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Resumen

La obesidad es un trastorno metabdlico cronico que predispone al desarrollo de
enfermedades uterinas como fibromas, endometriosis y cancer. Este estudio evalud el
efecto del agonista de GnRH, acetato de leuprolide (LEU), en el espesor endometrial y la
expresion de los receptores estrogénicos ERa y ERB en ratas Zucker obesas y Long-
Evans, mediante una curva dosis-respuesta.

Hembras de ambas cepas, de 60 a 70 dias de edad, se asignaron aleatoriamente a
grupos control, vehiculo (solucion salina) y tres dosis de LEU (1.25 ug, 2.5 ug y 5 pg),
administradas por via subcutanea durante tres dias. Se obtuvieron cuernos uterinos y se
procesaron por inmunohistoquimica para cuantificar la expresiéon de los receptores.

La administracion de LEU redujo el espesor endometrial en ambas cepas y modificé el
diametro uterino. En ratas Zucker obesas, la dosis mas baja incrementd
significativamente la expresién de ERa. En contraste, LEU disminuyé la expresion de
ERP en ratas Long-Evans, mientras que en Zucker obesas el efecto fue menos marcado
y dependiente de la dosis.

Estos resultados evidencian una respuesta diferencial al tratamiento con LEU segun la
cepa y el estado metabdlico, lo que podria ser relevante para el disefio de terapias

hormonales en contextos de obesidad.



Introduccién

Utero

Figura 1. Utero de rata Long-Evans

¢ Morfologia

El dtero es un érgano hueco, musculoso de paredes gruesas, tiene una apariencia de
pera invertida en humanos o tubular en ratas, presenta vasos linfaticos en la pared
conformando un abundante plexo situado en el mesometrio y el parametrio, los nervios
se situan en el plexo de la base del ligamento ancho a cada lado del cuello uterino
(Ramirez-Gonzalez et al., 2016), sostenido por varios ligamentos: un par de ligamentos
cervicales enlazan el cuello uterino y la vagina con la pared pélvica, ligamentos redondos
ligan el extremo del utero cerca de la entrada de los oviductos y por el otro extremo a la

pared pélvica inferior (Jones, 2014).



e Histologia

El utero presenta varias capas con caracteristicas especificas: (1) En la superficie
externa, el perimetrio constituye una capa gruesa de musculo liso, recubierta por la
serosa peritoneal. Esta capa esta dotada de una densa red de vasos linfaticos,
sanguineos vy fibras nerviosas. (2) El miometrio, es responsable de las contracciones
uterinas y contiene una capa de tejido conjuntivo-vascular que alberga grandes arterias,
vasos linfaticos y venas. (3) En la superficie interna, el endometrio, o membrana mucosa,
esta compuesto por una capa funcional de epitelio de revestimiento y glandulas altamente
sensibles a las hormonas reproductivas, que se desprende total o parcialmente durante
el ciclo estral. Ademas, cuenta con una capa de estrato basal que contiene vasos
sanguineos que generan el estrato funcional. Aunque esta capa basal contiene menos
células que el estrato funcional, se mantiene constante a lo largo del ciclo (Ramirez-
Gonzalez et al., 2016). Las glandulas endometriales o uterinas son invaginaciones
secretoras tubulares del epitelio luminal, presentando una capa de mucina (Kateryna
Sikora et al., 2021). La luz uterina tiene un aspecto de hendidura u forma ovalada en el

centro del tubo.

e Fisiologia general

El utero es el 6rgano mas importante para la recepcion del ovulo fecundado, este crea
condiciones para la implantaciéon, maduracion, alojamiento y nutricibn del embridn
durante la gestacion hasta el momento de expulsién del feto (Kateryna Sikora et al.,
2021).

Los esteroides ovaricos influyen en el Utero, regulando su actividad segun los cambios
hormonales provocados por el ovario. La proliferacion y diferenciacion del epitelio uterino
estan controladas principalmente por estradiol, progesterona y diversos factores de
crecimiento (Jesus A. F. Tresguerres et al., 2005). Los estrégenos interactuan con sus
receptores especificos y también inducen indirectamente factores como IGF-I, el factor
transformador de crecimiento a y el factor de crecimiento epidérmico. Por su parte, la

progesterona juega un papel crucial en la conversion del endometrio de un patron
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proliferativo a uno secretor, favoreciendo la proliferacion celular en la capa basal (Hoffman
et al., 2012).

Tras la menstruacion, el endometrio tiene un grosor de 1-2 mm. Bajo la influencia de los
estrogenos, las células glandulares y el estroma de la capa funcional proliferan
rapidamente, dando inicio a la fase proliferativa, que coincide con la fase folicular ovarica.
A medida que avanza esta fase, las glandulas se alargan y las células que recubren su
luz se pseudoestratifican, mientras que el estroma permanece compacto. El grosor
endometrial alcanza cerca de 12 mm en el pico de LH, sin presentar incrementos
significativos después de este punto (Hoffman et al., 2012).

Después de la ovulacion, el endometrio se transforma en tejido secretor, asociada con la
fase lutea del ciclo ovarico. Bajo la accidn de la progesterona, las vacuolas en las células
glandulares se desplazan hacia la luz y liberan su contenido, alcanzando su maximo
alrededor del sexto dia post-ovulacion, coincidiendo con el dia de la implantacion
(Hoffman et al., 2012).

La receptividad uterina, que ocurre entre los dias 20 y 24 del ciclo menstrual, es
fundamental para la implantacion del blastocisto, permitiendo su unién e invasion del
trofectodermo en el endometrio. Ademas, para que la receptividad uterina sea efectiva,
se requieren moléculas de adhesion celular, como las integrinas, asi como
inmunoglobulinas y citocinas (Revel, 2012)

Si no ocurre la implantacién del blastocisto y el cuerpo luteo no se mantiene por la hCG
placentaria, los niveles de progesterona disminuyen, lo que provoca el colapso de las
glandulas endometriales. Las prostaglandinas, especialmente la prostaglandina F2a
(PGF2a), desempeian un papel clave en la regulacién del ciclo reproductivo, induciendo
contracciones miometriales y ayudando a la expulsion del tejido endometrial mediante un
vasoespasmo arteriolar (Andersson, 2008).

Con la menstruacion, la capa funcional del endometrio se desprende, dejando solo la
capa basal, que proporciona las células necesarias para la regeneracion del endometrio.
La reepitelizacion del endometrio comienza entre 2 y 3 dias después del inicio de la

menstruacion y se completa en 48 horas (Hoffman et al., 2012).
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e Ciclo uterino

El utero experimenta un ciclo que es regido por el ovario y su secrecion hormonal; durante
el cual su revestimiento atraviesa distintas etapas: (1) proliferacién del endometrio,
sucede al finalizar la fase folicular ovarica, en este punto se afiade una nueva capa de
células al endometrio bajo la influencia de los estrogenos, (2) desarrollo de cambios
secretores, por accidén del cuerpo luteo, el endometrio sigue proliferando y se convierte
en una estructura secretora por accion de la progesterona, (3) descamacion del
endometrio, se conoce como menstruacion, asociada con el comienzo de la fase folicular
del ovario (Hall & Guyton, 2011). La organizacion estructural del endometrio cambia
segun la fase del ciclo en que se encuentren, manifestandose en cambios en el tamafo
y forma de las luces de las glandulas, su actividad, vascularizacion asi como el espesor

del estroma (Kateryna Sikora et al., 2021).
Estrégenos

El estrogeno es una hormona esteroidea natural que se produce de forma enddgena a
partir del colesterol (Krishnan et al., 2000). Los principales estrogenos endégenos son la
estrona, que predomina en la menopausia; el estradiol, el mas potente y abundante
durante la edad reproductiva; y el estriol, que se produce principalmente durante el
embarazo. Esta hormona desempena un papel fundamental en los ciclos reproductivos
menstruales y estrales, asi como en la fisiologia de 6érganos como las mamas, los ovarios
y el endometrio. Ademas, influye en el metabolismo de los lipidos, la sintesis de proteinas
y el comportamiento (Kiyama & Wada-Kiyama, 2015).

Un exceso o deficiencia de estrégenos puede llevar a problemas de salud, como
sindrome premenstrual (SPM), endometriosis, fibromas, o complicaciones en la

menopausia.
Receptores

La actividad de los estrégenos es controlada por sus receptores hormonales especificos,
estos receptores proteinas que actuan como factores de transcripcion nucleares, cuya
actividad reguladora transcripcional esta mediada por la unidn del esteroide especifico a
esta molécula. Los estrogenos se difunden hacia el nucleo de las células y se unen con

receptores especificos, en dos isoformas ERa y ERB (Hoffman et al., 2012).
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Los receptores estrogénicos se componen de 5 dominios estructurales y funcionales
(Figura 1): un dominio amino terminal (dominio A/B), un dominio de unién al DNA (DBD,
dominio C), una regidn bisagra (dominio D), un dominio de union ligando (LBD, dominio
E) y el dominio carboxilo terminal (dominio F) (Figura 1). Con respecto de los receptores
ERa y ERB, los dominios C y E presentan un alto grado de homologia entre las dos
isoformas, mientras que los dominios A/B, D y F muestran diferencias significativas
(Hamilton et al., 2017). El dominio A/B alberga la funcion de activacién de la transcripcion
1 (AF-1), esencial para la transactivacion que no depende del ligando. En contraste, el
dominio E, también conocido como LBD (ligand-binding domain), contiene la funcion de
activacion de la transcripcion 2 (AF-2), que es crucial para la regulacién transcripcional

que depende del ligando. (Hamilton et al., 2017)

AF1 AF2
ERa 599
N A/B c|D E w2z | F | ¢ (66KD)aa
Sitio de unién al Sitio de union al ligando
DNA (Agonista/Antagonista)
(95%) (60%)
ERPB 549
N A/B c|D E Wz | F | ¢ (EOKD)aa
AF1 AF2

Figura 2. Dominios estructurales y funcionales de receptores ER y sus similitudes. Elaborado por
Lizbeth Ouielhe Alfaro (modificado de Hamilton et al., 2017 & Hewitt et al., 2016)

En los humanos, ambos receptores se encuentran en diferentes tejidos y células,
regulando diversas funciones en los sistemas reproductivo, esquelético y cardiovascular.
El receptor estrogénico alfa (ERa) esta presente en glandulas mamarias, utero, ovarios
(en las células tecales), huesos, higado, tejido adiposo, érganos reproductores
masculinos, glandulas suprarrenales y tiroides (Paterni et al., 2014), y se localiza en el
cromosoma 6g25.1-g25.2. En contraste, en la rata, ERa se expresa en glandulas
suprarrenales, cerebro, corazon, rifidn, higado, pulmon, musculos, bazo, testiculos, timo,
utero y ovarios, y esta ubicado en el cromosoma 1q11 (Yu et al., 2014).

El receptor estrogénico beta (ERB) en humanos se encuentra en la préstata, la vejiga, el

ovario (en las células de la granulosa), el colon, el tejido adiposo, el sistema nervioso
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central, el eséfago, la placenta, la tiroides, el intestino delgado, los pulmones, el tejido
mamario, los huesos y el utero, y esta posicionado en el cromosoma 14q23.2-q23.3
(Paterni et al., 2014). Por otro lado, en ratas, ER[3 se expresa en el cerebro, pulmones,
musculos, bazo, testiculos, timo, ovarios y utero, y se encuentra en el cromosoma 6q24
(Yu et al.,, 2014).

Los perfiles de expresion de ERa y ERB en el utero son distintos, se expresan en el
epitelio luminal, epitelio glandular, el estroma endometrial, células del musculo liso
miometrial, aunque la mayor parte se reporta en el endometrio, células luminales y
glandulares (Kateryna Sikora et al., 2021)

ERB modera las acciones no deseadas de los estroégenos al inhibir la actividad de ERa.
Aunque ERL se une al estrogeno (E2) con una afinidad similar a ERa, ejerce sus efectos
a través de la via de sefalizacién clasica. En presencia de concentraciones elevadas de
E2, ERB actua como un represor trans-dominante de la actividad transcripcional de ERa.
Los niveles mas altos de expresién de ER[ se observan en la fase proliferativa del ciclo
uterino (Weihua et al., 2000).

ERa regula la transcripcién activada por ligando en tejidos sensibles a los estrogenos. La
progesterona altera la sensibilidad al E2 al reducir los niveles de ERa en el utero de la
rata a medida que aumentan los niveles séricos de progesterona. Aunque ERpB esta
presente en menor cantidad en las células, no puede reemplazar la ausencia de ERaq, ya
que ERa regula positivamente las concentraciones de progesterona en el estroma y el
miometrio, mientras que regula negativamente los niveles en las células epiteliales
(Sahlin et al., 2006).

Durante la fase folicular y proliferativa, cuando los estrogenos estan elevados y la
progesterona baja, la luz del utero se agranda, lo que lleva a un aumento en la expresion
de ERB. En la fase lutea y de ovulacion, cuando los estrégenos disminuyen y la
progesterona aumenta, los niveles de ERa disminuyen. Ambos receptores se coexpresan
en el tejido uterino con cambios ciclicos (Matsuzaki, 1999).

Existen mecanismos para regular la activacion de los receptores, provocando una
desensibilizacién que restringe la duracién de la respuesta al atenuar la sensibilidad de

las células a una concentracion hormonal constante durante una exposicion prolongada.
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Se han identificado y caracterizado tres mecanismos principales de sefalizacion
transcripcional mediada por los receptores de estrogeno (ER), asi como un mecanismo
no gendémico (Figura 2). Estos incluyen: (1) la union directa a elementos reguladores del
ADN o clasica, (2) la union indirecta a otros factores de transcripcion unidos al ADN, (3)
la activacion del receptor independiente del ligando, que implica una fosforilacion alterada
de sitios en la proteina del receptor, y (4) la sefializacién no gendmica (Hewitt et al., 2016).
En el modelo clasico de respuesta a los estrogenos los ligandos de estrogeno se difunden
a través del plasma y las membranas nucleares para unirse al ER, lo que resulta en un
cambio conformacional en el receptor, transformandolo a un estado activado que
interactua con la cromatina a través de mediadores transcripcionales (Hewitt et al., 2016).
El segundo mecanismo de activacion del receptor de esteroides, que es independiente
de ER, involucra la conexion del receptor activado por el ligando con factores de
transcripcion que estan directamente unidos al ADN mediante sus respectivos elementos
de respuesta (Hewitt et al., 2016).

En la tercera via de acciones independientes del ligando Los factores de crecimiento
peptidicos pueden activar la expresion génica mediada por ERa mediante la activacion
de la proteina quinasa activada por mitdgenos de ERa en ausencia de E2. Asimismo, los
factores de crecimiento pueden imitar los efectos de E2 en el utero de roedor mediante
la activacion independiente de E2 de ERa. En algunos casos, la proteina MAP quinasa
ERK se recluta junto con ERa en la cromatina (Hewitt et al., 2016).

La cuarta via, no gendmica, involucra la rapida activacion de la oxido nitrico sintasa
endotelial en las células endoteliales, asi como el aumento de la conductancia. Un posible
mediador de esta respuesta hormonal rapida, localizada en la membrana, es el receptor
de estroégeno acoplado a la proteina G (GPER), anteriormente conocido como GPR30,
que es activado por E2 (Hewitt et al., 2016).

La expresion de receptores de estrogeno y progesterona en el endometrio se encuentra
altamente regulada a través del ciclo menstrual, lo que proporciona un mecanismo
adicional para el control de los efectos de los esteroides en el desarrollo y la funcion
endometriales. Los receptores de estrégeno se expresan en el nucleo de las células
epiteliales, del estroma y miometriales, y las concentraciones alcanzan su maximo

durante la fase proliferativa; sin embargo, durante la fase lutea, las concentraciones de
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progesterona mitigan la expresion de receptores de estrogenos. Los receptores
endometriales de progesterona alcanzan su maximo a mitad del ciclo, en respuesta al
incremento de las concentraciones de estrégenos.

Hacia la parte media de la fase Iutea, la expresion de receptores de progesterona en el
epitelio glandular es practicamente nula, aunque la expresion permanece fuerte en el

compartimiento del estroma (Lessey, 1988).
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Figura 3. Mecanismos principales de sefializacion transcripcional mediada por los receptores de
estrégeno (ER) (Hewitt et al., 2016).

Obesidad y problemas reproductivos

La obesidad es una enfermedad créonica multifactorial que resulta del desequilibrio
metabdlico debido a la disfuncion del tejido adiposo.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son generadas durante el metabolismo
aerobico normal. Sin embargo, cuando la produccion de ROS excede la capacidad del
sistema antioxidante para neutralizarlas, se produce un desequilibrio que dafa
estructuras celulares clave como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Carvajal, 2019).
Este desajuste, originado por una sobreproduccion de ROS y una reduccién en las
defensas antioxidantes, da lugar a una inflamacién créonica que favorece el estrés
oxidativo. A medida que aumentan los niveles de ROS, se pueden ver implicados en el

desarrollo de diversas enfermedades, como la diabetes, trastornos metabdlicos vy
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enfermedades cardiovasculares. Ademas, este proceso estd asociado con efectos
patolégicos, como el incremento en el tamafio y volumen de los adipocitos (Crujeiras &
Casanueva, 2015).

El tejido adiposo, es especialista en almacenar energia en forma de triacilgliceroles
(TAG), actua como un 6rgano metabdlico y endocrino que secreta adipocitoquinas y
citocinas, regulando el metabolismo de los esteroides sexuales (Crujeiras & Casanueva,
2015), la ingesta de alimentos, el eje reproductivo, la sensibilidad a la insulina y
respuestas inmunes (Richard et al., 2000). La adiponectina se correlaciona inversamente
con la grasa corporal, desempefia funciones en la maduracion de los ovocitos,
proliferacion y muerte de las células de la granulosa, asi como ajusta la secrecion de
estradiol y progesterona (Crujeiras & Casanueva, 2015). La leptina en cantidades
elevadas afecta la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH ya que las citocinas
proinflamatorias suprimen de forma dosis-dependiente los pulsos (Al-Yasiry, R. et al.,
2022), por tanto, restringe la esteroidogenesis e interrumpe el proceso de ovulacién, asi
como retrasos en el crecimiento de los ovocitos, desempefiando un papel inhibidor en el
eje HPO como resultado de la inflamacion cronica (Crujeiras & Casanueva, 2015).

El exceso de grasa corporal perturba el eje HPO a través de vias centrales y periféricas,
afectando negativamente la capacidad reproductiva. Esto puede provocar afecciones
reproductivas como tasas de concepcidon mas bajas, mayor infertilidad, pubertad
temprana o tardia, trastornos ovulatorios e incluso hipogonadismo debido al desequilibrio
en la homeostasis energética (Crujeiras & Casanueva, 2015). También se observa un
aumento en los niveles de estrogenos y estrona, disfuncion endotelial por citocinas
proinflamatorias y ROS (Al-Yasiry et al., 2022), disminucién en la amplitud del pulso de
LH durante la fase folicular, prolongandola, asi como fases luteas cortas (Penzias et al.,
2021). Este sindrome metabdlico representa un importante problema de salud publica, lo

que acentua la necesidad de desarrollar estrategias efectivas para su tratamiento.

Modelos animales para el estudio de la obesidad

En la investigacion preclinica, se han realizado importantes avances mediante el uso de
modelos animales que replican la enfermedad humana. Los modelos murinos son
particularmente utiles para estudiar la obesidad, ya que comparten caracteristicas con

los humanos y son practicos en términos de cuidado y costo relativamente bajo (Doulberis
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et al., 2020). Entre los roedores mas utilizados estan el ratén y la rata de laboratorio. Se
emplean dos tipos principales de modelos animales para estudiar la obesidad: los
monogeénicos, que presentan mutaciones en un solo gen relacionado con la leptina, y los
poligénicos, que inducen obesidad mediante dietas especificas, como dietas altas en
grasas que ofrecen alta densidad energética o dietas de cafeteria que promueven la
obesidad debido al exceso de energia acumulada por un aumento de grasas y el gasto
energético insuficiente de estos animales. También existen modelos menos comunes que
se crean mediante enfoques quimicos o quirurgicos (Doulberis et al., 2020).

Aunque los estudios epidemioldgicos proporcionan valiosa informacién, es necesario
utilizar modelos animales para abordar aspectos experimentales por razones éticas y
metodoldgicas (Escalona Mugica et al., 2021). Entre los modelos animales para la
obesidad, se encuentran las ratas Zucker diabéticas grasas (OZDF), ratas grasas Otsuka
Long-Evans Tokushima (OLETF), ratas grasas Wistar (WFR), ratones db/db, ratones
ob/ob, ratén Tubby, ratén Agouti, raton Mahogany, raton fat/fat, ratas Sprague-Dawley,
DS rata obesa, rata Koletsky, (Rata obesa espontaneamente hipertensa -SHROB), ratén
M16 (Beck, 2000; Doulberis et al., 2020).

La rata Zucker diabética obesa (OZDF) es el modelo preferido para investigar la obesidad,
este modelo comparte varias caracteristicas con la obesidad en humanos, como la
hiperfagia, hipertriacilglicerolemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, hipertensién y
alteraciones en la tolerancia a la glucosa (Pandey & Dvorakova, 2020). Los cambios
metabdlicos en estas ratas comienzan a ser evidentes entre la tercera y la quinta semana
de edad, momento en el cual su peso aumenta casi el doble en comparacién con sus
companeros de camada delgados (Wang et al., 2014). Presenta una mutacion en el
receptor de leptina, lo que impide que la leptina ejerza su efecto supresor sobre la ingesta
de alimentos a través de sus receptores en el SNC. Esta disfuncién en la senalizacion de
la leptina causa importantes variaciones en las redes neuropeptidicas (Beck, 2000).
Ademas, se ha observado que las ratas obesas tienen niveles elevados de triglicéridos y
colesterol en comparacion con las ratas delgadas, lo que se atribuye a la lipotoxicidad
derivada del metabolismo excesivo de acidos grasos (Pandey & Dvorakova, 2020).

La rata de laboratorio presenta un ciclo estral, que difiere del ciclo menstrual humano.

Mientras que el ciclo menstrual de las mujeres, con una duracion aproximada de 28 dias,
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se divide en varias fases: menstruacion, fase folicular, ovulacién y fase lutea (Hoffman et
al., 2012) el ciclo estral de las ratas dura entre 4 y 5 dias. Las ratas son animales
poliestros que presentan cuatro fases distintas en su ciclo estral: (1) Proestro (fase
folicular), una etapa breve con una duracion promedio de 14 horas, caracterizada por la
presencia predominante de células epiteliales nucleadas, pequefas, redondas y de
tamano relativamente uniforme. (2) Estro (ovulacién), con una duraciéon que varia entre
24 y 48 horas, se distingue por la presencia de células epiteliales queratinizadas
predominantemente anucleadas. (3) Metaestro o Diestro |, una fase corta de 6 a 8 horas,
se caracteriza por una mezcla de células epiteliales queratinizadas anucleadas y
neutrofilos. (4) Diestro o Diestro Il, la fase mas prolongada del ciclo estral, con una
duracion promedio de 48 a 72 horas, se distingue por una disminucion significativa en el
numero de células epiteliales queratinizadas anucleadas, aunque no se elimina
completamente su presencia (Tammy Fernandez-Romero et al., 2021). A diferencia del
ciclo menstrual, el ciclo estral de las ratas no incluye el desprendimiento del revestimiento
uterino ni sangrado; en cambio, las ratas experimentan variaciones hormonales y de
comportamiento que afectan su receptividad sexual y produccién hormonal, siendo
receptivas al apareamiento unicamente durante la fase del estro (Kateryna Sikora et al.,
2021).

Las ratas Zucker exhiben ciclos estrales prolongados, que duran de 7 a 8 dias, con una
extension prolongada de la fase de diestro y un desarrollo folicular limitado en la mayoria
de los casos. Asimismo, suelen mostrar niveles plasmaticos reducidos de estradiol y
elevados de progesterona (Marin Bivens y Olster, 1997; Keen-Rhinehart y Kalra, 2004).

Aunque el utero de las ratas comparte similitudes con el humano en términos de
histologia, funcion y dependencia hormonal, se diferencia en su forma bicorne, su ciclo

estral y la ausencia de menstruacion (Kateryna Sikora et al., 2021).

Infertilidad asociada al utero

El utero desempena un papel esencial en el proceso reproductivo, lo que convierte a las
anomalias uterinas, ya sean congénitas o adquiridas, en responsables del 10% de los
casos de infertilidad femenina con varias causas posibles, incluidos trastornos
reproductivos, malformaciones congénitas, infecciones, disfunciones hormonales y

obesidad (Gonnella et al., 2024; Jaime Albornoz & Gonzalo Duque, 2010). Los principales
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factores que contribuyen a estas anomalias son los miomas uterinos, podlipos
endometriales, adherencias intrauterinas y endometriosis. Estas alteraciones pueden
surgir de un conjunto de problemas en el desarrollo embrionario, como la fusién o
migracion de los conductos de Muller (Jaime Albornoz & Gonzalo Duque, 2010).

Estas anomalias interfieren mecanicamente con el transporte de espermatozoides y la
implantacion de embriones. Durante la implantacion, el embrion debe establecer un
contacto estrecho con un endometrio hormonalmente preparado, siendo una cavidad
uterina anatéomicamente normal uno de los requisitos para lograr una implantacion
exitosa. Tanto las anomalias congénitas como las enfermedades adquiridas del utero
pueden obstaculizar la implantacion y placentacion normales, lo que puede llevar a la
infertilidad y a la pérdida del embarazo (Taylor & Gomel, 2008).

Cualquier alteracion, incluidas las anomalias anatdomicas, puede afectar esta sincronia.
Esta configuracion anormal del utero se asocia con un aumento en las complicaciones
obstétricas, como abortos espontaneos, embarazos ectdpicos, presentaciones

anormales, incompetencia cervical y parto prematuro (Lin et al., 2002).

Acetato de leuprolide

El acetato de leuprolide es un nonapéptido sintético que actua como agonista del receptor
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Como agonista, puede ocupar el
sitio activo del receptor, generando un efecto similar al de la hormona natural, a pesar de
las diferencias en sus estructuras moleculares.

La GnRH tiene una vida media de 2 a 5 minutos y actia como un puente entre los
sistemas neural y endocrino (Wilson et al., 2007). En cambio, el acetato de leuprolide,
con una vida media de aproximadamente 3 horas, se emplea debido a una mayor
estabilidad y alta afinidad por los receptores de GnRH en la hipdfisis, lo que facilita su
uso clinico prolongado (Teutonico et al., 2012).

Cuando se administra de forma continua durante periodos prolongados, LEU actua como
un inhibidor de las gonadotropinas, provocando una desensibilizacion de los receptores
hipofisarios, esto desencadena una disminucién en la secrecién de gonadotropinas y en
los niveles de estrogenos y progesterona, que se observa entre una y dos semanas
después del inicio del tratamiento con el agonista de GnRH (Hoffman et al., 2012),

resultando en una disminucion, e incluso en la inhibicién, de la liberacién de LH (hormona
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luteinizante) y FSH (hormona foliculo estimulante). Sin embargo, en las fases iniciales del
tratamiento, se observa un aumento transitorio en las secreciones hipofisarias y en los
niveles séricos de LH y FSH (Teutonico et al., 2012). Es importante mencionar que, al
suspender el tratamiento con leuprolide, los efectos del farmaco se revierten rapidamente

con la ausencia del mismo (Wilson et al., 2007).

Antecedentes
Obesidad y patologia uterina

La obesidad esta vinculada a un estado de inflamacion cronica, lo que puede ser un factor
importante en el desarrollo de enfermedades uterinas. Esta inflamacion afecta el
endometrio de varias maneras, incluyendo la hiperplasia endometrial, que se refiere al
crecimiento excesivo del tejido endometrial y aumenta el riesgo de cancer endometrial
debido a la inflamacion persistente, se postulan varios mecanismos a través de los cuales
la obesidad incrementa el riesgo de cancer de endometrio, tales como el aumento de
hormonas esteroides enddgenas (estrogenos), la resistencia a la insulina, la inflamacion
cronica y las adipocinas (Kurman & Shih, 2010; Shaw et al., 2016).

Por otro lado, la endometriosis se define por la presencia de glandulas y estroma
endometrial fuera de la cavidad uterina, y suele localizarse en la pelvis, los ovarios y las
trompas de Falopio. Esta condicidon puede ser asintomatica o manifestarse con sintomas
incapacitantes, como dolor pélvico y dismenorrea severa. Ademas, interfiere con la
implantacion del embrion y genera inflamacion y adherencias en los tejidos adyacentes
(Restrepo y Gustavo Adolfo, 2010). Se estima que afecta entre el 2 y el 10% de las
mujeres en edad reproductiva y entre el 2 y el 5% de las mujeres posmenopausicas que
estan bajo tratamiento hormonal (Gonnella et al., 2024).

La endometriosis es considerada una de las afecciones ginecoldgicas benignas mas
comunes y se caracteriza por una inflamacion crénica. Existe una correlacion entre la
obesidad y las etapas mas avanzadas de esta enfermedad, aunque la relacion de causa
y efecto no se ha esclarecido del todo. Por ello, el impacto conjunto de la obesidad y la
endometriosis en la funcién endometrial y la fertilidad continta siendo incierto (Gonnella
et al., 2024).
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Enfoques con animales para investigar la obesidad

La obesidad es una condicién compleja que requiere un enfoque multidisciplinario debido
a sus multiples dimensiones bioldgicas, psicoldgicas, culturales, sociales y ambientales.
En este contexto, las ratas Zucker obesas, que desarrollan signos clasicos del sindrome
metabdlico en humanos, se han convertido en un modelo animal clave en la investigacion
preclinica, proporcionando una herramienta valiosa para entender este sindrome en
humanos, este modelo genético es el mas reconocido para estudiar la obesidad
(Aleixandre & Miguel, 2008).

En estudios recientes realizados con un modelo de ratén CD-1 inducido a la obesidad
mediante una dieta hipercaldrica, Wilson et al. (2022) reportaron un aumento en el indice
de masa corporal de estos animales, quienes también mostraron una desregulacion del
estroma endometrial. De manera similar, Gao et al. (2021) llevaron a cabo un estudio en
ratones obesos inducidos por una dieta alta en grasas, observando alteraciones en la
morfologia uterina, que incluyeron la presencia de glandulas quisticas, engrosamiento de
la capa estromal y la pérdida de la forma columnar de las células que recubren el
endometrio, acompafiado de un aumento en las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-
a.

En cuanto a la interaccion entre los receptores de estréogeno (ER) y la adipogénesis,
diversos estudios han evidenciado que estos receptores no solo se localizan en los tejidos
reproductivos, sino también en los adipocitos, donde desempenan un papel crucial en la
regulacion de la lipogénesis. Se ha sugerido que los estrogenos suprimen la lipogénesis
a través de la accién de los receptores ER en los adipocitos, lo que indica una modulacion
hormonal en el almacenamiento de grasa (Mauvais-Jarvis, 2011). En este contexto, Heine
et al. (2000) reportaron que una deficiencia de ERa en el tejido adiposo de ratonas
hembra puede desencadenar obesidad sin hiperfagia debido a la atrofia de los adipocitos.
En estudios realizados con ratones ICR ovariectomizados (OVX), se observo que la
ovariectomia por si sola provoca un incremento en el peso corporal de los animales, un
hallazgo también reportado en ratas por You et al. (2014). Sin embargo, cuando estos
animales fueron tratados con un ligando selectivo para el receptor 8 de estrégenos (C-1),
se evidencio un aumento en el peso uterino, asi como un incremento en el numero y

tamafio de las glandulas endometriales (Sasayama et al., 2017).
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Adicionalmente, los receptores GPR30, un receptor de membrana acoplado a proteina G
para estrogenos, también han sido objeto de investigacién. En un estudio realizado por
Sharma et al. (2020), ratones obesos inducidos por ovariectomia (OVX) tratados con un
agonista de GPER mostraron una reduccion significativa en el peso corporal. Estos
hallazgos sugieren que la activacion de este receptor de membrana podria tener un efecto
terapéutico en la obesidad.

En un estudio realizado Shang et al., (2017) con ratas inducidas a la obesidad mediante
una dieta alta en grasa (HPO) y tratadas experimentalmente con estradiol (E2), se reportd
un aumento en el espesor endometrial, asi como en el epitelio glandular y el miometrio
uterino. No obstante, también se observaron niveles bajos de adiponectina en estos
animales. De manera similar, Weigt et al., (2015) observaron que en ratas obesas Zucker
ovariectomizadas (OVX), el tratamiento experimental con E2 en un grupo y con un
agonista selectivo del receptor-a en otro grupo lograron contrarrestar la atrofia uterina
inducida por la ovariectomia. En otro estudio, realizado Q. Zhang et al., (2009) en ratas
obesas Zucker tratadas con E2, se evidencié un aumento en el peso uterino, acompanado
de un incremento en la altura del epitelio luminal y una mayor expresion de genes

proliferativos, como Ciclina Ay c-Myc, especialmente en el tejido endometrial.

Acetato de leuprolide (LEU) y endometrio

LEU introducido en el ambito clinico en 1985 como alternativa a las terapias con
estrégenos y la castracion quirdrgica para el tratamiento del cancer de prostata, LEU ha
sido aprobado por la FDA para diversas aplicaciones médicas. Estas incluyen el
tratamiento de la endometriosis, la pubertad precoz, las técnicas de fertilizacion in vitro
(FIV), los fibromas uterinos, el sindrome de ovario poliquistico, asi como el cancer de
ovario, endometrial y de préstata (Wilson et al., 2007).

El cancer de endometrio se origina generalmente a partir de células que dependen de
hormonas. En este contexto, Bodur Ozturk et al. (2010) encontraron que los agonistas de
GnRH, como leuprolide, tienen un efecto directo en este tipo de cancer al aumentar el
indice de apoptosis y reducir la proliferacion celular en lineas celulares de adenocancer
endometrial.

La endometriosis es una afeccion que impacta a un considerable porcentaje de mujeres

en edad reproductiva, manifestandose a través de sintomas como dolor pélvico,
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dismenorrea y dispareunia. El acetato de leuprolide se ha empleado como tratamiento
para esta condicion, buscando reducir las lesiones endometridsicas y aliviar los sintomas
(Plosker & Brogden, 1994). Si bien este tratamiento ha demostrado ser efectivo, su uso
esta restringido a un maximo de seis meses. Puede administrarse solo o en combinacién
con acetato de noretindrona, lo cual ayuda a mitigar la pérdida de densidad mineral 6sea.
En caso de que los sintomas se reanuden, se puede llevar a cabo un ciclo de
retratamiento adicional de seis meses con la misma combinacion (Plosker & Brogden,
1994).

Ademas, se ha propuesto el bazedoxifeno en conjunto con estrégenos conjugados como
un tratamiento complementario eficaz al acetato de leuprolide para mujeres
premenopausicas con endometriosis. Esta estrategia evita la estimulacién no deseada
de las mamas, el sistema nervioso central y el endometrio, y proporciona un efecto
protector sobre el sistema esquelético, manteniendo la masa Osea en mujeres
posmenopausicas Yy restableciendo el flujo de células madre al utero (Hill et al., 2018;
Sahin Ersoy et al., 2017).

Zhang et al. (2022) encontraron que el tratamiento con acetato de leuprolide (LEU)
incrementa la expresion del gen MIF en mujeres con indice de masa corporal (IMC) = 30.
Dado que el gen MIF (Factor Inhibidor de Macréfagos) esta estrechamente relacionado
con procesos inflamatorios y metabdlicos, especialmente con la obesidad, estos
hallazgos sugieren que el tratamiento con LEU podria estar asociado con un aumento de
peso adicional en pacientes obesas. EI MIF es conocido por su participacion en la
regulacion del metabolismo lipidico y la resistencia a la insulina, factores clave en la
patogenia de la obesidad (Matia-Garcia et al., 2014). En este contexto, el aumento en la
expresion de MIF podria desencadenar una respuesta metabdlica que favorezca el
almacenamiento de grasa, lo que potencialmente agravaria la obesidad en mujeres ya
afectadas por esta condicion. Ademas, es importante destacar que los efectos del LEU
sobre el metabolismo podrian ser diferentes en funcion del IMC de las pacientes, ya que
el tratamiento hormonal tiende a tener un impacto distinto en individuos con obesidad en
comparacion con aquellos con un peso corporal dentro del rango normal.

Por otro lado, investigaciones previas han observado otros efectos del LEU en mujeres
con endometriosis. Weng et al. (2014) reportaron que el tratamiento con LEU promueve
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la apoptosis en células epiteliales endometriales eutdpicas, inhibiendo la expresion del
factor GRP78, conocido por su papel en la regulacion del estrés celular. Ademas, Kim et
al. (2014) documentaron una disminucion en el volumen uterino de las pacientes tratadas
con LEU.

Sin embargo, Usadi et al. (2008) realizaron un estudio en mujeres con ciclos menstruales
irregulares, quienes fueron tratadas con LEU y posteriormente administradas con
estrégeno exogeno (E2). A través de ecografias transvaginales, examinaron el espesor
endometrial de sus uteros y observaron una disminucién en el espesor endometrial,
aunque este cambio no resulté ser estadisticamente significativo.

El acetato de leuprolide (LEU) ha sido utilizado en diversos estudios en roedores para
evaluar sus efectos en diferentes contextos fisiologicos. En un estudio realizado por
Kitajima et al. (2006), se administr6 LEU a ratas con sindrome de hiperestimulacion
ovarica (SHO), observando una disminucién en los niveles de estradiol (E2) en estos
animales. Por otro lado, Olvera-Sandoval et al. (2017) investigaron los efectos de LEU en
ratas ovariectomizadas (OVX) y no ovariectomizadas, reportando un aumento en el peso
corporal y una expansion en la longitud corporal de las ratas tratadas. Estos efectos
fueron atribuidos por los autores a posibles efectos secundarios del farmaco.

Ademas, LEU ha sido empleado para estudiar el inicio de la pubertad en ratas. En un
estudio de Guarraci et al. (2023), se administréo LEU a ratas hembra en la etapa postnatal
al inicio de la pubertad. Los resultados mostraron un retraso en la apertura vaginal y la
interrupcién del primer ciclo estral, lo que impidié que la mayoria de las ratas entraran en
estro. Sin embargo, al finalizar el tratamiento con LEU y examinar los uteros de las ratas
sacrificadas, los autores concluyeron que no hubo efectos a largo plazo sobre el peso
uterino en estos animales.

En el contexto de la endometriosis, Goktolga et al. (2015) administraron LEU a ratas
inducidas quirurgicamente con endometriosis y observaron una disminucién en el area

media de los implantes endometridsicos.
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Justificacion

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2021, aproximadamente
el 39% de las mujeres adultas a nivel global presentaban sobrepeso, y de estas, el 15%
padecian obesidad. En México, alrededor del 41% de las mujeres adultas sufren de
obesidad, segun el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP, 2024). La obesidad tiene
un impacto significativo en la fertilidad, incrementando el riesgo de infertilidad; se estima
que entre el 30% y el 40% de las mujeres con sobrepeso u obesidad enfrentan
dificultades para concebir debido a problemas de ovulacién y otras complicaciones
relacionadas (Pasquali et al., 2007).

El acetato de leuprolide, empleado en el tratamiento de diversas afecciones médicas, ha
demostrado ser efectivo para pacientes con endometriosis (Zhang et al., 2022). Sin
embargo, los efectos hipoestrogénicos de este tratamiento sobre la expresién de los
receptores de estrégenos ERa y ERB en el utero aun no estdan completamente
esclarecidos, especialmente en mujeres con obesidad (Matsuzaki et al., 2000). Dado que
la relacidon entre infertilidad y obesidad no ha sido suficientemente investigada en el
contexto de los tratamientos de fertilidad y sus implicaciones en la expresion de los
receptores hormonales, es necesario adoptar un enfoque integral. Por ello, el presente
estudio tiene como objetivo evaluar el uso de leuprolide como agonista de GnRH en ratas
Zucker obesas y determinar si este tratamiento influye en la expresion de los receptores

de estrégenos (ER) en el utero de estos animales.

Pregunta de investigacion

¢ Cual es el efecto de la administracion subcutanea de acetato de leuprolide sobre los
receptores de estrégenos ERa y ERB en el utero de ratas hembra Zucker adultas en

etapa reproductiva?
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Objetivo general

Determinar el efecto del acetato de leuprolide en la expresion de los receptores ERa y

ERB en el utero de ratas hembra Zucker adultas.

Objetivos especificos

1. Evaluar los efectos de la administracion de acetato de leuprolide sobre los

parametros zoometricos en la rata Zucker obesa.

2. Determinar si la administracion del agonista de GnRH afectar el peso y los

parametros morfoldgicos del Utero de ratas obesas Zucker administradas con LEU.

3. Localizar y cuantificar la presencia de receptores ERa y ER[ estrogénicos en el

utero de ratas Zucker adultas.

Hipétesis
La administracion de acetato de leuprolide, agonista de GnRH, aumenta la expresion de

los receptores ERa y ER[ en el utero de ratas Zucker obesas.

Metodologia

Los animales empleados en este estudio fueron obtenidos y alojados en el Bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Todos los
procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices establecidas en la "Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio", asi como en las normativas de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y la Ley Mexicana de Proteccion Animal
para la utilizacion de animales en experimentacion (De la Federacion, 2001). Se
adoptaron medidas para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el nimero
necesario para el proyecto. Ademas, se siguieron los criterios aprobados por el Comité
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP en relacién con
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el manejo y la eutanasia. El protocolo de investigacion recibié la aprobacion del CICUAL
con el folio 100274222-UALVIEP-23/1, fechado el 6 de noviembre de 2023.

Se emplearon un total de 40 ratas de 90 dias de edad de dos cepas diferentes: 20 ratas
Long-Evans y 20 ratas Obese Zucker Diabetic (OZDF). Los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de laboratorio, con un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas cada
uno, acceso libre a alimento y agua. Cada jaula albergaba 4 individuos. El ciclo estral de

las ratas se monitoreo a través de la observacion de frotis vaginales

Diseino experimental

Los animales, se obtuvieron a los 60 a 70 dias de edad y se asignaron aleatoriamente 4
ratas Long-Evans y 4 ratas OZDF a uno de los siguientes grupos experimentales: Control,
Vehiculo con solucion fisiologia (0.25 ml/rata), Dosis 1 LEU (1.25 pg/rata, s.c.), Dosis 2
LEU (2.5 pglrata, s.c.), y Dosis 3 LEU (5 pg/rata, s.c.). La administracion del farmaco se
llevd a cabo diariamente por via subcutanea durante 3 dias cuando los animales tenian
90 dias de edad. El acetato de leuprolide (Sigma-Aldrich, L0399-1MG) se prepar6
mediante dilucién en solucion fisioldgica estéril para alcanzar una concentracién final de
10 pg/mL. La solucién obtenida se almaceno en alicuotas a -20 °C hasta su uso, con el
fin de mantener la estabilidad del compuesto. La administracion de LEU se realizé segun

el grupo experimental correspondiente.

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital sddico
(1ml/rata). Posteriormente, se tomaron los siguientes parametros morfométricos: (1) Peso
corporal: Se utilizé una balanza gramera digital (FUYO, SF-400, con una sensibilidad de
1 g a 10,000 g). El animal se colocd en un recipiente ligero (previamente pesado) para
medir su peso en gramos (g). (2) Longitud total: El animal colocado en posicién ventral
sobre una superficie plana, se midié desde el hocico hasta el extremo de la cola utilizando
una cinta métrica graduada en centimetros (cm). (3) Longitud de la cola: En posicion
ventral, se midié desde el ano hasta el extremo de la cola con una cinta métrica graduada
en centimetros (cm). (4) Longitud del cuerpo: Con el animal en posicién ventral, se midio
desde el hocico hasta el punto de origen de la cola (ano) utilizando una cinta métrica
graduada en centimetros (cm). (5) Circunferencia del abdomen: El animal, en posicion
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dorsal con las patas ligeramente separadas del cuerpo, se midi6é alrededor de la parte
media del abdomen con una cinta métrica graduada en centimetros (cm), ajustandola

ligeramente para comprimir el pelaje del cuerpo.
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Figura 4. Toma de datos morfométricos. A) Longitud total, B) Longitud de la cola, C)
Circunferencia del abdomen, D) Grasa abdominal de Long-Evans, E) Grasa abdominal OZDF

Se procedié a la diseccion del utero y del tejido adiposo, registrando sus pesos con una
balanza de alta precision (SARTORIUS, CP224S, con sensibilidad de 0.1 mg).

Se calculé el indice de adiposidad de cada animal dividiendo el peso de la grasa pélvica
y abdominal por la masa magra (peso total menos el peso de la grasa pélvica y
abdominal) de cada organismo.

Peso grasa pelvica y abdominal
1AC = g p y

Masa magra

Preparacion de muestras

Las muestras del cuerno uterino derecho se fijaron en paraformaldehido al 10% durante
14 a 18 horas. Luego, se lavaron con agua corriente durante 15 minutos y se almacenaron
en alcohol al 70°. Para la deshidratacién e inclusion del érgano, se realizé un proceso de
deshidratacion con alcoholes, aclaramiento con xilol, y finalmente se incluyé en bloques

con paraplast.
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Tabla 1. Procedimiento para la preparacion e inclusién de muestras

Procedimiento Tiempo

Alcohol 70° 1.5h

Alcohol 90° 1.5h

Alcohol 96° 2h

Alcohol 100° 2h

Xilol 2h

Bafo de parafina 3h

Colocan el érgano en molde y cubrir con | Dejar secar toda la noche
paraplast

Antes de proceder con el corte en el microtomo, se aplicé una capa fina y uniforme de
Poly-lisina sobre los portaobjetos para mejorar la adherencia de los cortes. Se realizaron
secciones del utero en la regién medial con un espesor de 5 um. Posteriormente, los

portaobjetos se colocaron en una camara de formol durante al menos 24 horas.
Inmunohistoquimica

Se utilizaron anticuerpos dirigidos contra los receptores de estrogeno a (ERa) y B (ERB).
Con el kit comercial de inmunohistoquimica (Santa Cruz Biotechnology, USA), se
procesaron un total de 8 portaobjetos por corrida, cada uno conteniendo 8 cortes de la
seccién medial del utero, junto con los correspondientes controles negativos.

Las secciones fueron desparafinadas y rehidratadas, posteriormente se lavaron con agua
destilada y se sometieron a un tratamiento de recuperacion de antigeno utilizando Citrato
de Sodio 10 mM (pH 6) a 95 °C. Tras enfriar las secciones, se enjuagaron con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). La actividad de la peroxidasa enddgena fue
bloqueada con peréxido de hidrégeno (H202) al 1% en PBS.

Los sueros y anticuerpos se diluyeron en PBS. Las secciones se incubaron durante dos
noches con el anticuerpo primario, a una dilucién de 1:350 para ERa y 1:350 para ERp.
Posteriormente, se realizaron lavados con PBS y se procedié a la incubacion del
anticuerpo secundario conjugado con biotina, a una concentracion de 1 mg/ml, en

presencia de 1.5% de suero de bloqueo diluido en PBS.
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A continuacion, se aplicé un sustrato para peroxidasa y una mezcla de cromoégeno (pH
7.6), que contenia buffer sustrato, DAB cromdgeno y sustrato de peroxidasa, en agua
destilada. Tras el desarrollo de la reaccion, las secciones se lavaron, se deshidrataron y

se montaron con resina.

Analisis del utero

Los portaobjetos de inmunohistoquimica fueron analizados utilizando un microscopio
optico modelo Oluympus BX41. Las imagenes se capturaron con una camara modelo
Evolution VF Digital Camera (Media Cybernetics, Inc., USA), a un aumento de 10x, de
tres cortes por portaobjeto de cada animal. Se adquirieron imagenes superpuestas que
fueron ensambladas utilizando el software de edicion de imagenes Image-Pro Premier
9.3. Una vez ensambladas las micrografias a un aumento de 10x, se trazaron dos lineas
perpendiculares para medir dos diametros: el Diametro 1 (D1), correspondiente a la
mayor longitud, y el Diametro 2 (D2), correspondiente a la menor longitud. El diametro

promedio se calculé mediante la férmula siguiente:

Diametro 1 (D1) + Diametro 2 (D2)
2

Diametro promedio =

El espesor endometrial se determind en una seccion transversal del utero, midiendo la
distancia vertical entre la interfaz endometrio-miometrial y la superficie endometrial. Se
posicionaron 20 lineas equidistantes alrededor del endometrio. Estas lineas se trazaron
manualmente para cubrir toda la extensién del corte histoldgico, rotando cada linea 18°
hasta completar un total de 20 lineas que atraviesen el corte en diferentes angulos.

Finalmente, se midié el espesor del endometrio y se calculé el promedio de todas las
mediciones obtenidas a partir de las lineas trazadas. Todas las mediciones se realizaron

utilizando el software Image-Pro.
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ety

Figura 5. Secciones transversales del cuerno uterino derecho. A) Analisis del diametro uterino

con lineas perpendiculares. B) Andlisis del espesor endometrial con lineas equidistantes

De los cortes mencionados anteriormente, se fotografiaron tres campos seleccionados al
azar por cada corte a un aumento de 40x. Se cuantificé el numero de células epiteliales

nucleares positivas para ERa y ERB en el utero con el software Image-Pro.
Analisis estadistico

Se efectuaron pruebas de normalidad en todos los conjuntos de datos y se consideraron
significativas las diferencias estadisticas con una probabilidad inferior a 0.05. Para los
datos no parameétricos, se emplearon pruebas, como la prueba de Kruskal-Wallis y el
analisis post-hoc de Dunn. En cuanto a los datos paramétricos, se aplico el analisis de
varianza (ANOVA), complementados con las pruebas post-hoc de Tukey. El analisis

estadistico se llevo a cabo utilizando el software RStudio.
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Resultados

Parametros zoométricos
e Peso corporal

Las ratas Zucker control presentaron un mayor peso corporal en comparacion con los
animales delgados sin tratamiento. El tratamiento con LEU no modificé el peso corporal

tanto en los animales delgados como en los obesos (Figura 5)
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Figura 6. Media * e.e.m del peso corporal (g) de ratas Long-Evans (Delgadas) y OZDF (Obesas)
en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1= dosis 1, D2= dosis 2, D3=
dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron con una prueba de ANOVA
seguida de una prueba de Tukey, Control LE vs OZDF (p=0.0072 ).
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e Peso de la grasa abdominal y pélvica

Las ratas Zucker presentaron una mayor acumulacion de grasa en comparacion con las
ratas Long-Evans. Sin embargo, la administracion de LEU no modificd este parametro en

el resto de los grupos experimentales (Figura 6).
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Figura 7. Media + e.e.m del peso relativo de la grasa abdominal y pélvica (mg/100 g.p.c) de ratas
Long-Evans (Delgadas) y OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control,
V=Vehiculo, D1= dosis 1, D2= dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos
se analizaron con un prueba Kruskal-Wallis seguidas de la prueba de Dunn, LE vs OZDF

(p=0.0090 »).
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e Indice de adiposidad

Los animales delgados sin tratamiento presentaron indices de adiposidad
considerablemente reducidos en comparacion con las ratas obesas del grupo control. No
obstante, la aplicacion de LEU no altero esta variable tanto en individuos delgados como

en los obesos (Figura 7).
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Figura 8. Media + e.e.m del indice de adiposidad (grasa/ peso corporal) de ratas Long-Evans
(Delgadas) y OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1=
dosis 1, D2= dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey, Control LE vs OZDF (p=0.000077
2)
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e Peso utero

Las ratas Zucker sin administracion de LEU presentaron un peso uterino
significativamente menor en comparacion con las ratas delgadas no tratadas con el
farmaco. Por otro lado, las ratas Long-Evans tratadas con la dosis 1 (1.25 pg) mostraron
diferencias significativas respecto al grupo Control y al grupo Vehiculo, evidenciando que

la administracién de LEU indujo una disminucion en el peso relativo del utero (Figura 8).
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Figura 9. Media £ e.e.m del peso relativo del utero (mg/100 g.p.c de ratas Long-Evans (Delgadas)
y OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1= dosis 1,
D2= dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron con una
prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey, Control LE vs OZDF (p=0.0005 £). Ademas,
se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn, LE Control vs Dosis 1
(p=0.0264%), LE Vehiculo vs Dosis 1 (p=0.0228).
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Parametros histolégicos
e Morfologia del utero

0.5 mm

Figura 10. Seccion transversal del cuerno uterino derecho. P- Perimetrio; M- Miometrio; E-
Endometrio; L- Luz; E- epitelio; G- glandulas uterinas. Aumento x100
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Figura 11. Secciones transversales del cuerno uterino derecho: A) de la rata Long-Evans y B)
rata Zucker. Aumento x100
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e Diametro uterino

En ratas Long-Evans tratadas con leuprolide (LEU) en dosis de 1.25ug y 2.5ug, se
observé una disminucion del diametro uterino en comparacion con los grupos control y
vehiculo. Sin embargo, la administracion de 5ug de LEU no produjo cambios significativos
en el diametro uterino, manteniéndolo similar al del grupo control, sin evidenciar una
afectacion notable por el farmaco. En ratas obesas, la dosis de 2.5ug de LEU también
redujo el diametro uterino de los animales. No obstante, al igual que en las ratas de peso
normal, la dosis mas alta no causo alteraciones y el diametro uterino se mantuvo igual al

del grupo control (Figura 11).
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Figura 12. Media * e.e.m del diametro promedio del utero (mm) ratas Long-Evans (Delgadas) y
OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1= dosis 1, D2=
dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron con una prueba
de ANOVA seguida de una prueba de Tukey ,Control LE vs OZDF (p= 0.0000126 &). Se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn, LE Control vs Dosis 1 (p=0.0086*), LE
Control vs Dosis 2 (p=0.0014*), LE Vehiculo vs Dosis 1 (p=0.0008*), LE Vehiculo vs Dosis 2
(p=0.0001%*); OZDF Control vs Dosis 2 (p=0.0363*), OZDF Vehiculo vs Dosis 2 (p=0.0254*)
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e Espesor endometrial

En ratas delgadas tratadas con leuprolide, se observé que la administracion de cualquier
dosis disminuyé el espesor endometrial, siendo la dosis de 1.25ug la que menos impacto
tuvo en comparacion con las demas dosis administradas. En ratas obesas, aunque no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, la administracion de leuprolide si

modificé el espesor endometrial en los distintos grupos experimentales (Figura 12).

0.12

0.1

0.08

[ Delgadas(LE)

0.06 [J Obesas (OZDF)

0.04

Espesorendometrial (mm)

0.02

D3

Delgadas QObesas

Figura 13. Media + e.e.m del espesor endometrial del utero (mm) de Long-Evans (Delgadas) y
OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1=dosis 1, D2=
dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron con una prueba
de ANOVA seguida de una prueba de Tukey, Control LE vs OZDF (p= 0.0000657 £). Se aplicé la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn, LE Control vs Dosis 1 (p=0.00045*), LE
Control vs Dosis 2 (p= 0.00000**), LE Control vs Dosis 3 (p=0.00000**), LE Vehiculo vs Dosis 2
(p=0.0267%), LE Vehiculo vs Dosis 3 (p=0.0062*), LE Dosis 1 vs Dosis 2 (p=0.017*), LE Dosis 1
vs Dosis 3 (p=0.0038%).
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Inmunohistoquimica

Presencia del receptor ERa

e Marcaje

Figura 14. Inmunohistoquimica de ERa en seccién medial del utero en ratas Long-Evans. A-D)
Control; E-H) Vehiculo; I-L) Dosis 1; M-O) Dosis 2; P-S) Dosis 3. Aumento x400



Figura 15. Inmunohistoquimica de ERa en seccion medial del utero en ratas Zucker. A-D) Control;
E-H) Vehiculo; I-L) Dosis 1; M-O) Dosis 2; P-S) Dosis 3. Aumento x400



42

e Cuantificacion

El numero de marcas del receptor de estrégenos alfa (ERa) en ratas Long-Evans
aumentdé significativamente cuando se les administré leuprolide en dosis de 1.25ug en
comparacién con el grupo control. Sin embargo, al administrarse la dosis de 5ug, la
cantidad de marcas presentes en el utero disminuyd. Cabe resaltar que la dosis mas baja
(1.25ug) fue la que mostré un mayor numero de marcas del receptor ERa en estos
animales.

En ratas Zucker, la administracion de leuprolide en dosis de 1.25ug también incremento
el numero de marcas en comparacion con el grupo vehiculo, y aunque la dosis de 5ug

también mostré un aumento, este no fue estadisticamente significativo. (Figura 15).
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Figura 16. Media *+ e.e.m del numero de marcaje de ERa en el tejido uterino de ratas Long-Evans
(Delgadas) y OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1=
dosis 1, D2= dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey, LE Control vs Dosis 1 (p= 0.0517%),
LE Dosis 1 vs Dosis 3 (p=0.001225*); OZDF Dosis 1 vs Dosis 2 (p=0.05006*), OZDF Vehiculo vs
Dosis 2 (p=0.05664")
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Presencia del receptor ERp

e Marcaje

Figura 17. Inmunohistoquimica de ERp en seccién medial del utero en ratas Long-Evans. A-D)
Control; E-H) Vehiculo; I-L) Dosis 1; M-O) Dosis 2; P-S) Dosis 3. Aumento x400
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Figura 18. Inmunohistoquimica de ERp en seccion medial del utero en ratas Zucker. A-D) Control;
E-H) Vehiculo; I-L) Dosis 1; M-O) Dosis 2; P-S) Dosis 3. Aumento x400
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e Cuantificacion

El tratamiento con leuprolide en ratas delgadas redujo la cantidad de marcas de
receptores de estrogenos beta (ER[B) en comparacion con los grupos control y vehiculo.
En ratas obesas, leuprolide también disminuy6 el marcaje del receptor beta, reduciendo
la cantidad presente en el tejido uterino. Sin embargo, la dosis de 2.5ug fue la que produjo
la mayor disminucién en la cantidad de marcas, mientras que la dosis mas alta (5ug) no

mostrdé una reduccion tan drastica en comparacion con la dosis de 2.5ug.
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Figura 19. Media * e.e.m del numero de marcaje de ERp en el tejido uterino de ratas Long-Evans
(Delgadas) y OZDF (Obesas) en los distintos grupos experimentales. C=Control, V=Vehiculo, D1=
dosis 1, D2= dosis 2, D3= dosis 3. Todos los grupos tuvieron una n=4. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey, LE Control vs Dosis 1 (p=
0.0010609*), LE Control vs Dosis 2 (p=0.0000208**), LE Control vs Dosis 3 (p=0.0000146*);
OZDF Control vs Dosis 2 (p=0.0005962**), OZDF Vehiculo vs Dosis 2 (p=0.0277606*), OZDF
Dosis 1 vs Dosis 2 (p=0.0102177*), OZDF Dosis 2 vs Dosis 3 (p=0.0021099%)
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Discusioén

En este estudio se evidencia, por primera vez, la presencia de receptores estrogénicos
ERa y ERpB en el utero de ratas obesas, utilizando técnicas de inmunohistoquimica.
Aunque la obesidad no parece modificar la expresion de estos receptores, si se asocia
con una reduccion en el peso y diametro del utero, asi como en el grosor del endometrio,
lo que sugiere un efecto estructural adverso independiente de la senalizacion
estrogénica. Por otra parte, el tratamiento con un agonista de GnRH no produjo aumentos
en la expresion de los receptores estrogénicos, salvo en el caso de la dosis mas baja, la
cual provocd un aumento en la expresion del receptor ERa, indicando una posible accion

estimulante a bajas concentraciones del farmaco.

Para este trabajo se utilizaron ratas Zucker obesas que constituyen un modelo
experimental de obesidad genética que comparte diversas caracteristicas con el
sindrome metabdlico en humanos. Este modelo no solo presenta la obesidad como su
principal caracteristica, sino que también exhibe alteraciones endocrinas comunes en los
pacientes humanos con esta condicion (Aleixandre & Miguel, 2008). En las ratas Zucker
obesas, la disfuncion en la sefializacion de leptina impide la regulacion adecuada del
peso corporal, resultando en un estado de obesidad (Mauvais-Jarvis, 2011).

En este contexto, nuestros resultados respaldan la existencia de esta alteracion, ya que
observamos un aumento significativo en el peso corporal, asi como en la grasa abdominal
y pélvica, y en el indice de adiposidad, en comparacion con las ratas Long-Evans, las
cuales no presentan esta mutacion genética.

Por otro lado, las ratas obesas Zucker, presentan uteros mas pequefios en comparacion
con las ratas delgadas, lo que se atribuye a una disminucién de la estrogenizacion en las
ratas obesas (Bray et al., 1976). En nuestro estudio, observamos una reduccion en el
peso y diametro uterino, asi como en el espesor endometrial en los animales obesos en
comparacion con ratas delgadas, lo que respalda la hipétesis de que la obesidad ejerce
efectos negativos directos sobre la salud uterina. Este fendmeno esta relacionado con
las alteraciones hormonales propias de la obesidad, que incluyen una menor produccion
de hormonas estrogénicas por parte de los ovarios. Especificamente, se postula que en

las ratas obesas, la produccion ovarica de hormonas estrogénicas es menor en
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comparacion con las ratas delgadas (Bray et al., 1976), lo que contribuye a los cambios
en el peso y la morfologia uterina observados en este trabajo.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la rata Zucker obesa presenta
concentraciones elevadas de estradiol (Puga y Colmenares et al., 2021), lo que nos llevd
a plantear la hipdtesis de que la disminucion en el peso uterino podria estar asociada a
alteraciones en la expresion de los receptores estrogénicos. Asimismo, se considerd que
el tratamiento con un agonista de GnRH podria favorecer el crecimiento uterino mediante
la modulacion del eje hormonal.

Sin embargo, los resultados obtenidos no respaldan esta hipétesis, ya que no se observo
un incremento significativo en el tamafo del utero tras la administracion del tratamiento.
Esto sugiere que otros mecanismos podrian estar involucrados en la regulacion del
desarrollo uterino en este modelo de obesidad. Una posible explicacion alternativa es la
disfuncién en la sefalizacién de moléculas como la kisspeptina y su receptor, los cuales
han sido implicados en el desarrollo y mantenimiento del utero durante la adultez
(Babwah et al., 2015). En apoyo a esta posibilidad, Ledn et al. (2016) demostraron que
ratonas knockout para la kisspeptina y su receptor presentan una reduccién del 81% en
el crecimiento uterino en etapa adulta.

Estos hallazgos abren una nueva linea de investigacion orientada a evaluar si, en la rata
Zucker obesa, una alteracién en la via de sefalizacién de la kisspeptina podria estar

contribuyendo al desarrollo incompleto del utero.

En el marco de nuestra investigacion, observamos una disminucién significativa en el
diametro uterino y el espesor endometrial en ratas obesas tratadas con LEU. Los
resultados obtenidos en este estudio destacan la estrecha relacion entre el diametro y el
peso uterino, los cuales estan significativamente influenciados por factores hormonales.

Un hallazgo particularmente relevante fue que la administracion de 5 ug de LEU produjo
un efecto mas pronunciado, aunque no estadisticamente significativo, al incrementar
tanto el peso como el diametro uterino en ratas obesas, las cuales presentan alteraciones
metabdlicas importantes. Por otra parte, se observd una modificacién en el espesor
endometrial con la dosis de 2.5 ug, lo cual sugiere una posible sensibilidad diferencial del
tejido endometrial a dosis moderadas del agonista. No obstante, es importante destacar

que la menor reduccién en el espesor endometrial se registré con la dosis mas alta
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evaluada, lo que podria indicar un efecto atenuado del tratamiento a concentraciones
elevadas, posiblemente relacionado con mecanismos de retroalimentacidon o
desensibilizacidén del receptor. Estos resultados sugieren que el acetato de leuprolide, a
dosis especificas, podria ejercer un efecto modulador sobre la fisiologia uterina,
independientemente de la condicion metabdlica de los animales, destacando Ila
importancia de la dosificacion en los efectos observados.

La administracion prolongada de agonistas de GnRH, como LEU, induce una regulacion
negativa a nivel hipofisario, lo que reduce la liberacion de gonadotropinas (Filindris et al.,
2024). Este efecto tiene un impacto en la esteroidogénesis de las células de la teca y
granulosa en el ovario, alterando la regulacion de la receptividad endometrial, la
proliferacion celular y las vias apoptéticas en el utero, actuando de forma similar a un
antagonista (Gambineri et al., 2019). En un estudio realizado por Suszka-Switek et al.
(2012), se administré un agonista de GnRH a ratas delgadas durante un periodo de 10
dias y a dosis altas. Los resultados mostraron una disminucion en el peso uterino, lo que
sugiere que la disfuncibn hormonal, como la inhibicion de GnRH, genera una
desregulacion en la produccion de hormonas sexuales. Esta alteracion hormonal conlleva
a una reduccion en el grosor y la vascularizaciéon del endometrio, o que finalmente
provoca una disminucién en el peso del utero en animales delgados. En el ambito clinico,
estudios en mujeres tratadas con LEU, también han reportado una disminucion en el
volumen uterino (Kim et al., 2014), lo que refuerza la idea de que la disfuncion hormonal,
al igual que en el modelo animal, puede alterar la morfologia del utero.

Estudios previos han mostrado que, en ratas con obesidad inducida por una dieta alta en
grasas, la estimulacién con E2 aumenta el espesor endometrial, asi como la proliferacién
del epitelio glandular y del miometrio (Shang et al., 2017). También se ha reportado un
aumento en el estroma y los vasos (Espafol et al., 2022). De manera similar, en ratas
con sindrome de ovario poliquistico (SOP) tratadas con un agonista de los receptores de
estrogenos (ER), se ha observado un incremento en el espesor de la pared uterina 'y en
la cantidad de células epiteliales debido al exceso de E2 (Mirabolghasemi & Kamyab,
2017). En modelos de ratas Zucker obesas, la estimulacion con E2 ha mostrado un
aumento en la altura del epitelio luminal uterino (Q. Zhang et al., 2009). En otros modelos
experimentales, como en ratones con obesidad, se ha reportado una desregulacion del
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estroma endometrial (M. R. Wilson et al., 2022). En mujeres con ciclos menstruales
irregulares tratadas con LEU y E2, los estudios ecograficos mostraron una reduccion del
espesor endometrial, aunque este cambio no fue significativo (Usadi et al., 2008).

Sin embargo, nuestros resultados sugieren que LEU pudo haber actuado como un
antagonista a nivel hipofisario, provocando la desensibilizacién de los receptores
hipofisarios e inhibiendo la liberacion de gonadotropinas, lo cual explica los resultados
contradictorios observados en nuestro estudio.

El comportamiento observado en los datos obtenidos podria explicarse por el hecho de
que los animales fueron sacrificados durante la fase secretora del ciclo uterino, cuando
los niveles de E2 son mas bajos en comparacion con la P4 (Dias Da Silva et al., 2024).
No obstante, en las ratas Zucker, este efecto podria no haber sido tan pronunciado, ya
que su tejido adiposo, propio de la obesidad, tiene una mayor capacidad para sintetizar
y liberar E2 (Gambineri et al.,, 2019). Este mecanismo podria haber modulado
parcialmente el efecto inhibidor de LEU. En conjunto, estos resultados destacan la
complejidad de la interaccién entre los tratamientos hormonales, la obesidad y la

regulacion del utero.

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
numero de marcas de receptores de estrégenos alfa (ERa) en el tejido uterino entre ratas
delgadas intactas y obesas intactas.

En las ratas obesas, se observé una disminucion en la expresion de los receptores
estrogénicos alfa (ERa) tras la administracion de una dosis de 2.5 ug de LEU. En
contraste, la dosis de 1.5 pg indujo un aumento en la cantidad de receptores detectados
en el tejido uterino, efecto que también se evidencié con la dosis de 5 ug, aunque este
ultimo incremento no alcanzo6 significancia estadistica en comparacién con la dosis mas
baja. Estos resultados sugieren que la relacion entre la dosis de LEU y la expresiéon de
los receptores ERa no es lineal, y podria estar modulada por factores como la sensibilidad
diferencial del tejido uterino a los estrogenos, asi como por mecanismos de regulacion
especificos del modelo experimental utilizado.

Las ratas obesas, debido a sus alteraciones metabdlicas y hormonales, podrian
experimentar una mayor regulacion compensatoria de los receptores de estrégenos ERa

en respuesta a la administracion de 2.5 ug de LEU. Al reducirse los niveles de estrogenos
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por la inhibicion de GnRH por LEU, los tejidos uterinos de las ratas obesas podrian
intentar contrarrestar esta deficiencia aumentando la expresion de los receptores para
captar mas estrogenos disponibles.

El receptor ERa desempefia un papel clave en la promocion de la proliferacién celular
uterina (K. Yu et al., 2022). La reduccion de su expresion podria estar asociada con una
retroalimentacion negativa inducida por una baja disponibilidad de estrégenos, tal como
sugieren Hojnik et al. (2023). Los receptores ERa son esenciales para la proliferaciéon y
el crecimiento en tejidos dependientes de estrogenos, y su disminucién podria reflejar
una respuesta atenuada a los estrégenos, especialmente en el contexto de la inhibicion
hormonal mediada por LEU. En apoyo a esta hipdtesis, un estudio de Nephew et al.
(2000) observé que la inyeccidn de estradiol en ratas adultas delgadas aumentaba la
expresion de ERa a las 24 horas de su administracidon, lo que sugiere que tanto la
regulacion negativa de ERa en los epitelios como la regulacion positiva en el estroma son
fundamentales para los eventos tempranos de proliferaciéon celular inducida por E2. Otros
estudios, como el de Xiaoqin Ye (2020), también han sefialado que los receptores ERa
controlan la proliferacion epitelial en respuesta a la estimulacion por E2, lo que puede
explicar los efectos observados en el estudio de Nephew et al. (2000).

Nuestros resultados también revelaron una disminucion en la expresion del receptor
estrogénico beta (ERP) en el tejido uterino de las ratas Zucker tras la administracion de
LEU, siendo particularmente significativa con la dosis de 2.5 ug. Este hallazgo sugiere
que la modulacion de la expresion de ERB podria estar influenciada por el tratamiento,
ya que la accion supresora de LEU sobre los niveles de estrogenos podria intensificar la
disminucién de ER a través de mecanismos de retroalimentacion negativa.

Los bajos niveles de estrégenos en el organismo podrian no ser suficientes para
mantener la expresion de ERB en el utero de estas ratas, ya que ER[ podria ser mas
sensible a la falta de estrogenos, lo que llevaria a su reduccion.

Esto apunta a una interaccion compleja entre el tratamiento farmacoldgico y el ambiente
hormonal alterado de los animales obesos, que podria tener implicaciones relevantes en
la capacidad de respuesta del tejido uterino a la sefializacion estrogénica.

Stygar et al. (2003) informaron que el tratamiento con un agonista endometrial incremento
la expresiéon de ARNm de ERp en el utero de ratas hembra adultas delgadas, sugiriendo
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que la estimulacion directa podria inducir la expresion de ER en los tejidos uterinos. De
manera similar, Sar y Welsch (1999) realizaron un estudio en ratas en edad reproductiva,
donde reportaron la presencia exclusiva de ER[3 en las células de la granulosa del ovario.
Este hallazgo implica que los efectos del estrégeno enddégeno en la regulacion del
crecimiento y la maduracién de los foliculos ovaricos estan mediados por ERpB. La
expresion de ERB en el ovario puede estar asociada con una accion local de los
estrégenos en dicho 6rgano, sugiriendo que los efectos estrogénicos en el utero estan
regulados de manera similar.

En cuanto a la dosis de 2.5 ug de LEU, esta dosis ha sido utilizada previamente por Patel
y Shah (2018), quienes administraron LEU a ratas hembra adultas, reportando una
mejora en el desarrollo folicular, lo que podria tener implicaciones para la mejora de la
fertilidad en el contexto del sindrome de ovario poliquistico (SOP).

Es relevante destacar que no se han reportado en la literatura dosis de 1.5 ug ni 5 yg de
LEU en estudios previos, y no existe evidencia que sugiera que estas dosis sean
empleadas para tratar afecciones reproductivas. La ausencia de estudios con estas dosis
podria explicarse por la variabilidad en las dosis utilizadas en investigaciones anteriores,
las cuales dependen de los objetivos y protocolos experimentales de cada estudio.

La alteracion de expresion de ERa y ERp podria indicar una desregulacion de las vias de
sefalizacion estrogénica, alterando la homeostasis endometrial y afectando la funcion
reproductiva (Hojnik et al., 2023).

Nuestros resultados coinciden con lo que se ha observado en estudios previos (Sahlin et
al., 2006), que sugieren que la modulacién de los receptores de estrogeno, tanto ERa
como ERp, desempefa un papel crucial en las respuestas fisioldgicas inducidas por el
tratamiento con LEU en los modelos experimentales utilizados. Estos hallazgos refuerzan
la idea de que ambos receptores de estrégeno contribuyen de manera significativa a la
regulacion de los efectos bioldgicos del estrogeno en el utero, aunque su expresion y
modulacién puedan variar en funcién del tratamiento y las condiciones experimentales.
En conjunto, estos resultados sugieren que la modulacién de los receptores de estrégeno
puede tener implicaciones importantes en la fisiopatologia de trastornos hormonales,
como la obesidad, y en la salud uterina, especialmente en el contexto de alteraciones

hormonales inducidas por tratamientos como LEU.
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Finalmente, en los animales delgados, que sirvieron como control en nuestra
investigacion, se observo una respuesta al tratamiento con leuprolide que alterd la
sefalizacion de GnRH. Es relevante destacar que, en estos animales tratados con LEU,
se registré una disminucion en el peso y el diametro uterino, asi como en el espesor
endometrial. Este efecto puede explicarse por el hecho de que los animales se
encontraban en la fase diestro de su ciclo estral, una etapa en la cual los niveles de
estradiol son naturalmente bajos. El tratamiento con LEU pudo haber reducido aun mas
los niveles circulantes de E2, contribuyendo a la disminucion observada en el diametro
uterino y el espesor endometrial de las ratas Long-Evans.

En cuanto a la expresion de los receptores estrogénicos, se observd un aumento en el
marcaje de ERa en el tejido uterino de las ratas delgadas tras la administracion de LEU,
lo que podria indicar una regulacion compensatoria en respuesta a la disminucion de la
senalizacion estrogénica. La inhibicidon de la funcién ovarica por LEU reduce los niveles
de estrégenos, y como resultado, los tejidos uterinos podrian aumentar la expresion de
ERa para mejorar su sensibilidad a los estrogenos circulantes, lo cual constituiria un
mecanismo adaptativo. Sin embargo, se detectd una disminucién en la expresién de ER,
lo que podria estar relacionado con la regulacion diferencial de estos receptores en
respuesta a la inhibicion hormonal inducida por LEU. Cabe destacar que, de forma
natural, la expresion de ER[3 en el tejido uterino es inferior a la de ERa, lo que podria
explicar la disminucién de ER. Este patrén sugiere que los tejidos uterinos podrian
priorizar la expresion de ERa para maximizar la respuesta estrogénica en un contexto de

bajos niveles de estrogenos.

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con LEU puede tener un efecto
modulador sobre el udtero y la regulacibn de los receptores estrogénicos,
independientemente del estado de obesidad, lo que abre nuevas perspectivas sobre

como la inhibicion hormonal afecta la fisiologia uterina.
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Conclusion

Este estudio demuestra que el tratamiento con acetato de leuprolide en ratas Long Evans
delgadas reduce tanto el peso como la morfologia uterina. La administracién de 1.5 ug
incrementa la expresion del receptor ERa, mientras que la 5 pg provoca una disminucion
en la expresion del receptor ER.

En las ratas Zucker obesas, la obesidad resulta en una disminucion en el peso uterino,
en el area y grosor endometrial; sin embargo, la administracion de LEU no modifica la
morfologia uterina. En este modelo, la dosis 2.5 pg reduce la expresion de los receptores
de estrogenos, lo que sugiere que los efectos del agonista de GnRH dependen del estado
metabalico del animal.

Estos resultados subrayan la relevancia de la obesidad como modulador de la respuesta
hormonal y abren nuevas perspectivas para explorar su impacto en la salud reproductiva

femenina.
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