mg/ml de heparina los porcentajes de ovocitos maduros para los
grupos sin estimulacion ovarica fueron: LE= 79.71% (n=55), LZDF 67.16% (n=45) y

OZDF 65.13% (n=32) (Figura 20); se observo un aumento en el porcentaje de células

que maduraron en el grupo LE (79.71%) respecto a los grupos LZDF y OZDF (X2,

p<0.05). Al analizar cada cepa por separado, no se encuentran diferencias entre el

medio TLP+1mg/ml de heparina y el medio control (TLP) en el porcentaje de ovocitos

madurados in vitro de las ratas delgadas LE y LZDF, asi como en las ratas obesas

OZDF sin E.O. Sin embargo, en las ratas delgadas LE se observa un ligero aumento

en el porcentaje de ovocitos que alcanzaron la madurez, aunque esta diferencia no

es significativa (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF sin estimulacion
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ovarica en el medio TLP+1mg/ml en comparacion con el grupo control (TLP). *p<0.05 LZDF y OZDF
vs. LE (prueba de X).

Para los grupos con E.O., el 72.22%(n=39) de ovocitos LE, el 62.22% (n=28) de
ovocitos LZDF y el 66.67% (n=20) de ovocitos OZDF alcanzaron la maduracion
después de 48 horas de cultivo en el medio TLP+1mg/ml de heparina (Figura 21). Al
analizar los grupos con E.O. por separado, no se encuentran diferencias entre el
medio TLP+1mg/ml de heparina y el medio control (TLP) en el porcentaje de ovocitos
que alcanzaron la madurez de ratas delgadas LZDF ni en las ratas obesas OZDF,
aunque en las ratas OZDF se observa un ligero aumento en el porcentaje de células
que maduraron, sin que este aumento sea significativo. En cambio, en las ratas
delgadas LE se observa un aumento significativo en el porcentaje de ovocitos que
maduraron en el medio TLP+1mg/ml de heparina respecto al medio control (X2,
p<0.05) (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF con estimulacion
ovarica en el medio TLP+1mg/ml de heparina en comparacion con el grupo control (TLP). *p<0.05 LE-
TLP+1mg/ml de heparina vs. LE-TLP (prueba de X2).

7.3.3.2 Medio TLP adicionado con 3mg/ml de heparina
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En el medio TLP+3mg/ml de heparina el 77.78% (n=56) de ovocitos de ratas LE sin
E.O., el 73.91% (n=51) de ovocitos de ratas LZDF sin E.O. y el 78% (n=39) de
ovocitos de ratas OZDF sin E.O. alcanzaron la maduracion después de 48 horas de
cultivo (Figura 22). Al analizar cada cepa por separado, no se encuentran diferencias
entre el medio TLP+3mg/ml de heparina y el medio control (TLP) en el porcentaje de
ovocitos maduros de ratas LE, LZDF y OZDF sin E.O. Sin embargo, en los tres
grupos de ratas se observa un ligero aumento en el porcentaje de células que
maduraron respecto al medio TLP, sin que este aumento sea significativo (Figura
22).
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Figura 22. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF sin estimulacién
ovarica en el medio TLP+3mg/ml en comparacion con el grupo control (TLP).

Mientras tanto, para los grupos LE, LZDF y OZDF con E.O. los porcentajes de
ovocitos que alcanzaron la maduracion en el medio TLP+3mg/ml de heparina fueron
59.26% (n=32), 68.89% (n=31) y 56.67% (n=17), respectivamente (Figura 23). Al
analizar los grupos con E.O. por separado, no se encuentran diferencias entre el
medio TLP+3mg/ml de heparina y el medio TLP en el porcentaje de ovocitos
maduros de las ratas LE, LZDF y OZDF (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF con estimulacion

ovarica en el medio TLP+3mg/ml de heparina en comparacién con el grupo control (TLP).

7.3.3.3 Medio TLP adicionado con 6mg/ml de heparina

En el medio TLP+6mg/ml de heparina, el porcentaje de ovocitos que alcanzaron la
madurez para los grupos LE, LZDF y OZDF sin E.O. fueron 72% (n=54), 72.58%
(n=45) y 68.75% (n=33), respectivamente (Figura 24). Al analizar los grupos sin E.O.
por separado, no se encuentran diferencias entre el medio TLP+6mg/ml de heparina
y el medio TLP en el porcentaje de células que maduraron de las ratas de los tres
grupos (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF sin estimulacion
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ovarica en el medio TLP+6mg/ml en comparacion con el grupo control (TLP).

Por ultimo, los porcentajes de ovocitos que maduraron en el medio TLP+6mg/ml de
heparina para los grupos con E.O. fueron: LE=57.41% (n=31), LZDF=57.78% (n=26)
y OZDF=56.67% (n=17) (Figura 25). Al analizar cada cepa por separado, no se
encuentran diferencias entre el medio TLP+6mg/ml de heparina y el medio TLP en el
porcentaje de ovocitos maduros de las ratas de los tres grupos con E.O. (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE, LZDF y OZDF con estimulacion

ovarica en el medio TLP+6mg/ml de heparina en comparacién con el grupo control (TLP).

7.3.4 Tercer resumen de resultados

Se observd un aumento en el porcentaje de ovocitos madurados in vitro de ratas LE
sin E.O. (vs LZDF y OZDF) en el medio TLP+1mg/ml de heparina (Tabla 3). Al
comparar el porcentaje de ovocitos que maduraron en los medios con las diferentes
concentraciones de heparina y el medio control (TLP) no se encuentran diferencias
significativas en los grupos sin E.O. Sin embargo, en las ratas delgadas LE se
observa un ligero aumento en el porcentaje de ovocitos que maduraron en los
medios TLP+1mg/ml de heparina y TLP+3mg/ml de heparina (aumento no
significativo); y en las ratas obesas se observa un ligero aumento en el porcentaje de

células que maduraron en el medio TLP+3mg/ml de heparina (aumento no
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significativo) (Tabla 3).

En los grupos con E.O., al comparar el porcentaje de ovocitos que maduraron en los
medios con las diferentes concentraciones de heparina y el medio control (TLP) no
se encuentran diferencias significativas, excepto en las ratas delgadas LE, donde se
observa un aumento significativo en el porcentaje de células que maduraron en el
medio TLP+1mg/ml de heparina (Tabla 3). En las ratas obesas se observa un ligero
aumento en el porcentaje de ovocitos madurados en el medio TLP+1mg/ml de

heparina, aunque este aumento no es significativo (Tabla 3).

Tabla 3. Relacién entre el grupo y el porcentaje de ovocitos madurados in vitro en los medios TLP,
TLP+1mg/ml de heparina, TLP+3mg/ml de heparina y TLP+6mg/ml de heparina. *p<0.05 LZDF y
OZDF vs. LE (prueba de X2); **p<0.05 LE (E.O.)-TLP+1mg/ml de heparina vs. LE (E.O.)-TLP (prueba

de X%).
i/}J‘ h, .’/)“ I))J‘ ,i’/}‘
(LE) (LZDF) (OZDF) (LE) (LZDF) (OZDF)
% de
maduracion Sin estimulacién ovarica Con estimulacion ovarica
TLP 68.92% 68.18% 72.55% 53.7%** 62.22% 56.67%
TLP+1mg/ml == = —
— — [ ]
de heparina
79.71%* 67.16%* 65.13%* 72.22%** 62.22% 66.67%
TLP+3mg/ml = = = =
— — — —
de heparina
77.78% 73.91% 78% 59.26% 68.89% 56.67%
TLP+6mg/ml == == == == = ==
— — — [ | — —
de heparina
72% 72.58% 68.75% 57.41% 57.78% 56.67%
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VIII. DISCUSION

La obesidad se relaciona con diversos problemas reproductivos, entre los que se
encuentran alteraciones en el metabolismo y maduracién del ovocito. Dall et al.
(2011) y Oliver et al. (2014) describieron una disminucién en el numero de ovocitos
recuperados y en el numero de ovocitos maduros conforme aumenta el IMC de
mujeres sometidas a FIV, siendo las mujeres con obesidad las que tuvieron menor
cantidad de ovocitos y de ovocitos maduros. En el presente trabajo, de las ratas
OZDF se obtuvieron en promedio 17.08 + 5.02 ovocitos recuperados de ovario o
inmaduros y 6.17 + 3.24 ovocitos maduros o recuperados de oviducto, lo cual fue
estadisticamente menor a la cantidad de ovocitos recuperados de ovario (29 + 13.16)
y de oviducto (9.92 + 2.47) de ratas delgadas LE. Nuestros datos concuerdan con lo
reportado por Dall et al. (2011) y Oliver et al. (2014).

La estimulacion ovarica por administracién de gonadotropinas no revirtié el efecto de
la obesidad en la cantidad de ovocitos recuperados de ratas OZDF (LE= 20.75 £ 9.11
y OZDF= 11.5 + 5.96). Esto puede deberse a que en todos los grupos se utilizo la
misma dosis de gonadotropinas. Diversos estudios mencionan que las mujeres
obesas sometidas a TRA requieren dosis mas grandes y mas dias de tratamiento
para lograr una estimulacion ovarica similar a la mujeres con un IMC entre 20 kg/m?
y 25 kg/m2 (The ESHRE Capri Workshop Group, 2006; Dall Agnoletta et al., 2011;
Barrios-De-Tomasi, et al., 2013; Oliver Sanchez et al., 2014; Ozekinci et al., 2015).
Ademas, la obesidad puede alterar sefales metabdlicas maternas, las cuales
modifican el ambiente folicular, afectando, consecuentemente, el metabolismo y
maduracién de los ovocitos. Esto quiere decir que las condiciones en las que se
desarrolla el ovocito afectan su metabolismo y maduracion, por lo tanto, si el
desarrollo del ovocito se lleva a cabo en condiciones adversas, la maduracion del

ovocito se vera afectada (Purcell and Moley, 2011). La concentracién de acidos
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grasos del liquido folicular se modifica por la dieta materna, una concentracion
elevada de acidos grasos libres en el liquido folicular afecta negativamente la funcion
folicular y se asocia con alteraciones en la maduracién de los ovocitos (Jungheim et
al., 2011; Dunning et al., 2014; Valckx et al., 2014; Gu et al., 2015). Ademas, la
sefalizacion alterada de insulina y altas concetraciones de glucosa circulante afectan
la funcion folicular ovarica, aumentando la tasas de apoptosis en células de la
granulosa y provocando anomalias mitocondriales en los ovocitos, alterando la
maduracién (Jungheim et al., 2010; Jungheim et al., 2011; Purcell and Moley, 2011;
Grindler and Moley, 2013). Ademas, se ha reportado en ratones, una asociacion
entre la obesidad y una mayor generacion de EROs, estrés oxidativo, alteraciones
mitocondriales y apoptosis temprana de los foliculos ovaricos, provocando una
disminucion en las tasas de maduracién de ovocitos in vivo (Hou et al., 2016). El
metabolismo energético alterado de los ovocitos, como respuesta a sefiales
nutricionales maternas, puede explicar el hecho de que se recuperen menor cantidad
de ovocitos maduros de ratas obesas y que la estimulacion ovarica con

gonadotropinas no mejore este parametro.

En nuestro estudio, el porcentaje de ovocitos madurados in vitro obtenidos de ratas
sin estimulacion ovarica en los cuatro tratamientos oscilé entre 65% y 80%, mientras
que el porcentaje de ovocitos madurados in vitro obtenidos de ratas con estimulacion
ovarica oscilé entre 53% y 72%. Estos datos concuerdan con los reportados por
Flores-Alonso et al. (2008) y por Zeng et al. (2013) quienes mencionan entre 43-64%

y 55-65%, respectivamente, de ovocitos que alcanzaron la etapa de MII.

En las ratas delgadas LE, con y sin estimulacion ovarica, el porcentaje de ovocitos
que maduraron en el medio TLP adicionado con 1mg/ml de heparina aumenté
ligeramente en comparacion con el resto de los medios y fue significativamente
mayor en comparacion con el resto de los medios de maduracion, asi como en
comparaciéon con las ratas LZDF y OZDF. Lo que concuerda con lo reportado por
Flores-Alonso et al. en el 2008, quienes mencionan que la concentracion de heparina
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mas efectiva para la maduracion de ovocitos bovinos fue de 1mg/ml de heparina,
siendo esta concentracion en la que obtuvieron entre 43% y 64% de ovocitos que
alcanzaron la etapa de MIl. También, Zeng et al. en el 2013 reportd que la adicion de
heparina en los procesos de pre-MIV y MIV promueven la maduracidon de ovocitos de
ratbn de 55 a 65%. Sin embargo, para las ratas obesas OZDF sin estimulacion
ovarica, el medio TLP adicionado con 3 mg/ml de heparina fue el mas efectivo para
la MIV, siendo el porcentaje de ovocitos que maduraron en este medio mayor
respecto a los demas medios de maduracion y siendo similar al porcentaje de
maduracion de ratas LE. La concentracion de 6 mg de heparina no tuvo efecto en la
MIV de ovocitos de ratas delgadas ni de ovocitos de ratas obesas. Flores-Alonso et
al. (2008) mencionan que conforme aumenta la concentracién de heparina en el
medio de maduracion, aumenta el porcentaje de ovocitos con fragmentacion del
ADN, esto puede explicar por qué la concentracion de 6 mg de heparina no tuvo

efecto en la MIV.

Se ha descrito la presencia de heparina en el fluido folicular y en el citoplasma del
ovocito, donde regula sefnales intracelulares, promoviendo la produccion de acido
hialurénico (Flores-Alonso et al., 2008), lo que provoca una disminucion en la
produccion de AMPc, permitiendo la expansion de las células de la granulosa y la
activacion del factor promotor de la maduracion (Ball et al., 1982). Ademas, se ha
propuesto que la heparina puede actuar de forma similar al heparan sulfato,
reduciendo la generacion de EROs y estrés oxidativo, regulando la funcion
mitocondrial y participando en sefiales intracelulares para la correcta maduracién de
los ovocitos, su fertilizacion y el posterior desarrollo embrionario (Kim et al., 2018).
Por lo tanto, una posible explicacion al efecto promotor de la maduracion de la
heparina en la MIV de ovocitos de ratas LE, LZDF y OZDF es que la heparina actua
en la maduracion del ovocito de forma similar al acido hialurénico (uniéndose a
CD44) y/o al heparan sulfato (interactuando con factores secretados por el ovocito)
(Figura 26).
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Figura 26. Posibles mecanismos de accién de la heparina en la maduracién del ovocito. La heparina
puede actuar de forma similar al acido hialurénico o hialuronato, uniéndose a CD44, el cual fosforila
residuos de tirosina de la conexina 43 (Cx43), rompiendo las uniones comunicantes, lo que evita el
ingreso de cAMP al ovocito. La disminucion de cAMP inactiva a la PKAI y permite la activacion de la
fosfatasa cdc25 que se trasloca al nucleo y activa al factor promotor de la meiosis (MPF) y la
reanudacion de la meiosis. Por otro lado, la heparina puede actuar de forma similar al heparan sulfato,
interactuando con factores secretados por el ovocito como GDF9 y BMP15, y en conjunto,
promoviendo la expresion de EGFR y la unién con sus ligandos (factores similares a EGF). Una vez
activado por el ligando, EGFR activa MAPK, que hiperfosforilan a Cx43, rompiendo uniones
comunicantes, inhibiendo la comunicacién entre las células del camulo y el ovocito, y promoviendo la
reanudacion de la meiosis. Fuente: Imagen redibujada y modificada de Nunes et al. (2015) y Yokoo &
Sato (2011).
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IX. CONCLUSIONES

La obesidad se relaciona con una disminucién en el numero de ovocitos recuperados
tanto de ovario (ovocitos inmaduros) como de oviducto (maduros) de ratas adultas.
Ademas, la estimulacion ovarica con gonadotropinas no revierte el efecto negativo de
la obesidad en la cantidad de ovocitos recuperados de ratas adultas. Por lo que la
obesidad afecta directamente en los mecanismos intraovaricos responsables del

metabolismo y maduracion de los ovocitos.

La heparina en concentraciones de 1mg/ml y 3 mg/ml promueve la maduracion de
los ovocitos tanto de ratas delgadas como de ratas obesas. Por lo tanto, la heparina
actua como un factor de maduracion en los medio de MIV.
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