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RESUMEN

La obesidad se ha convertido en una epidemia mundial que afecta a un niumero cada vez mayor de
mujeres en edad reproductiva y se ha demostrado que es un factor de riesgo para una serie de
resultados adversos para la salud femenina. Las mujeres con obesidad enfrentan un mayor riesgo de
complicaciones tanto maternas como fetales durante el embarazo, ademas de presentar una tasa
reducida de éxito en procedimientos de reproduccién asistida.

Dentro del campo de la reproduccion asistida, una opcidon prometedora consiste en estimular la
ovulacion mediante la administracion de farmacos, como los agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH). Un ejemplo de estos compuestos es el acetato de leuprolide (LEU). Sin
embargo, existe una cantidad limitada de investigaciones que aborden especificamente sus efectos en
organismos con obesidad. Por otro lado, la utilizacién de animales de laboratorio, como la rata Zucker
obesa, ha demostrado ser valiosa en la investigacién de tratamientos para afecciones relacionadas con
la obesidad y la infertilidad.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto del LEU sobre la funcién ovarica y el grosor
endometrial en ratas hembra Zucker obesas adultas. Se disefid un modelo experimental en dos fases:
una curva de concentracién-respuesta (1.5, 2.5 y 5 pg/rata por via subcutanea durante 3 dias) para
determinar la dosis 6ptima, y un tratamiento prolongado con la dosis mas efectiva (2.5 pg/rata durante
21 dias). Se evaluaron parametros zoométricos, metabdlicos (glucosa, triglicéridos y colesterol),
morfologia ovarica y uterina, asi como la dinamica del ciclo estral.

Los resultados demostraron que la dosis efectiva 50 fue la de 2.5 pg/rata debido a que mostro ser la
mas eficaz para mejorar la funcion ovarica en ratas obesas, incrementando significativamente el
numero de foliculos sanos, cuerpos luteos y restaurando parcialmente la ciclicidad estral. En contraste,
dosis mas altas indujeron atresia folicular en ratas con normopeso. A nivel uterino, el tratamiento con
LEU redujo el diametro uterino y el grosor endometrial tanto en animales delgados como obesos; sin
embargo, la disminucion fue mas marcada y significativa en ratas con normopeso, sugiriendo una
posible resistencia uterina en organismos obesos. En el plano metabdlico, el tratamiento corto con LEU
no modifico los niveles de glucosa ni de lipidos; sin embargo, la administracién prolongada produjo una
reduccion significativa del colesterol total en ratas obesas.

En conclusion, el acetato de leuprolide, a una dosis éptima de 2.5 pg/rata, administrado diariamente
por 21 dias, mejora parametros reproductivos en ratas Zucker obesas sin alterar negativamente el
metabolismo glucidico ni el peso corporal y podria representar una alternativa terapéutica en contextos
de infertilidad asociada a obesidad. Estos hallazgos refuerzan el potencial del LEU como herramienta
farmacoldgica en modelos de disfuncién ovarica y respaldan futuras investigaciones para validar su
eficacia y seguridad en humanos.

Palabras clave: Obesidad, Infertilidad, Funcién reproductiva, Morfologia ovarica, Grosor endometrial



INTRODUCCION

La obesidad es definida como una enfermedad crénica que se caracteriza por un exceso de grasa
corporal y a menudo, en los seres humanos, esta se estima mediante el indice de masa corporal (IMC)
calculado como el peso corporal dividido por la altura en metros al cuadrado. Un IMC de 30 kg/m? es
usado comunmente para diagnosticar obesidad en humanos (Practice Committee of ASRM, 2021). En
mujeres, la obesidad suele producir una serie de alteraciones en el sistema reproductor, se han
reportado casos en donde se observa un mayor numero de foliculos atrésicos y un aumento de la
hialinizacién ovarica, (Bray, 1997) disfuncion ovulatoria, infertilidad anovulatoria, trastornos
menstruales, respuesta ovarica reducida a los agentes que inducen la ovulacién, alteracion de la
funcién del ovocito y del endometrio. A su vez las mujeres con obesidad tienen mayor riesgo de
desarrollar complicaciones maternas y fetales durante el embarazo; asi como una menor tasa de
natalidad después de un procedimiento de fecundacion in vitro (FIV) (Broughton y Moley, 2017; Brewer
y Balen, 2010; Practice Committee of ASRM, 2021).

El uso de animales de laboratorio como modelos de estudio en diversas patologias, como la obesidad
y la infertilidad, ha resultado de gran utilidad en la busqueda de tratamientos viables a dichas
afecciones. Un ejemplo de ello es el empleo de modelos murinos de obesidad genética, entre los que
destaca la rata Zucker obesa (Aleixandre y Miguel, 2008).

Un ejemplo de ello es el empleo de murinos genéticamente modificados, como la rata Zucker obesa
(Aleixandre y Miguel, 2008).

Dentro de las alternativas de tratamiento en el ambito de la reproduccién asistida, una opcioén viable
consiste en la estimulacién de la ovulacion mediante la administracion de farmacos, como los agonistas
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Un ejemplo de estos compuestos es el acetato de
leuprolide (LEU). Sin embargo, se han realizado pocas investigaciones sobre sus efectos en
organismos con obesidad (Wilson et al., 2007; Schally et al., 2001; Crosignani et al., 2003).

El propdsito de esta investigacion es evaluar el uso de LEU como agonista de GnRH en ratas Zucker
obesas, con el fin de determinar si dicho tratamiento puede ser una alternativa viable para estimular las
funciones ovaricas y el engrosamiento del revestimiento endometrial, para ello se plantearon dos
experimentos, el primero para determinar la dosis con mayores efectos benéficos en términos
reproductivos, administrando de manera aguda 3 diferentes dosis de LEU. El segundo experimento
consistié en evaluar los efectos de la administracién crénica de la dosis de mayor efecto obtenida en el
experimento inicial, sobre la salud metabdlica y reproductiva de la rata Zucker obesa.



MARCO TEORICO

Eje hipotalamo-hipofisis-ovario

El eje hipotalamo-hipdfisis-gonada es un modelo fundamental propuesto por Geoffrey Harris en 1955
para el control neuroendocrino de la funcién gonadal, el cual controla la funcién reproductiva en los
vertebrados y garantiza la maduracion adecuada de las células germinales y la coordinacién de su
liberacion con las condiciones ambientales internas y externas adecuadas. El eje hipotalamo-hipéfisis-
gonada involucra tres niveles anatémicos: hipotalamo, glandula pituitaria y las gonadas (Clément et al.,
2020; Plant, 2015).

En el caso de la especie humana, en el hipotalamo de las mujeres mas o menos cada hora, las
neuronas localizadas en el ndcleo arcuato (ARC) liberan la hormona GnRH en forma pulsatil a la
circulacion (Pacheco, 2010). En la rata, el hipotdlamo genera una sefial neuronal diaria recurrente
durante un breve periodo critico en la fase de luz del ciclo de 24 h y el dia del proestro, es responsable
de provocar la activacién preovulatoria y aumento de gonadotropinas en la hipdfisis (Plant, 2015).

Anivel de la hip&fisis anterior, los gonadotropos liberan dos gonadotropinas diferentes, hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) en respuesta a la GnRH. La codificacion de la sefal de
GnRH en forma de pulsos se conserva a nivel de gonadotropos, a pesar de la corta vida media de la
GnRH, gracias a la existencia de un sistema sanguineo portal exclusivo. Los cambios en la frecuencia
del pulso de GnRH, como los generados por el entorno variable de esteroides a lo largo de un ciclo
ovarico, se asocian con la liberacion preferencial de FSH o LH (Clément et al., 2020).

El nivel gonadal involucra dos tipos de células que responden a las gonadotropinas, las cuales
conforman los foliculos ovaricos, las células de la teca y células de la granulosa. Las células de la teca
de los ovarios son células esteroidogénicas que responden a la LH; por otro lado, las células de la
granulosa de los ovarios responden a la FSH y apoyan la maduracion de las células germinales,
también son capaces de sintetizar hormonas peptidicas y participar en la biosintesis de esteroides en
coordinacion con las células de la teca (Clément et al., 2020; Plant, 2015).

Los esteroides gonadales como la progesterona (P4) y el estradiol (E2) modulan a su vez la secrecion
de GnRH y gonadotropinas, mientras que las hormonas peptidicas como la inhibina actian
principalmente sobre los gonadotropos. Ademas, debido a la remodelacion permanente de los ovarios
inducida por el desarrollo de los foliculos a lo largo de la vida reproductiva, el tamano del conjunto
disponible de células hormonalmente activas es muy dinamico (Clément et al., 2020; Plant, 2015).

La actividad ciclica del eje hipotalamo-hipé&fisis-génada se caracteriza por la secrecion tonica de niveles
relativamente bajos de LH y FSH desde la hipdfisis anterior, los cuales se ven interrumpidos por
aumentos subitos de gonadotropinas que desencadenan la ovulacion: cada 4 a 5 dias en ratas y cada
28 dias en mujeres. Durante la fase folicular, esta secrecion ténica de gonadotropinas, que impulsa la
foliculogénesis, esta regulada por un circuito de retroalimentacién negativa, en concordancia con el
modelo de Harris (Plant, 2015).

El principal componente ovarico en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada es el estradiol secretado por los
foliculos en desarrollo contribuyendo a la retroalimentacion negativa del mismo, dicha retroalimentacion
ocurre tanto a nivel de la hipofisis como del hipotalamo. A nivel hipotalamico, la retroalimentacion
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negativa del estradiol principalmente modula la amplitud de la liberacién pulsatil de GnRH. Existen dos
receptores nucleares de estrégeno (ER), ERa y ERB, y estudios con ratones knockout para estas
proteinas indican que ERa es quien modula la accidon de retroalimentacién negativa del E2 (Clarkson
et al., 2017; Plant, 2015).

La retroalimentacion del E2 sobre la actividad del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal estd mediada
indirectamente a través de neuronas Kiss1, ya que las neuronas GnRH no expresan receptores ERa.
La retroalimentacion negativa ocurre principalmente en el nucleo arcuato (ARC), donde las neuronas
Kiss1 responden a niveles bajos de E2 inhibiendo la secrecién pulsatil de GnRH. En este contexto, se
ha informado recientemente que las neuronas coexpresoras de kisspeptina, neuroquinina B y dinorfina
(KNDy) en el ARC desempenan un papel clave en la regulacion de esta retroalimentacion negativa
(Mittelman-Smith et al., 2012; Constantin, 2022). Por otro lado, la retroalimentacion positiva ocurre en
el nucleo anteroventral periventricular (AVPV), donde niveles elevados de E2 estimulan la actividad de
las neuronas Kiss1, promoviendo la descarga preovulatoria de GnRH y subsecuentemente de LH
(Clarkson y Herbison, 2009).

Ademas de la retroalimentacidn negativa del estradiol y la progesterona, existe otra retroalimentacion
negativa de las inhibinas y un efecto estimulante positivo de las activinas, ambas hormonas producidas
en los ovarios. Las inhibinas son hormonas glicoproteicas diméricas que suprimen la FSH a través de
un efecto directo en la hipdfisis. Las activinas son dimeros que actuan principalmente a nivel local de
forma paracrina o autocrina (Mansel et al., 2009).

En resumen, el hipotdlamo secreta GnRH de manera pulsatil, actia sobre los gonadotropos de la
hipdfisis anterior, que expresan receptores de GnRH, para sefialar tanto la sintesis como la secrecion
de las hormonas gonadotropinas: LH y FSH, desde la hipdfisis a la circulacion. Debido a su participacion
en la regulacion directa de la LH, FSH y a su vez, de la produccién de esteroides sexuales y la
gametogénesis, la GnRH desempena un papel central tanto en la funciéon reproductora como en el
control hormonal general a través de la regulacion precisa del eje hipotalamo-hipdfisis-goénada (Figura
1).
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Figura 1. Esquematizacion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada en rata hembra con normopeso. Elaborado en BioRender por
Natalia Martinez Garcia de multiples fuentes (Clément et al., 2020; Plant, 2015; Rance et al., 2010; Clarkson et al., 2017;
Pacheco, 2010).

Ovario

El ovario de los mamiferos tiene dos funciones, la esteroidogénesis y la gametogénesis. Estas
funciones dependen de la actividad de los foliculos ovaricos que estan formados por el ovocito, las
células foliculares o de la granulosa y las células tecales; a su vez la actividad y el desarrollo de los
foliculos ovaricos estan regulados por gonadotropinas a través de los mecanismos del eje hipotalamo-
hipofisis-génada. Durante el desarrollo folicular, las células de la teca y la granulosa adquieren
funciones endocrinas especificas, participando activamente en la sintesis y secrecion de esteroides
sexuales como estrogenos, progestinas y andrégenos, asi como de glicoproteinas reguladoras como
activina e inhibina (Shimizu, 2016 y Clément et al., 2020).

En los mamiferos, los ovarios estan presentes en la cavidad pélvica superior a ambos lados del cuerpo
y se mantienen en su lugar mediante un mesenterio conectado a un ligamento ancho. Tiene tres
regiones principales: el hilio, la corteza externa y la médula central (Lew, 2019; Puttabyatappa y
Padmanabhan, 2018).



I. El hilio contiene vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios, células del hilio y es el punto en el
que el ovario se une al mesovario.

Il. La corteza ovarica tiene una zona exterior (tinica albuginea) y una zona interior donde los foliculos
ovaricos estan incrustados dentro del tejido estromal.

lll. La médula es el espacio central del érgano conformado por tejido conectivo laxo, rico en fibras
elasticas, vasos sanguineos, linfaticos y nervios asociados los cuales atraviesan el tejido
conectivo. Esta rodeada por la corteza ovarica excepto a nivel de la insercién del mesovario.
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Figura 2. Esquema de la anatomia ovarica en donde se muestran las tres regiones principales que lo conforman (hilio, corteza
externa y médula central), asi como los diferentes estadios de los foliculos ovéricos. Elaborado en BioRender por Natalia
Martinez Garcia de multiples fuentes (Lew, 2019; Puttabyatappa y Padmanabhan, 2018).

Desarrollo folicular

En los ovarios de los mamiferos, los foliculos estan constituidos por un ovocito interno, rodeado de
células de la granulosa y capas externas de células tecales. El desarrollo de cada foliculo esta regulado
tanto por factores endocrinos como paracrinos (McGee y Hsueh, 2000). En humanos, la formacion
folicular (foliculogénesis) ocurre aproximadamente a las 20 semanas de gestacion, mientras que en
roedores este proceso inicia alrededor del tercer dia postnatal (Puttabyatappa y Padmanabhan, 2018;
Lee et al., 2021).



Una vez formados, los foliculos no permanecen estaticos, sino que atraviesan fases de activacion y
crecimiento. Este proceso, conocido como reclutamiento folicular, puede presentarse en dos
modalidades: inicial y ciclica. El reclutamiento inicial corresponde a la activacién continua de foliculos
primordiales latentes, los cuales se incorporan progresivamente al conjunto de foliculos en crecimiento.
En cambio, el reclutamiento ciclico ocurre durante cada ciclo reproductivo, cuando el aumento de FSH
circulante estimula el crecimiento de una cohorte de foliculos antrales (McGee y Hsueh, 2000).

Durante el reclutamiento inicial, diversos factores intraovaricos —como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), la hormona antimilleriana (AMH) y el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1)— promueven el crecimiento de algunos foliculos primordiales, mientras que otros
permanecen en reposo durante meses o incluso anos (Hsueh et al., 2015; Skinner, 2005; Gougeon,
2010). Alternativamente, este proceso puede deberse a la liberacién de sefales inhibidoras que
mantienen a los foliculos detenidos en la profase de la meiosis. En cualquier caso, se considera que el
reclutamiento inicial es un proceso continuo que comienza poco después de la formacién del foliculo,
mucho antes del inicio de la pubertad (McGee y Hsueh, 2000).

Por su parte, el reclutamiento ciclico inicia tras la pubertad y depende de los aumentos periddicos de
FSH durante cada ciclo reproductivo. En roedores, los foliculos antrales tempranos reclutables
presentan diametros de 0,2 a 0,4 mm mientras que en humanos alcanzan entre 2 y 5 mm. En esta fase,
solo un numero reducido de foliculos sobrevive, mientras que la mayoria sigue la via de la atresia, tanto
en roedores como en humanos (Trounson et al., 1998).

En estos foliculos, los ovocitos han completado su crecimiento, adquirido la zona pelucida y alcanzado
la competencia necesaria para reanudar la meiosis (Li y Chian, 2017). El reclutamiento ciclico y la
seleccion folicular en roedores es comparable al de los primates; sin embargo, en los primeros suelen
seleccionarse multiples foliculos dominantes durante cada ciclo estral, a diferencia de lo que ocurre en
los humanos (McGee y Hsueh, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Esquematizacion del proceso de reclutamiento y seleccion folicular en ovarios humanos y de rata. En humanos, el
desarrollo desde el foliculo primordial hasta la ovulacién ocurre en periodos prolongados: >120 dias hasta el estadio
secundario, ~71 dias hasta el foliculo antral y 14 dias para el proceso de seleccién y dominancia que culmina con la ovulacion.
En ratas, los tiempos son mas cortos: >30 dias desde el estadio primordial al secundario, 28 dias hasta el foliculo antral y 2—
3 dias para alcanzar la ovulacion. Elaborado en BioRender por Natalia Martinez Garcia y modificado de McGee y Hsueh
(2000).

Finalmente, la foliculogénesis comprende el desarrollo de los foliculos ovaricos desde su estadio
primordial hasta su forma madura, el foliculo de Graaf. Este proceso implica un incremento progresivo
del tamafo y la diferenciacién celular, que culmina con la ovulacion. El desarrollo folicular comienza
cuando los foliculos en reposo abandonan la reserva ovarica y finaliza con la produccion de un unico
foliculo dominante en cada ciclo menstrual. Dicho proceso puede dividirse en cuatro etapas principales:
iniciacién, crecimiento temprano del foliculo, seleccion de un foliculo dentro de la cohorte reclutada y
maduracion del foliculo preovulatorio (Gougeon, 2010).

En el desarrollo folicular, la primera fase preantral esta dirigida por factores de crecimiento locales a
través de mecanismos autocrinos/paracrinos, mientras que la segunda fase de desarrollo depende de
las gonadotropinas y contintia hasta el punto final de la ovulacion o la atresia folicular (Lew, 2019). Las
etapas del desarrollo folicular definidas por el tamafo del foliculo, el nUmero de células en la envoltura
folicular y su morfologia, se pueden clasificar en etapa de foliculo primordial, primario, secundario y
antral (Hertig y Adams, 1967) (Figura 4).

L. Foliculo primordial

El foliculo primordial es una estructura que envuelve un pequeno ovocito primario dentro de
una sola capa de células escamosas de la granulosa en la lamina basal, se encuentran
principalmente en la corteza del ovario, rodeados de abundante matriz extracelular. No
existe contacto directo entre las células de los foliculos primordiales y otras células. Los
foliculos primordiales carecen de suministro de sangre independiente y su acceso al sistema

-8 -



Iv.

endocrino es muy limitado. Se ha implicado que los factores paracrinos y autocrinos
intrinsecos son importantes para mantener la mayoria de los foliculos primordiales en estado
de reposo, resistiendo asi el reclutamiento y ayudando al mantenimiento de la reserva
ovarica (Lew, 2019; Biswas et al., 2022).

Foliculo primario

El foliculo primario esta constituido por un ovocito rodeado por una sola capa de células de
la granulosa cuboidales. Sus principales eventos de desarrollo son el crecimiento y la
diferenciacion de los ovocitos y la expresion del receptor de FSH en las células de la
granulosa. El reclutamiento folicular y las etapas iniciales de crecimiento son independientes
de las gonadotropinas, pero la FSH es necesaria para la transicion folicular de la etapa
primaria a la preantral. Los niveles plasmaticos mas altos de FSH aceleran el desarrollo del
foliculo primario. EI genoma del ovocito se reactiva, lo que resulta en el crecimiento del
ovocito y el desarrollo de la zona pelucida, una capa circundante de matriz extracelular
(Oktay, Briggs y Gosden, 1997; Fortune et al., 2000; Lew, 2019).

Foliculo secundario

La transicion de un foliculo primario a uno secundario esta influenciada por una serie de
factores locales y sistémicos, incluyendo el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-1), la activina, la hormona antimulleriana (AMH) y niveles basales de gonadotropinas
(Knight y Glister, 2006; McGee y Hsueh, 2000). Durante este proceso, el ovocito
experimenta un crecimiento completo, pero la meiosis permanece en estado de suspension.
A nivel histoldgico, las células de la granulosa evolucionan de un epitelio cubico simple a un
epitelio columnar estratificado. Ademas, se desarrollan las dos capas primarias de teca
interna y teca externa. La angiogénesis facilita la circulacién sanguinea alrededor del
foliculo, lo que lo expone a influencias externas, incluyendo nutrientes y gonadotropinas.
También es importante mencionar que la teca externa adquiere inervacion autbnoma en este
proceso (Lew, 2019; Gougeon, 2010).

Los foliculos secundarios se caracterizan por la presencia de un ovocito completamente
desarrollado rodeado por una zona pelucida, de cinco a ocho capas de células de la
granulosa, una lamina basal y una teca interna y externa con vasos sanguineos asociados
(Lew, 2019).

En este estadio, las células de la granulosa tienen receptores a FSH; la unién de la hormona
a su receptor estimula la mitosis de las células, lo que provoca un aumento del tamafio del
foliculo. Conforme crece el foliculo, aumenta la actividad de las células, lo que resulta en un
aumento del liquido folicular que contiene glucosaminoglucanos, proteoglucanos, asi como
P4, E2, inhibina, folistatina y activina, las cuales regulan la liberacion de LH y FSH (Gartner
y Hiatt, 2007).

Foliculo antral

Un foliculo antral desarrolla un "antro", cavidad que contiene liquido folicular, un exudado
plasmatico que funciona como un microambiente regulador de los productos secretores
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tanto del ovocito como de las células de la granulosa. El numero relativo y el tamafo de los
foliculos antrales varian entre individuos y en funcién de la edad y la etapa del ciclo
menstrual-estral (Lew, 2019; Erickson y Shimasaki, 2000).

Las células intersticiales de la teca expresan receptores de LH e insulina y tienen una red
capilar que rodea a los foliculos antrales. Las células de la granulosa de los foliculos antrales
se diferencian en subtipos influenciados por su posicién: membrana, area periantral y
cumulo odéforo. Todos los subtipos expresan receptores de FSH, pero los subtipos de células
de la granulosa tienen una respuesta diferencial a la estimulacién de FSH, lo que influye en
la esteroidogénesis y la expresion del receptor de LH (Erickson y Shimasaki, 2000).

El ultimo estadio del proceso de foliculogénesis es el foliculo de Graff (denominado asi
exclusivamente en mujeres), o también llamado foliculo preovulatorio, en el cual se observa
al ovocito en el cumulo od6foro y a su vez se encuentra rodeado por la corona radiada, la
cual se forma a partir de células de la granulosa altamente diferenciadas, que proporcionan
nutrientes y factores necesarios para el crecimiento del ovocito (Gartner y Hiatt, 2007).

- Cuerpo liteo

Luteinizacion

Fase dependiente de
gonadotropinas (dependencia de
FSH y dependencia de LH)

Ovulacién

De Graaf

Fase de respuesta a y '@"_\\_
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de dependencia de FSH) : ]

Fase independiente de
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intraovaricas)

@ <« Secundario

@ (s) «<— Primario
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Figura 4. Representaciéon esquematica del desarrollo del foliculo ovarico y la ovulacion. Elaborado en BioRender por Natalia
Martinez Garcia de multiples fuentes (Lee et al., 2019; McGee y Hsueh, 2000).
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Seleccion final del foliculo

La "seleccion" de foliculos es el proceso mediante el cual se elige un unico foliculo "dominante" de la
cohorte reclutada para un crecimiento preferencial o bien multiples foliculos dominantes en el caso de
especies poliovulatorias como los roedores (Block, 1951; Hodgen, 1982; Gougeon, 1986; Ginther et al.,
2001). En general, se ha documentado que la seleccion de foliculos ocurre una vez en la fase folicular
temprana, a la mitad del ciclo menstrual, lo que lleva a la ovulacion (Pache et al.,1990; Zeleznik, 2004;
Baerwald, Adams y Pierson, 2012) (Figura 4).

Después de aumentos en la FSH circulante durante el periodo perimenstrual, una cohorte de foliculos
antrales escapa a la apoptosis debido a la accion de supervivencia de la FSH. Entre este grupo de
aproximadamente diez foliculos antrales (que se encuentran en adultos jovenes), uno de los foliculos
principales crece mas rapido que el resto de la cohorte y produce niveles mas altos de estrégenos e
inhibinas (McGee y Hsueh, 2000).

Aunque las razones exactas por las que un foliculo emerge como dominante no estan claras, es
probable que este foliculo sea mas sensible a la FSH (Fauser y Van Heusden, 1997), tal vez debido a
una mayor expresion del receptor de FSH y/o LH o aumentos en los factores de crecimiento locales
que aumentan la capacidad de respuesta de la FSH (McGee y Hsueh, 2000). Los estrogenos y las
inhibinas producidos por el foliculo mas grande suprimen la FSH hipofisaria liberada durante la fase
folicular media. Como resultado, los foliculos antrales en crecimiento restantes se ven privados de la
estimulacion adecuada con FSH necesaria para su supervivencia (diZerega y Hodgen, 1981).

Por lo tanto, la seleccion negativa contra los foliculos subordinados es el resultado de que el estrégeno
y la inhibina producidos por el foliculo dominante ejercen una retroalimentacion negativa sobre la
liberacion de gonadotropinas. Ademas, este foliculo de rapido crecimiento también produce niveles mas
altos de factores de crecimiento autocrinos y paracrinos que estimulan aumentos en la vasculatura y la
capacidad de respuesta de la FSH, constituyendo asi un mecanismo de seleccion positiva local (McGee
y Hsueh, 2000).

Las especies que son monoovulatorias y las que son poliovulatorias probablemente presenten
diferencias en el umbral o punto de ajuste para las sefiales de retroalimentacion negativa. Se presume
que este rasgo esta influenciado genéticamente (Spearow, 1986). Ademas, las disparidades entre
especies y cepas en la capacidad de respuesta folicular a la FSH, asi como el nimero de foliculos
antrales en crecimiento disponibles, también pueden desempefiar un papel en la determinacién de la
cantidad de foliculos de tamaro preovulatorio (McGee y Hsueh, 2000).

Ovulacion

La ovulacion implica la liberacion del ovocito, que ha completado las etapas finales de maduracion, la
reanudacion de la meiosis y la ruptura de la vesicula germinal (Puttabyatappa y Padmanabhan, 2018).
Los niveles plasmaticos de estrogeno se incrementan como consecuencia del aumento en la
produccién de esta hormona por parte de las células de la granulosa, que adquieren actividad endocrina
dentro del foliculo. El estrégeno modifica entonces su funcion, pasando de actuar como modulador de
retroalimentacion negativa de la GnRH en el hipotdlamo a ejercer un efecto de retroalimentacion
positiva (Holesh, Bass y Lord, 2023).
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Este cambio provoca un aumento en la frecuencia de secrecién de GnRH en la glandula pituitaria
anterior, lo que conduce a un aumento de la LH. El aumento de la LH estimula la actividad de enzimas
proteoliticas dentro del foliculo, debilitando la pared del ovario y permitiendo la liberacion del foliculo
maduro. También provoca la luteinizacion de las células tecales y de la granulosa que forman el cuerpo
luteo, responsable de los niveles de sintesis de progesterona. Una vez que el foliculo se libera, es
atrapado por las fimbrias de las trompas de Falopio. El ovocito permanece en la metafase Il de la
meiosis Il listo para la fecundacion (Holesh, Bass y Lord, 2023).

La neovascularizacion de la capa de células de la granulosa, junto con las células de la teca, invaden
el antro donde se diferencian en células luteas. La luteinizacion también se asocia con un cambio en la
produccion de la hormona principal, de E2 a P4. Tanto el proceso de ovulacion como la luteinizacion
estan rigurosamente regulados por productos de los miembros de diversas familias de genes. Esto
incluye proteasas que desintegran la pared folicular para facilitar la liberacién de los ovocitos, factores
de crecimiento epidérmico que fomentan la expansion de las células granulosas del cimulo od6foro y
proteasas que contribuyen a la descomposicion de la pared folicular, permitiendo asi la liberacion de
los ovocitos (Conti et al., 2012; Richards, 2007; Stouffer, Xu y Duffy, 2007).

Atresia folicular

La atresia folicular es un proceso apoptético regulado hormonalmente que depende
predominantemente de la apoptosis de las células de la granulosa. La atresia folicular también esta
estrictamente inhibida por la FSH, que es beneficiosa para el desarrollo de los foliculos. Una vez que
el foliculo se ha desarrollado, secreta estrogeno, que en niveles elevados disminuye la secrecion de
FSH (Kaipia y Hsueh, 1997). La atresia folicular también se ha asociado con varios sistemas ligando-
receptor implicados en la muerte celular, incluido el factor de necrosis tumoral (TNF-a), el ligando Fas,
el ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF-a (TRAIL), el ligando APO-3 y el ligando PFG-
5 (Matsuda et al., 2008; Zhou, Peng y Mei, 2019).

Aunque muchos foliculos avanzan mas alla de la etapa primordial, la mayoria sufre atresia. Los foliculos
atrésicos se caracterizan por una baja actividad mitética, nucleos picnéticos y actividad de fosfatasa
acida dentro de la capa de células de la granulosa. La atresia de los foliculos antrales se produce en
tres etapas consecutivas (Byskov, 1974; Peluso y Steger, 1978). En la etapa |, hay una ligera reduccion
en la frecuencia de las divisiones de las células de la granulosa y aparecen nucleos picnoticos. Los
foliculos en la etapa Il muestran una reduccion adicional en el niumero de divisiones de células de la
granulosa y se observan nucleos picnoéticos y leucocitos en el antro. En el estadio lll, las células de la
granulosa han dejado de dividirse y la cavidad antral comienza a colapsar (Peluso y Steger, 1978).

Cuerpo luteo

El cuerpo luteo es una estructura endocrina transitoria que produce la progesterona necesaria para
apoyar el desarrollo, la implantacion y el embarazo en el Utero. La funcion del cuerpo luteo finaliza 'y su
estructura involuciona mediante un proceso conocido como lutedlisis, que puede ocurrir al final de un
ciclo ovarico reproductivo no fecundo, en el caso del ser humano cuando se desarrolla la placenta, o al
final del embarazo en otras especies. Cabe mencionar que el proceso de lutedlisis puede variar segun
la especie, ya que algunas experimentan tanto una lutedlisis funcional como estructural, resultando en
la formacion de cuerpos albicans cargados de tejido conectivo, mientras que, en otras especies, como
los roedores, solo se someten a la lutedlisis 20 funcional, lo que lleva a la presencia de muchos cuerpos
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luteos de multiples ciclos en el ovario (Smith y Meidan, 2014; Stouffer et al., 2013; Puttabyatappa y
Padmanabhan, 2018).

Los cuerpos luteos son una continuacion de la maduracion folicular y se forman a partir de células
granulosas y de la teca interna. Después del aumento preovulatorio de gonadotropinas, las células
foliculares comienzan cambios morfolégicos, endocrinolégicos y bioquimicos asociados con la
luteinizacion. La luteinizacion implica la transiciéon de un foliculo preovulatorio a un cuerpo luteo
altamente vascularizado capaz de secretar grandes cantidades de progesterona. Ademas, varios tipos
de células sufren hiperplasia, hipertrofia y/o migracion durante la formacion del cuerpo luteo (Smith,
Mclintush y Smith 1994).

Un componente esencial en el desarrollo del cuerpo luteo es la provision de suministro sanguineo. El
proceso de establecer una nueva red microvascular incluye la ruptura de la membrana basal folicular,
la migracién y proliferacion de células endoteliales y el desarrollo de la luz capilar. Este proceso esta
regulado por la interaccion de sustancias angiogénicas y antiangiogénicas (Smith, McIntush y Smith
1994).

La FSH y la LH estimulan lo que queda del foliculo maduro después de la ovulaciéon para convertirse
en el cuerpo luteo. El cuerpo luteo crece y segrega progesterona y algo de estrogeno, lo que hace que
el endometrio sea mas receptivo a la implantacién. Si no se produce la fecundacion, los niveles de
progesterona/estrégeno disminuyen y el cuerpo liteo muere formando el cuerpo albicans. Estos niveles
hormonales decrecientes estimulan a la FSH para que comience a reclutar foliculos para el siguiente
ciclo. Si se produce la fecundacion, la gonadotropina coriénica humana (hCG) producida por la placenta
temprana preserva el cuerpo luteo, manteniendo los niveles de progesterona hasta que la placenta es
capaz de producir suficiente progesterona para apoyar el embarazo (Holesh, Bass y Lord, 2023).

Esteroidogénesis

Las gonadas son el sitio principal para la biosintesis de esteroides sexuales. Al igual que las glandulas
suprarrenales, los ovarios expresan enzimas esteroidogénicas especificas necesarias para la sintesis
de andrégenos, estrogenos y progestagenos (Miller y Auchus, 2011; Louw-du et al., 2017) (Figura 5).

La produccion normal de esteroides ovaricos es un proceso complejo y estrictamente regulado que
involucra varias vias de sefalizacion en multiples tipos de células. La esteroidogénesis en la mayoria
de los mamiferos (incluidos humanos y ratones) parece ocurrir a través del modelo de dos células/dos
gonadotropinas mediante el cual los androgenos se sintetizan a partir del colesterol en las células de
la teca estimuladas por la LH, seguido de la conversion a estrogenos en las células de la granulosa
expuestas a la FSH (Louw-du et al., 2017).

La biosintesis de novo de todas las hormonas esteroides comienza con la enzima de escisién de la
cadena lateral del colesterol (P450scc o CYP11A1), que convierte el colesterol en el esteroide A5 C21-
pregnenolona, la cual a su vez sirve como precursor inicial para la biosintesis posterior de los
mineralocorticoides, glucocorticoides y esteroides sexuales (Louw-du et al., 2017). La sintesis de
esteroides se inicia cuando el colesterol se transporta desde la membrana mitocondrial externa hasta
la membrana mitocondrial interna, con la ayuda de la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR)
(Jamnongjit y Hammes, 2006).
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Los receptores de LH y la enzima esteroide 17-alfa-monooxigenasa (CYP17A1), que convierte la
pregnenolona y la progesterona en dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona,
respectivamente; se expresan principalmente en las células de la teca, mientras que los receptores de
FSH y la aromatasa (CYP19A1), que convierte los andrégenos en estrégenos, se expresan
principalmente en las células de la granulosa. En particular, los receptores de LH no se encuentran
exclusivamente en las células de la teca, ya que se ha observado que sus niveles de expresion en las
células de la granulosa aumentan en respuesta a la FSH justo antes del aumento de LH (Louw-du et
al., 2017; Jamnongjit y Hammes, 2006).

Tanto las células de la teca como las de la granulosa expresan la proteina StAR, enzima CYP11A1 y
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). Por lo tanto, ambos tipos de células son
capaces de producir pregnenolona y/o progesterona a partir del colesterol. Sin embargo, en la fase
folicular, las células de la granulosa relativamente avascularizadas tienen una cantidad limitada de
oxigeno o colesterol, por lo que se producen bajas cantidades de estos esteroides. Por el contrario,
después de la exposicion a las gonadotropinas, las células de la granulosa se luteinizan y luego pueden
sintetizar grandes cantidades de pregnenolona y progesterona a partir del colesterol (Wood y Strauss,
2002). En particular, dado que las células de la granulosa carecen de CYP17A1, no pueden metabolizar
las progestinas a andrégenos, como ocurriria en las células de la teca que expresan CYP17A1. Por lo
tanto, la mayor parte de la produccion de progesterona ovarica probablemente proviene de las células
de la granulosa y no de la teca (Christenson y Strauss, 2000; Stocco, 2001).

El estrogeno se sintetizara mediante reacciones enzimaticas especificas catalizadas por CYP19A1 y
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (17BHSD1) en células de la granulosa, mientras que en las
células de la teca se convertira en testosterona mediante 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 5
(17BHSDS5) (Louw-du et al., 2017).

Célula de la Teca Célula de la Granulosa

Foliculo Antral

Colesterol Bt Colesterol |  Colesterol

¥ CYP11AT | cyp11a1

CYP17A1 .~ T\ 3B-HSD | 3p-HsD

[DHEA| [ Progesterona
3B-HSD . -~ CYP17A1
, CYP19AT
[ Androstenediona | g Estrona |
| 17pHsDs CYP19A1 } 17BHSD1
Testosterona 4 Estradiol

Membrana basal

Figura 5. Sintesis de esteroides sexuales en hembras. Elaborado en BioRender por Natalia Martinez Garcia de multiples
fuentes (Louw-du Toit et al., 2017; Jamnongjit y Hammes, 2006; Wood y Strauss, 2002; Christenson y Strauss, 2000; Stocco,
2001; Miller y Auchus, 2011).
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Ciclo estral en la rata

El ciclo estral es el ciclo reproductor de la rata, se define como el tiempo que transcurre entre un periodo
de celo y el comienzo del siguiente. La duracién promedio del ciclo estral es de 4 a 5 dias, pero en
algunos individuos se pueden observar ciclos ocasionales de 6 dias (Long y Evans, 1922; Goldman y
Cooper, 2007; Cora, Kooistra y Travlos, 2015). Muchos factores influyen en la duracion del ciclo,
incluidos la luz, la edad, la temperatura, el ruido, la nutricion, el estrés y las relaciones sociales
(Goldman y Cooper, 2007; Cora, Kooistra y Travlos, 2015).

Las etapas del ciclo estral se identifican por la ausencia, presencia o proporcidon de cuatro tipos
celulares basicos: neutréfilos, pequenas células epiteliales nucleadas, células epiteliales nucleadas
grandes y células epiteliales queratinizadas anucleadas. Convencionalmente, el ciclo se divide en las
cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro; sin embargo, algunos investigadores utilizan una
clasificacion simple de proestro-estro-diestro, mientras que otros subdividen las cuatro etapas, registran
las etapas de transicion o cuantifican aproximadamente las poblaciones de células individuales
(Goldman y Cooper, 2007; Cora, Kooistra y Travlos, 2015) (Figura 6).

l. Proestro

El proestro es una etapa corta, que dura un promedio de 14 h en rata. La caracteristica predominante
de esta etapa es la presencia de células epiteliales nucleadas, pequefias, redondas, de apariencia y
tamano relativamente uniformes, estas células pueden tefiirse profundamente basodfilas. En un frotis
vaginal, se pueden encontrar neutréfilos raros u ocasionales al comienzo del proestro, ya que el roedor
habria pasado recientemente del diestro al proestro. También se puede observar un numero
relativamente bajo de células epiteliales grandes y de células anucleadas queratinizadas (Long vy
Evans, 1922; Cora, Kooistra y Travlos, 2015).

Il. Estro

La duracion del estro varia entre 24 y 48 h; se caracteriza por la presencia de células epiteliales
queratinizadas predominantemente anucleadas. La primera y segunda mitad del estro, si bien consisten
principalmente en células queratinizadas anucleadas, tienen claras diferencias en su apariencia.
Ocasionalmente se pueden observar neutréfilos al final del estro, cuando el roedor esta en transicion
al metaestro (Long y Evans, 1922; Cora, Kooistra y Travlos, 2015).

lll. Metaestro

El metaestro es una etapa corta de 6 a 8 horas. El metaestro se caracteriza por una combinacion de
células epiteliales queratinizadas anucleadas y neutréfilos. En el metaestro temprano, los neutréfilos
se intercalan con las células epiteliales y a veces, se encuentran muy juntos o agrupados alrededor de
las células; las células epiteliales suelen predominar, pero pueden estar en igual proporcion que los
neutrdéfilos. A medida que avanza el metaestro, el numero de neutréfilos aumenta mucho (superando
en numero a las células epiteliales hasta diez veces (Long y Evans, 1922; Cora, Kooistra y Travlos,
2015; Hubscher, Brooks y Johnson, 2005).

IV. Diestro
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El diestro es la etapa mas larga del ciclo estral con una duracién promedio de 48 a 72 horas. Esta etapa
se caracteriza por una disminucion sustancial en el numero de células epiteliales queratinizadas
anucleadas, pero no necesariamente una ausencia de ellas, a medida que el animal sale del metaestro.
La celularidad general es de moderada a baja con una combinacién de neutrdfilos, células epiteliales
nucleadas pequefias y grandes y un nimero bajo de células queratinizadas anucleadas. El nimero de
neutrdéfilos puede variar, pero suele ser mayor en relacion con las células epiteliales y, en ocasiones,
los frotis son exclusivamente neutréfilos (Long y Evans, 1922; Cora, Kooistra y Travlos, 2015).

La duracién de cada una de las cuatro etapas del ciclo estral varia entre 6 y 72 horas dependiendo de
la etapa y del roedor individual, por lo tanto, algunas etapas cortas pueden “perderse” al realizar un
frotis vaginal, especialmente si las muestras se recolectan muy temprano o tarde en el dia, por lo que
la recoleccién de muestras se puede trasladar al final de la mafana o al comienzo de la tarde en un
esfuerzo por minimizar la incidencia de etapas perdidas (Cora, Kooistra y Travlos, 2015).
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Figura 6. Imagenes representativas de las fases del ciclo estral (tincion con hematoxilina/eosina). El proestro se caracteriza
por masas de células epiteliales nucleadas redondas. El estro se puede identificar por agregados de células cornificadas
escamosas. El metaestro y el diestro expresan una combinacion de tipos de células (leucocitos, células nucleadas y
cornificadas), pero muestran menos células. N: Células nucleadas, C: Células cornificadas y L: Leucocitos Elaborado por
Natalia Martinez Garcia.
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Utero

El utero desempena un papel fundamental en una variedad de funciones en el organismo, que incluyen
la gestacion, el ciclo menstrual (en humanos), proporciona el entorno esencial para el desarrollo
embrionario, la implantacion y la formacion de la placenta, ademas de apoyar el crecimiento fetal. En
el caso de los roedores, el utero tiene una anatomia peculiar, ya que esta compuesto por dos cuernos
uterinos que convergen hacia la parte caudal, formando asi el cuerpo uterino, que se extiende hasta el
cuello uterino (Ameer et al., 2022) (Figura 7).

Cuerno uterino izquierdo

Lumen del cuerno
uterino -\\

Ligamento \

ancho

Cuerpo del
utero

Apertura del cuerno
uterino derecho

Figura 7. Anatomia del Utero de rata. Tomado de De la Rosa, 2018.

Desde una perspectiva histoldgica, el utero de la rata, como en la mayoria de las especies de
mamiferos, se compone de tres capas (Linares et al., 2010; Ameer et al., 2022) (Figura 8):

a)

b)

Endometrio o mucosa: Esta capa consiste en el endometrio funcional (superficial) y el
basal. La capa funcional es altamente receptiva a las hormonas reproductivas y se
desprende total o parcialmente durante el ciclo estral. Esta formada por un epitelio cilindrico
simple que reviste el lumen del utero. Debajo de este epitelio, separado por una membrana
basal, se encuentra la zona basal, una capa delgada de tejido conjuntivo vascularizado que
contiene menos células que la zona funcional y que se mantiene constante a lo largo del
ciclo. También se pueden observar glandulas uterinas, que son invaginaciones tubulares del
epitelio luminal.

Miometrio o capa muscular: Principalmente compuesto por dos capas musculares, una
interna con orientacion circular y una externa con orientacion longitudinal, entre las cuales
se encuentra una capa de tejido conjuntivo-vascular que alberga grandes arterias, vasos
linfaticos y venas.
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c) Serosa o perimetrio: Esta es la capa externa, constituida por tejido conjuntivo laxo y
recubierta por la serosa peritoneal. Esta capa presenta una densa red de vasos linfaticos,
sanguineos y fibras nerviosas.

. Miometrio
Endometrio

Figura 8. Corte histolégico del utero de rata Wistar, en donde se observan las tres capas de tejido que lo conforman (tincion
con hematoxilina/eosina). Tomado de De la Rosa, 2018.

La funcion principal del utero, en caso de producirse la fertilizacion de los ovocitos, es recibir al cigoto,
el cual se implanta en el endometrio y obtiene nutrientes a través de los vasos sanguineos desarrollados
especificamente para este fin. A medida que el embridn crece y se desarrolla, el Utero se expande para
sostener la gestacion (Shirasuna e Iwata, 2017). En una gestacion exitosa, este drgano garantiza la
proteccion y el mantenimiento del entorno gestacional, culminando con el nacimiento del producto
(Gnanamanickam y Llewellyn-Smith, 2011).

La funcion principal del utero, en caso de que ocurra la fertilizacion de los ovocitos, es recibir el dvulo
fertilizado, que posteriormente se implanta en el endometrio y obtiene nutrientes de los vasos
sanguineos desarrollados especificamente para este propédsito. Conforme el embridn crece y se
desarrolla, el Utero se expande para albergar el embarazo (Shirasuna e Ilwata, 2017). En el caso de un
embarazo exitoso, el utero cumple la funcién de albergar, mantener y posteriormente dar a luz al
embrion (Gnanamanickam y Llewellyn-Smith, 2011).

Durante las diferentes etapas del ciclo estral, los distintos compartimentos que conforman el utero de
la rata experimentan cambios morfolégicos y funcionales que dependen de la accion de las hormonas
ovaricas en cada momento y como se ha mencionado, las concentraciones de hormonas ovaricas no
permanecen constantes durante todo el ciclo estral. Por ejemplo, durante el proestro, el utero se
encuentra distendido debido a la acumulacién de liquido. En el estro, la distensién uterina es maxima,
y comienza la degeneracion vacuolar del epitelio uterino. En el metaestro, la degeneracion vacuolar en
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el utero alcanza su punto maximo. Finalmente, en el diestro, el epitelio uterino se regenera (De la Cruz
y Pasaro, 1998; Gartner, 2008).

Obesidad y alteraciones en el eje reproductivo

La obesidad es una condicién fisiolégica que se caracteriza por una acumulacion anormal y excesiva
de grasa en el cuerpo, lo que puede dar lugar a problemas de salud adversos, especialmente afectando
al corazén, al higado, a las articulaciones y al sistema reproductivo. Se trata de una enfermedad crénica
y multifactorial; dentro de las causas de la obesidad se incluyen factores genéticos, epigenéticos,
ambientales, fisiologicos y culturales que interactuan en la mayoria de los casos. Desde el punto de
vista nutricional, la obesidad es originada por un desequilibrio entre la cantidad de calorias ingeridas y
el gasto energético, lo que resulta en un aumento del tejido adiposo y como consecuencia un
incremento del peso corporal. La obesidad se ha convertido en una epidemia, lo que significa que afecta
a un gran numero de personas y tiene un impacto significativo en la salud publica en diferentes paises
(Ahmed y Konje, 2023; Quintero et al., 2020; Moreno, 2012).

Recientemente, la Comisién de Obesidad Clinica de The Lancet propuso una definicidn mas precisa
de esta condicién, diferenciando entre obesidad preclinica y obesidad clinica. La obesidad clinica se
entiende como una enfermedad sistémica con disfuncién comprobable en tejidos, érganos o en la
capacidad funcional del individuo, atribuible al exceso de grasa corporal. En cambio, la obesidad
preclinica se refiere al exceso de adiposidad sin alteraciones funcionales aparentes, pero con un riesgo
elevado de desarrollar complicaciones metabdlicas. La Comisién también recomienda no utilizar el
indice de masa corporal (IMC) como unica herramienta diagnéstica individual, sino complementarlo con
mediciones antropométricas o directas de la grasa corporal. Esta nueva visidon permite orientar el
diagndstico, tratamiento y politica publica hacia un enfoque mas justo, individualizado y basado en
evidencia (Bluher, 2024).

Las repercusiones de la obesidad en la salud reproductiva femenina se presentan en diferentes
ambitos, podria relacionarse con trastornos menstruales, sindrome de ovario poliquistico (SOP),
ovulacion infrecuente o inexistente, ademas de ocasionar alteraciones en el desarrollo folicular
afectando la fertilidad, entre otras (Gao et al., 2021).

El tejido adiposo no solo cumple una funcion de soporte estructural, sino que también desempefia un
papel esencial en la regulacion metabdlica, principalmente a través de la accion de los adipocitos. Esta
funcion endocrina del tejido adiposo ha sido ampliamente documentada. Dentro de la diversidad de
tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco (TAB) adquiere una destacada importancia debido a su
capacidad para sintetizar acidos grasos y su actividad endocrina. El TAB se distribuye ampliamente en
el organismo, tanto en las zonas viscerales como subcutaneas (Silvestris et al., 2018).

En el contexto de la obesidad, la expansion del TAB se debe principalmente a la hiperplasia, es decir,
un aumento en el numero de adipocitos. Los adipocitos que experimentan hipertrofia se asocian con
una mayor produccion de adipocinas de naturaleza proinflamatoria (Frigolet y Gutiérrez-Aguilar, 2020).
Cabe destacar que las adipocinas son proteinas secretadas principalmente por el tejido adiposo,
aunque también pueden provenir de otros tejidos. Sin embargo, la adiposidad puede inducir cambios
que perturban la regulacion de ciertas adipocinas, como la leptina, la adiponectina, la resistina y la
visfatina (Silvestris et al., 2018).
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Los procesos reproductivos, como la menstruacion, la ovulacion, la implantacion y el embarazo, estan
influenciados por los adipocitos, que a su vez secretan adipocinas (Gao et al., 2021). La activacién del
eje hipotalamo-hipdfisis-gonada depende de la presencia de niveles apropiados de algunas adipocinas.
Ademas, su participacion es fundamental para la correcta activacion y secrecién de gonadotropinas
(Nieuwenhuis et al., 2020).

La leptina es una proteina de senalizacion celular que consta de 167 aminoacidos codificados por el
gen LEP (también denominado ob) y secretada principalmente por los adipocitos blancos (Childs et al.,
2021). Los niveles de leptina experimentan un aumento después de la ingesta de alimentos, y la
cantidad liberada esta estrechamente vinculada al tejido adiposo. Por lo tanto, en situaciones de
sobrealimentacion y obesidad, se observa un incremento en la secrecion de leptina. La hiperleptinemia,
es decir, altos niveles de leptina en la sangre, tiene la capacidad de inhibir los efectos en las células
diana y la falta de sus funciones conduce a la resistencia a la leptina (Obradovic et al., 2021; Quintanar
y Salinas, 2022). Esto puede dar lugar a alteraciones en la sefalizacion de las neuronas hipotalamicas,
ya que la leptina también participa en la secrecion de GnRH y LH (Goldsammler et al., 2018). Las
mujeres con hiperleptinemia y relaciones leptina-IMC elevadas tienen tasas mas bajas de embarazo
con técnicas de fertilizacion in vitro (Brannian et al., 2001).

La adiponectina es la adipocina mas abundante en el plasma humano y esta compuesta por 244
aminoacidos. En el hipotalamo, parece desempefiar un papel en el inicio de la pubertad al regular la
expresion del gen de la kisspeptina, lo que favorece la secrecion de GnRH (Merhi et al., 2019). Sin
embargo, la obesidad puede inducir disfunciones metabdlicas que provocan cambios en los niveles de
adiponectina (Gelsomino et al., 2019), lo que resulta en una disminucion de la expresion génica y
plasmatica de esta proteina (Silvestris et al., 2018).

La disfuncién reproductiva también puede ser causada por cambios en la secrecion de factores que
intervienen en la foliculogénesis. La reduccion de la adiponectina en el liquido folicular se relaciona con
una disminucion en los niveles séricos de AMH (Merhi et al., 2019). Ademas, se observa un menor
numero de ovocitos, un aumento en la atresia folicular, la reduccion de los foliculos antrales, una
disminucion en FSH y el E2, asi como un aumento en LH (Goldsammler et al., 2018 y Merhi et al.,
2019).

En ambos casos, la disminucién de los niveles de adiponectina causada por las disfunciones
relacionadas con la obesidad afecta la secrecion y probablemente la activacion de las vias
reproductivas ya sea al influir en sefiales tempranas durante la pubertad o al reducir la reserva ovarica
debido a la disminucion de la expresion de la AMH (Munguia, Montafio y Hernandez, 2023).

Finalmente, otras adipocinas de interés son la resistina y la visfatina. Varios estudios han asociado el
aumento en los niveles plasmaticos de ambas proteinas con individuos obesos (Bongrani et al., 2019;
Frigolet y Gutiérrez-Aguilar, 2020; Silvestris et al., 2018). Aunque los mecanismos subyacentes no se
comprenden completamente, la expresion de resistina y visfatina en estructuras reproductivas sugiere
un posible papel regulador. El incremento de estas proteinas se ha relacionado con trastornos
reproductivos, como el SOP, entre otras alteraciones (Silvestris et al., 2018).

En seres humanos, tanto la resistina como la visfatina se expresan a nivel folicular, incluyendo en el
ovocito, las células cumulares, las células de la granulosa y las células de la teca (Bongrani et al., 2019;
Messini et al., 2019). Un estudio in vitro sugiere que la resistina podria inhibir la secrecion de estradiol
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y progesterona en el cuerpo luteo (Messini et al., 2019). Esto sugiere que la resistina podria
desempefiar un papel en la produccion de hormonas esenciales para la maduracion de los foliculos y
los eventos de fertilizacion (Orisaka et al., 2021). En el caso de la visfatina, el aumento en los niveles
plasmaticos en mujeres obesas se ha correlacionado con la disminucion de E2, LH y de la SHBG
(Alnowihi et al., 2020). Un analisis in vitro ha destacado el aumento de esta proteina en el liquido
folicular y la disminucién del numero de ovocitos, foliculos y AMH en la sangre (Bongrani et al., 2019).

Las mujeres obesas a menudo tienen niveles circulantes mas altos de insulina, suelen presentar
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia y como consecuencia se dificulta la produccién hepatica de
SHBG dando como resultado hiperandrogenemia (Rachoh y Teede, 2010). Ademas, dichos
andrégenos se aromatizan a estrogenos a altas tasas en la periferia debido al exceso de tejido adiposo,
ya que el tejido adiposo expresa numerosas enzimas capaces de modificar esteroides, por ejemplo, la
aromatasa que cataliza la conversion de testosterona a estradiol y de androstenediona a estrona
(Jungheim y Moley, 2010; Broughton y Moley, 2017).

Los niveles mas bajos de SHBG y el aumento de la aromatizaciéon periférica de andrégenos a
estrogenos en mujeres obesas también dan como resultado niveles mas altos de estrégeno circulante
libre, lo que puede conducir a una mayor retroalimentacion negativa en el eje hipotalamo-hipdfisis-
gbnada. Este aumento de la retroalimentacion negativa afecta la secrecion de gonadotropina necesaria
para el reclutamiento folicular ovarico adecuado y la ovulacién (Jungheim y Moley, 2010; Broughton y
Moley, 2017).

Otro punto por considerar es el exceso de acidos grasos libres, que puede tener un efecto tdxico en los
tejidos reproductivos, provocando dafo celular y estado inflamatorio crénico de bajo grado. Los niveles
alterados de adipocinas, como la leptina, pueden afectar la esteroidogénesis y directamente al embridn
en desarrollo. El endometrio también es susceptible, con evidencia de alteracion de la decidualizaciéon
del estroma en mujeres obesas. Esto podria explicar la disminucion de la fertilidad debida a una
receptividad alterada, lo cual a su vez podria dar lugar a anomalias placentarias que se manifiestan por
tasas mas altas de aborto espontaneo, mortinatos y preeclampsia en la poblacion obesa (Broughton y
Moley, 2017).

Existe evidencia en modelos animales, que demuestran el efecto negativo de la obesidad sobre la
regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-génada (Figura 9), por ejemplo, Tortoriello et al. (2004)
demostraron que los ratones con obesidad inducida por dieta tenian una disminucion del 60% en las
tasas de embarazo natural, pero que este defecto podria solucionarse mediante la administracion de
gonadotropinas exdgenas, lo que indica una alteracion del mecanismo central en el eje hipotalamo-
hipofisis-génada.

En otro estudio, realizado por los mismos autores, se diseiid un modelo de ratén con mutaciones
genéticas (ob/ob y Ay/a) que conducen a un fenotipo obeso e infértil independientemente de la dieta y
descubrieron que los ratones que eran resistentes para desarrollar este fenotipo tenian niveles mas
altos de receptores de leptina en el hipotalamo (Tortoriello, McMinn y Chua, 2007).
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Figura 9. Esquematizacion del eje hipotalamo-hipéfisis-génada en organismos con obesidad. Elaborado por Natalia Martinez
Garcia de multiples fuentes (Brannian et al., 2001; Rachon y Teede, 2010; Jungheim y Moley, 2010; Broughton y Moley, 2017;
De la Riva, 2018; Pacheco, 2010; Munguia, Montafo y Hernandez, 2023).

Modelos animales utilizados en el estudio de obesidad

Debido a la gran similitud y homologia entre el genoma de murinos y humanos, los modelos animales
han sido utilizados en el estudio de diferentes condiciones que pueden tener efectos de forma similar
a los seres humanos. De los modelos a usar es el de la obesidad en animales la cual puede ser inducida
mediante manipulacion genética, dietética o induccion de alteraciones neuroendocrinas. Los métodos
utilizados frecuentemente para inducir obesidad en ratas son mediante la administracion de farmacos
como el glutamato monosoddico, alimentacion con dietas hipercaldricas, manipulacién genética o
inducida por manipulaciéon de camadas (Suarez et al., 2013; Martinez Pérez, 2022) (Tabla 1).
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Tabla 1. Cepas de ratas que se han utilizado como modelos de obesidad inducida (Martinez Pérez, 2022; Aleixandre y
Miguel, 2008).

Cepa de rata Mozgz:ga(:ie Descripcion Referencia
Akamine et al., 2010;
Wistar, Sprague Dawley | Inducida por Obesidad provocada por ingesta Ambrosetti et al., 2016
y Long Evans dieta excesiva de calorias y Ressler et al., 2015.

Leblanc et al., 2014;

Morita et al., 2008 y

Aleixandre y Miguel,
2008.

Animales con mutaciones especificas, la
obesidad y adiposidad frecuentemente
son graves en este modelo de animales,
dando lugar a diferentes fenotipos

JCR:LA-cp/cp, Sprague-
Dawley Crl:CD (SD) IGS Genética
BR y Zucker fa/fa

La obesidad se presenta como resultado

Inducida por | de la administracion de farmacos como:
farmaco glutamato monosaédico, cloruro de

tributilestafo, leptina

Gaspar et al., 2016;

Wistar y Sprague Dawley Duggal et al., 2000.

Establecimiento de camadas pequenas
Inducida por (3-4 crias) en donde las crias tienen
Wistar manipulacion | mayor acceso al alimento brindado por
de camadas sus madres en comparacion con las
crias de camadas grandes

Sominsky et al., 2016.

Las ratas Zucker obesas (fa/fa), tanto hembras como machos, suelen ser el modelo de rata mas utilizado
y mejor conocido de obesidad inducida por modificacion genética. Los animales homocigotos para el alelo
fa, mas conocidos como ratas Zucker obesas, presentan obesidad entre la tercera y la quinta semana de
vida y finalmente cuando alcanzan las 14 semanas de vida, un 40% de su peso corporal tiene composicion
lipidica. Las ratas Zucker obesas presentan una mutacion en el receptor de leptina, que es la base
molecular de su caracteristico fenotipo (Aleixandre y Miguel, 2008).

La obesidad que caracteriza a las ratas Zucker obesas se acompafia de resistencia a la insulina, dislipemia,
ligera intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia (detectable a las 3 semanas de su nacimiento y persiste
toda la vida de los animales) (Stern et al., 1972; Muller y Cleary, 1988).

Tradicionalmente, se han utilizado las ratas Zucker delgadas (fa/+), como grupo control en investigaciones
fisioldgicas, metabdlicas o endocrinas, ha sido una practica frecuente. Sin embargo, diversos estudios han
demostrado que estas ratas presentan alteraciones fisiolégicas y bioquimicas que las hacen inadecuadas
como controles verdaderamente normopeso o intactos, especialmente cuando se comparan con sus
contrapartes obesas (fa/fa) (Cleary et al., 1999).
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Desde el punto de vista genético, las ratas Zucker delgadas son heterocigotas para la mutacién en el gen
LEPR, que codifica el receptor de leptina. Aunque estas ratas no desarrollan obesidad evidente, si
presentan alteraciones metabdlicas sutiles (Cleary et al., 1999) demostraron que las ratas fa/+ tienen un
fenotipo intermedio entre las ratas Zucker obesas y las homocigotas normales (+/+), con acumulacion
temprana de lipidos, hiperinsulinemia basal y una mayor actividad de enzimas lipogénicas. Estas
diferencias son criticas al evaluar tratamientos o condiciones fisiolégicas en las que el metabolismo lipidico
puede interferir con los resultados experimentales (Cleary et al., 1999).

Griffen et al. (2001) reportaron que ciertas disfunciones en la expresion génica de las células
pancreaticas se manifiestan en ratas Zucker, incluso en ausencia de obesidad. Esto indica que el fondo
genético de la cepa Zucker, mas alla de la mutacién fa/fa, contiene otros defectos que alteran la regulacion
glucémica, lo cual puede sesgar significativamente los resultados cuando se analiza el eje metabdlico
(Griffen et al., 2001).

Morris y Zemel (2003) aportaron evidencia de que las ratas Zucker delgadas son altamente sensibles a la
composicion de la dieta, particularmente a los carbohidratos. Observaron que las ratas fa/+ alimentadas
con dietas ricas en glucosa presentaban una lipogénesis hepatica exacerbada, asociada a mayor
expresion de SREBP-1c y otras enzimas relacionadas con la sintesis de acidos grasos, aun sin obesidad
aparente.

Finalmente, Imai et al. (2013) documentaron que las ratas Zucker delgadas (fa/+) son significativamente
mas susceptibles al desarrollo de cancer mamario inducido quimicamente por 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA), en comparacion con ratas homocigotas normales (+/+). Esta mayor susceptibilidad se
correlacion6 con niveles elevados de leptina sérica, incluso desde las 7 semanas de edad y con una mayor
agresividad tumoral en los primeros estadios de la enfermedad. Los tumores mas agresivos en las ratas
fa/+ mostraron una activacion incrementada de la via de las MAP quinasas ERK1/2, lo que sugiere que la
hiperleptinemia subclinica en ausencia de obesidad ya es suficiente para alterar procesos hormonales y
celulares clave, como la proliferacion tumoral. Este hallazgo refuerza que el perfil hormonal y molecular de
estas ratas no corresponde al de un animal fisiologicamente sano (Imai et al., 2013).

En conjunto, estos hallazgos muestran que el uso de la cepa Zucker fa/+ como grupo control normopeso
resulta inadecuado, ya que introduce un sesgo metodolégico que puede subestimar o sobrestimar los
efectos del tratamiento en estudio. En su lugar, se recomienda utilizar ratas Zucker +/+ (homocigotas
normales) que no portan la mutacion fa y comparten el mismo fondo genético, o cepas como Sprague-
Dawley, Wistar o Long-Evans, ampliamente reconocidas por su estabilidad endocrina, metabdlica y
reproductiva y por carecer de predisposiciones genéticas a trastornos hormonales o metabdlicos (National
Research Council, 2011).

GnRH y funcién de sus agonistas

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) constituye un regulador central del eje reproductivo.
Actualmente esta bien aceptado que, ademas de la forma clasica de GnRH (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH,), existen otras isoformas del decapéptido en los vertebrados. En todas estas
isoformas se conservan las secuencias de aminoacidos tanto N-terminales (pGlu-His-Trp-Ser) como C-
terminales (Pro-Gly-NH2) y la mayoria de las especies de vertebrados expresan mas de una forma de
GnRH. En particular, se ha identificado una segunda forma de GnRH en la mayoria de los vertebrados,
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incluidos los humanos. Esta forma se conoce comiunmente como "GnRH-II de pollo", o simplemente GnRH-
I, y su estructura se conserva de manera unica desde los peces hasta los mamiferos (Maggi et al., 2016).

La existencia de dos sistemas de GnRH en varias especies de mamiferos sugiere que tanto la GnRH |
(Figura 10) como la GnRH-Il pueden desempenar funciones importantes como reguladores endocrinos
/autocrinos/ paracrinos de las funciones reproductivas. La GnRH-l varia segun las clases de 31
vertebrados, se localiza principalmente en el area preoptica y es responsable de la regulacion central de
la secrecidon de gonadotropinas por parte de la hipdfisis, mientras que la GnRH-II se diferencia de GnRH-I
en tres residuos de aminoacidos en las posiciones 5, 7 y 8 del amino terminal se localiza en areas
cerebrales extrahipotalamicas, principalmente el mesencéfalo, endometrio, ovario y placenta (asi como en
tumores derivados de estos tres ultimos tejidos) y se ha asociado con una gama de funciones vinculadas
a la reproduccion (Maggi et al., 2016; Wu et al., 2009; Berger et al., 1991).
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Figura 10. Red de sefializacion GnRHR simplificada. GnRH-I activa GhRHR provocando una activacién de la fosfolipasa C
(PLC) mediada por Gq/11. Esto genera IP3 que impulsa la movilizacion mediada por el receptor IP3 desde los almacenes
intracelulares, y diacilglicerol (DAG) que (con Ca 2+) activa las isoenzimas PKC convencionales. La GnRH-l aumenta el Ca
2+ citoplasmatico y esto impulsa la secrecion exocitdtica regulada de LH y FSH desde el interior de las vesiculas secretoras.
El Ca 2+ también activa la calmodulina (CaM), que activa las proteinas quinasas dependientes de CaM (CaMK) y la fosfatasa
calcineurina (Cn), que activa el Ca 2+.-factor de transcripcion dependiente NFAT (factor nuclear de células T activadas). La
GnRH-| también activa las cascadas MAPK, incluida la activacion (en gran medida mediada por PKC) de la cascada
Raf/MEK/ERK que se muestra. Los factores de transcripcion activados por NFAT y ERK (entre otros) actian en combinacion
para controlar la expresion genética. Los genes diana de GnRH incluyen las subunidades de gonadotropina; La GnRH-I regula
de forma aguda la tasa de fusidn de las vesiculas con la membrana plasmatica y regula de forma crénica el contenido de
gonadotropinas de estas vesiculas (Tomado de Pratap et al., 2017).

Las acciones de la GnRH y sus analogos estan mediadas por receptores de alta afinidad para la GnRH
(GnRHR) que se encuentran en las membranas de los gonadotrofos hipofisarios (Clayton y Catt, 1981).
El GnRHR de mamiferos es un receptor acoplado a proteina G con siete sitios transmembranales y
328 aminoacidos de longitud (Millar et al., 2004). Ademas de su expresion en los gonadotropos
hipofisarios, este receptor se expresa en otros tejidos humanos, como la placenta, el utero, el ovario,
la glandula prostatica y la mama (Cheng y Leung, 2000; Harrison et al., 2004; Wilson et al., 2006).
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GnRHR tipo | de humanos, ratas, ratones, cerdos, ovejas y caballos comparten >80% de homologia en la
secuencia de aminoacidos (Millar et al., 2004; Morgan y Millar, 2004). Hay dos tipos de agonistas
superactivos de la hormona liberadora de gonadotropina, GnRHa-l y GnRHa Il, cuya actividad hormonal
se entiende que se debe a su mayor afinidad por el receptor y su mayor estabilidad proteolitica en
comparacion con la secuencia nativa de GnRH. Ademas de sus efectos sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-
gobnada, los agonistas de GnRH-I tienen el potencial de modular la funcién ovarica mediante un efecto
directo sobre el ovario. Numerosos estudios han documentado un sistema ovarico funcional de GnRH-l y
receptor de GnRH en ovarios de ratas y humanos (Hsueh y Schaeffer, 1985; Uemura et al., 1994). Un
ejemplo claro de GnRHa-I es el acetato de leuprolide (Scotti et al., 2011).

Tabla 2. Agonistas de GnRH mas utilizados en tratamientos para induccion de la ovulacion (Bonilla, 2018; Bettahar y Pinton,
2019).

Molécula Dosis Viade Kd
administracion
Triptorelina 0.2mL Subcutanea ~0.2-0.3 nM
Acetato de .
Leuprolide 0.2 mL (1 mg) Subcuténea 0.2nM
Nafarelina 0.2 mg/dosis Nasal ~0.03-0.06 nM

Nota: Los valores de Kd se determinaron en células CHO-hGnRH (ovario de hamster chino transfectadas con hGnRH-R,
ensayos de radioligando) y en células HEK293 Tag-lite GnRH (HEK293 humanas con hGnRH-R fusionado a terbio, ensayos
TR-FRET) (Nederpelt et al., 2016).
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ANTECEDENTES

Alteraciones reproductivas en la rata Zucker obesa

Las hembras Zucker obesas presentan alteraciones reproductivas bien documentadas, entre ellas ciclos
estrales prolongados (7 a 8 dias de duracion), aumento de la fase de diestro y escaso desarrollo folicular
en la mayoria de los casos. Ademas, suelen presentar concentraciones plasmaticas de estradiol
disminuidas y de progesterona incrementadas (Marin Bivens y Olster, 1997; Keen-Rhinehart y Kalra,
2004).

Algunos estudios han demostrado que en la rata Zucker hembra adulta se observa secrecion pulsatil
anormal de LH (Todd, Ladyman y Grattan, 2003) y durante el ciclo estral, el pico de LH en la tarde del
proestro esta reducido. Asimismo, se ha descrito que estas ratas también presentan a lo largo del ciclo
modificaciones de las concentraciones plasmaticas de FSH, prolactina y progesterona, Honnman et al.,
(2010) reportaron que las concentraciones maximas de dichas hormonas en la etapa de proestro se
encuentran reducidas en ratas Zucker obesas; ademas dichos autores sugieren que la reduccion en la
esteroidogénesis ovarica en las ratas Zucker obesas esta relacionada con los cambios en la morfologia
ovarica observados en dichos organismos, incluidas las reducciones en el nimero de foliculos sanos y en
la baja produccion de adiponectina ovarica; alternativamente, la baja esteroidogénesis ovarica puede
contribuir a la atresia folicular acelerada que se observa en ratas Zucker obesas. La ausencia de secreciéon
pulsatil de LH en la rata Zucker se podria explicar por la falta de estimulo de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que, a su vez, se veria afectada por la ausencia de la accion estimuladora de la
leptina, lo cual, por falta del receptor a la hormona, es una caracteristica representativa de esta cepa de
ratas (De Lugo y Jurado, 2006).

Algunos estudios sostenian que las hembras Zucker obesas tienen un uUtero poco desarrollado y son
infértiles (Aleixandre y Miguel, 2008). No obstante, el estudio del Utero de la rata Zucker obesa ha mostrado
datos contradictorios. En un estudio realizado por Chelich y Edmonds (1986) se describieron uteros
normales en estos animales. Ademas, un estudio realizado por los mismos autores en 1981, demostré que
la rata Zucker hembra obesa ya no puede considerarse uniformemente estéril, debido a que, a pesar de
mostrar un embarazo infrecuente, las hembras obesas jovenes de esta cepa han logrado quedar prefadas;
sin embargo, se sugiere que las bajas tasas de prefiez y pseudoprefiez de las hembras Zucker obesas se
deben a la baja frecuencia de intromisién de los machos. De igual forma, las diferencias en solicitacion y
lordosis contribuyen, pero no pueden explicar totalmente el bajo cociente de intromisién, por lo que la
obesidad extrema de las hembras podria crear un problema mecanico que interfiere con la mecanica de
la cépula (Chelich y Edmonds, 1981).

En términos generales, la obesidad en la rata Zucker hembra repercute de manera integral en la fisiologia
reproductiva, al modificar tanto el ciclo estral y la secrecion hormonal como la dinamica folicular. Este
escenario ha abierto la necesidad de evaluar alternativas farmacoldgicas encaminadas a recuperar la
funcién ovarica y favorecer la ovulaciéon en este modelo. Cabe recalcar que el interés en mejorar la fertilidad
en la rata Zucker no se limita a resolver su disfuncién per se, sino a utilizar este organismo como un
referente experimental que permita aproximarse a los posibles efectos y respuestas terapéuticas en
humanos.
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Uso de leuprolide para estimulacién de la ovulacién

Los agonistas de la GnRH se han desarrollado como una estrategia para regular la funcion reproductiva
en tratamientos de reproduccion asistida (Schally, Coy y Arimura, 1980). El acetato de leuprolide (LEU)
es un analogo sintético del decapéptido GnRH, cuyo nombre quimico es acetato de 5-oxo- L -prolil- L -
histidil- L -triptofil- L -seril- L -tirosil- D -leucil- L -leucil- L -arginilN -etil- L -prolinamida, este agonista de
GnRH es mas potente que el péptido GnRH natural, considerandose como un “superagonista” debido
a su mayor afinidad (Kd: ~0.2 nM) por los receptores GnRH y a su vida media mas larga (~3 h frente a
3 - 4 min en comparacion con la GnRH enddgena) (Conn y Crowley, 1994; Sennello et al., 1986;
Nederpelt et al., 2016; Periti, Mazzei y Mini, 2002).

Por ser un decapéptido que se degradaria en el aparato digestivo, los analogos de GnRH no se usan
por via oral, si no que se los administra por via intramuscular, intranasal o subcutanea (Ruhlmann et
al., 1995). La biodisponibilidad del LEU es similar tanto para la via de administracién intravenosa como
subcutanea (De la Riva, 2018).

Farmacocinética

El LEU se ha implementado para el tratamiento de diversas condiciones médicas, como el cancer de
préstata, la endometriosis, la pubertad precoz y tratamientos en reproduccion asistida. Generalmente,
se administra como una inyeccion subcutanea o intramuscular de liberacion prolongada (Takeda
Pharmaceuticals America, 2021).

Después de la administracion, el farmaco se absorbe gradualmente y se distribuye por el cuerpo. Su
absorcién es rapida y completa por via subcutanea, con una biodisponibilidad del 94% (IQB, 2014).
Una vez absorbido, se distribuye ampliamente, alcanzando concentraciones elevadas en el higado, la
glandula pineal, los rifiones y los tejidos de la pituitaria (Boletin Oficial de la Republica Argentina, 2015).

Es importante destacar que los efectos de la administracién de LEU son completamente reversibles al
interrumpir el tratamiento (Wilson et al., 2007; Shivers et al., 1983). La excrecion del farmaco y sus
metabolitos es principalmente renal, con menos del 5% de la dosis recuperada en la orina después de
la administracién de LEU en suspension depot (CECMED, 2015).

Farmacodinamia

Estudios realizados tanto en animales como en seres humanos han evidenciado que LEU inicialmente
induce un aumento brusco en la secrecion de LH y FSH por parte de la hipdfisis, lo que conduce a un
incremento de los niveles de esteroides sexuales en el suero a los 3 dias de iniciar el tratamiento (IQB,
2014). Produce una elevacion inicial de los niveles circulantes de LH y de FSH, seguida de una
reduccion de estos niveles, asi como de los niveles de esteroides sexuales (Boletin Oficial de la
Republica Argentina, 2015). En hombres, la testosterona se reduce a niveles prepuberales, mientras
que, en mujeres premenopausicas, los estrogenos se reducen a niveles posmenopausicos (CECMED,
2015). Este efecto es reversible tras la interrupcion del tratamiento (Wilson et al., 2007; Shivers et al.,
1983).

No obstante, en el caso de una administracion cronica y a dosis elevadas de LEU, se produce una

inhibicion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada debido a la "regulacion a la baja" de los receptores de

GnRH en la hipdfisis, a la desensibilizacion de los gonadotropos hipofisarios y a la supresion de los
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niveles circulantes de LH, FSH y esteroides sexuales en un periodo de 2 a 4 semanas (Schally et al.,

2001).

Tabla 3. Ejemplos de algunos estudios implementando diferentes dosis de LEU.

Autor Modelo de estudio Dosis LEU Tu.en)po d?, Efecto de LEU
administracion
Rata Wistar Al segundo dia de
Serrano-Mujica androgenizadas Dosis unica de 0,40 9 -
. L : vida (pre Inhibidor
etal., 2017 después nacimiento mg i.m. androgenizacién)
(5° dia de vida) 9
Ratas Sprague- 2 dosis de 1,7 ug/kg
Taylor et al., Dawley de 8 diluida en solucién Un dia Estimulante
2010 semanas de edad salina, con 12 h de
ooforectomizadas diferencia
Ratas Sprague-
Dawley con Diariamente
Scotti, 2011 hiperestimulacion 100 g/kg , Inhibidor
. durante 5 dias
ovarica de 21 a 23
dias de edad
Torres et al Ratas hembra Wistar Alas 9 am del
” de 12 y 14 semanas 100 ug, 0,1 ml primer diestro Inhibidor
2005 .
de edad durante 6 dias
Ratas Sprague .
Knudtson et al, Dawley de 6 2,5 ug/rata s.c. Dlarlamentg, Estimulante
2017 durante 21 dias
semanas de edad
Ratas Sprague- .
Patel y Shah, Dawley de 105 dias 2,5 yg/rata, s.c. Dlarlament’e Estimulante
2018 durante 21 dias
de edad
. Ratas Long- Evans -
Guarraci et al., de 25 dias 50 pg/kg s.c. Dlarlament’e Inhibidor
2023 durante 25 dias
postnatales de edad
. Ratas Wistar-Albino L
Ozcelik et al., Diariamente, .
2010 de cuat(rac:jg:jeses de 2,5 pg/rata s.c. durante 35 dias Estimulante

Nota: Es observable que dosis altas y agudas (1-5 dias) suelen inhibir el eje hipotdlamo-hipdéfisis-gdbnada, mientras que dosis
bajas, ya sean agudas o cronicas (1-35 dias), pueden inducir un efecto estimulante. (Knudtson et al., 2017; Ozcelik et al.,
2010; Taylor et al., 2010; Patel y Shah, 2018; Torres et al., 2005; Scotti et al., 2011; Serrano-Mujica et al., 2017; Guarraci et
al., 2023).

La regulacién a la baja de la sefalizacién de GnRH para la secrecion de LH/FSH y esteroides sexuales
es la base de las aplicaciones clinicas en ginecologia y oncologia ya que uno de los grandes problemas
de la utilizacion de farmacos inductores de la ovulacién es el riesgo de aparicion del sindrome de
hiperestimulacion ovarica (SHO), el cual se caracteriza por ser una respuesta supra fisioldgica del
ovario, desencadenada casi siempre por la administracion exdgena de gonadotropinas (Taylor et al.,
2010).
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Por lo que el uso de LEU en combinacion con otros farmacos (como antagonistas de GnRH o bien
hCG) ha demostrado ser util en tratamientos para la induccion de la ovulacion al controlar y evitar la
aparicion de SHO en mujeres y animales de laboratorio (ratas) con un IMC dentro del rango de peso
normal o saludable (Centeno, 2016; Taylor et al., 2010). Sin embargo, se ha descrito que las pacientes
con obesidad requieren dosis mas altas de gonadotropinas y un periodo de estimulacion mas largo,
ademas existen muy pocos estudios dedicados a establecer un protocolo viable de tratamientos para
la induccion de la ovulacién en estas pacientes (Polo, 2016; Crosignani et al., 2003; Enriquez-Reyes,
2021).

Patel y Shah (2018), demostraron que la administracion de LEU (2.5 ug/rata, s.c) durante 21 dias,
proporciond una mejora en el desarrollo folicular de ratas con SOP lo que demuestra que dicho
tratamiento podria ser un tratamiento util para mejorar la fertilidad en dichos organismos.

-30-



JUSTIFICACION

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) (2019) indica que México
tiene una de las tasas mas altas de obesidad de entre los paises que integran dicho organismo,
ocupando el segundo lugar de las naciones con mayor indice de obesidad y de acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2020 sobre Covid-19, el 40.2% de las mujeres adultas en México
presentan obesidad. Relacionado a lo anterior es importante resaltar que las mujeres obesas tienen
tres veces mas probabilidad de presentar problemas de infertilidad, a diferencia de las mujeres no
obesas, tanto en ciclos naturales de ovulacién espontanea como en ciclos de ovulacién inducida en
reproduccion asistida (Barrios, Barrios y Vergara, 2013).

En México se practican anualmente 80 mil procedimientos de reproducciéon humana asistida, como
induccion de ovulacion, inseminacion artificial, fecundacion in vitro, transferencia de 6vulos fecundados
o transferencia intratubarica de gametos (Marquez, 2022). Especificamente en el tratamiento de
induccién de la ovulacion mediante el uso de farmacos, LEU ha demostrado ser eficiente en mujeres y
animales de laboratorio (murinos) con un IMC dentro del rango de peso normal o saludable. Sin
embargo, se ha explorado poco sobre su uso como agonista de GnRH y sobre todo el efecto que puede
tener sobre hembras (mujeres y otros mamiferos) que padecen obesidad, puesto que la relacién entre
infertilidad y obesidad no ha recibido la suficiente atencion en cuanto a la busqueda de tratamientos de
fertilidad para pacientes/organismos que padecen dicha patologia.

El presente estudio tiene como finalidad evaluar el uso de LEU como agonista de GnRH en ratas Zucker
obesas y determinar si dicho tratamiento es una alternativa viable para la estimulacién de funcion
ovarica y del espesor del revestimiento endometrial de dichos organismos.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la administracion via subcutanea (s.c) de acetato de leuprolide, a ratas hembra
Zucker adultas en etapa reproductiva sobre la funcién ovarica y el grosor endometrial?

HIPOTESIS

La administracion subcutanea de acetato de leuprolide estimula la secrecion de gonadotropinas (LH y
FSH), estimulando la funcion ovarica y el grosor del endometrio en ratas Zucker adultas obesas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial terapéutico del acetato de leuprolide como agonista de GnRH para mejorar
parametros reproductivos en ratas Zucker adultas obesas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Determinar la dosis efectiva de LEU que resulte en la mejora de los parametros zoométricos,
metabdlicos, y reproductivos, mediante la administracion de tres dosis diferentes del agonista
durante 3 dias en ratas hembra Zucker obesa adulta.

Il. Evaluar los efectos de la dosis efectiva de LEU durante 21 dias en la rata obesa Zucker sobre:

—_—

Los parametros zoométricos y la ingesta de alimentos.

)
2) Perfil metabdlico.
3) Ciclo estral, ovulacion y desarrollo folicular
4) Grosor endometrial
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METODOLOGIA

Los animales empleados en este proyecto se adquirieron y se mantuvieron en el Bioterio Claude Bernard
de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP). Todos los procedimientos se realizaron
conforme a las directrices establecidas en la "Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio", asi
como las especificaciones detalladas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00 1999y la Ley Mexicana
de Proteccién Animal para la utilizacion de animales en experimentacion (De la Federacién, 2001). Se
hicieron todos los esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir la cantidad
necesaria para el desarrollo del proyecto. Ademas, se siguieron los criterios aprobados por el Comité para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP en lo que respecta al manejo y la
eutanasia, cabe destacar que el presente protocolo de investigacién fue avalado por parte del CICUAL con
el folio 100274222-UALVIEP-23/1, el 6 de noviembre de 2023.

Se emplearon en total 76 ratas hembra de dos cepas: Long-Evans y Obese Zucker Diabetic Fatty/Zucker
Obesas (OZDF), todas con 90 dias de edad, cuarenta animales (20 Long-Evans y 20 Obese Zucker
Diabetic Fatty) fueron utilizados para la determinacion de la dosis efectiva de LEU (duracién del
tratamiento: 3 dias) , mientras que 36 ratas (18 Long-Evans y 18 Obese Zucker Diabetic Fatty) fueron
destinadas al estudio experimental de la administracién de LEU por 21 dias. Todos los animales se
mantuvieron en condiciones controladas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, a una temperatura
constante de 22 £ 1 °C. Los animales tuvieron acceso libre a alimento y agua, y se alojaron en grupos de
al menos tres individuos por caja.

Diseio experimental

Determinacion de la dosis efectiva de LEU (duraciéon del tratamiento: 3 dias)

Los animales se recibieron a los 60-70 dias de edad y se asignaron aleatoriamente a cada uno de los
grupos experimentales correspondientes. En la Figura 11 se presenta el diagrama general del disefio
experimental para la determinacion de la dosis efectiva de LEU.

Administracién de la dosis efectiva de LEU (duracién del tratamiento: 21 dias)

Una vez determinada la dosis efectiva de LEU, se realizé un segundo experimento administrando la dosis
efectiva 50 durante 21 dias. Los animales se recibieron a los 60-70 dias de edad y se asignaron
aleatoriamente a cada uno de los grupos experimentales correspondientes, en la Figura 12 se presenta el
diagrama general del disefio experimental para la administracién de LEU por 21 dias.
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Figura 11. Diagrama de disefio experimental que muestra los diferentes grupos experimentales para la determinacion de la dosis efectiva de LEU, asi como los
parametros a evaluar durante el experimento en general.
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Figura 12. Diagrama de disefio experimental que muestra los diferentes grupos experimentales en la administracion de LEU durante 21 dias, asi como los
parametros a evaluar durante el experimento en general.
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Administracion de LEU

El LEU (Sigma-Aldrich, L0399-1MG) se prepard mediante dilucidn en solucién fisioldgica estéril para
obtener una concentracién final de 10 pg/mL. La solucién preparada se almacend en alicuotas a -20
°C hasta su uso, con el objetivo de preservar la estabilidad del compuesto. LEU se administré segun
el esquema de cada grupo experimental. Las dosis fueron las siguientes: 1.25 ug/rata para los grupos
LE+LEU 1y OZDF+LEU 1, 2.5 ug/rata para los grupos LE+LEU 2 y OZDF+LEU 2, y 5 pg/rata para
los grupos LE+ LEU 3 y OZDF+LEU 3. Todas las administraciones se realizaron por via subcutanea,
diariamente durante tres dias consecutivos. Al grupo control, se le administré via subcutanea
solucion fisiolégica como vehiculo. Las dosis de LEU se seleccionaron a partir de un estudio previo
(Patel y Shah, 2018) y mediante revision bibliografica.

Parametros zoométricos y ciclo estral

Cada semana, desde el dia 1 hasta el ultimo dia del tratamiento con LEU, se registro el peso corporal,
mientras que, en el Ultimo dia del tratamiento con LEU, se registré la circunferencia de abdomen,
largo total de cada organismo, largo de la cabeza al ano y largo de la cola (Figura 13). Durante todo
el experimento se monitore6 el ciclo estral de cada organismo mediante la toma diaria de frotis
vaginales dejando un espacio de descanso de 12 dias cada tres ciclos.

Peso corporal: Se determiné el peso del animal utilizando una balanza gramera digital (FUYO, SF
400 con sensibilidad de 1.0g-10000g). El proceso implicé en colocar al animal en un recipiente ligero
(previamente pesado en la balanza) con el fin de medir su peso en gramos (g). Se aseguro que el
animal permaneciera inmovil y que la balanza se mantuviera en una posicién estable durante la
medicion.

Longitud total: La longitud del animal se midié6 mientras permanecia en posicion ventral sobre una
superficie plana. Para ello, se utilizé una cinta métrica graduada en centimetros (cm), tomando como
punto de referencia el hocico y extendiendo la medicion hasta el extremo distal de la cola.

Longitud de la cola: La longitud de la cola se midié con el animal en posicién ventral. Se empled
una cinta métrica graduada en centimetros (cm) y el punto de inicio de la medicion fue el ano hasta
el extremo de la cola para obtener la medicion correspondiente.

Longitud del cuerpo: Se midi6 al animal en posicién ventral utilizando una cinta métrica graduada
en centimetros (cm). La medicién comenz6 desde el hocico hasta el punto de origen de la cola (el
ano de la rata) para registrar la medida.

Circunferencia del abdomen: La circunferencia del abdomen se midié con el animal en posiciéon
dorsal, con las patas ligeramente separadas del cuerpo. Se utilizo una cinta métrica graduada en
centimetros (cm). Se localizo la parte media del abdomen y se paso la cinta métrica alrededor de
esta area, ajustandola ligeramente para presionar los pelos del cuerpo. Finalmente, se tomo la
lectura de la medicion realizada.
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Figura 13. Toma de parametro zoométricos. A) Longitud total, B) Longitud de la cola y C) Circunferencia del abdomen.

Obtencion del frotis vaginal: Para determinar la fase del ciclo estral en la que se encontraba la rata
al momento de la obtencion de la muestra primero se esterilizé un asa de siembra y se calent6 hasta
quedar al rojo vivo en la llama de un mechero, luego se enfri6 en agua destilada, se introdujo
suavemente el asa esterilizada en la vagina de la rata y se gir6é para obtener una muestra adecuada.

Se extendid el frotis en varios portaobjetos y se tifid con hematoxilina durante 5 minutos.
Posteriormente, se enjuago con agua de la llave. Luego, se aplicdé eosina durante 30 segundos,
seguido de un lavado con alcohol etilico, y se dej6 evaporar el alcohol.

Se observo la muestra en el microscopio optico (Zeiss, modelo Primo Star Pack 1) con un aumento
de 32x veces, posteriormente se utilizaron criterios especificos para identificar las fases del ciclo
estral basados en Cora, Kooistra y Travlos (2015).

-37 -



Figura 14. Imagenes representativas de cada fase del ciclo estral. A) Proestro, B) Estro, C) Metaestro y D) Diestro.

Procedimiento de autopsia

Antes de proceder a la autopsia, se tomaron registros del peso corporal de los animales. A
continuacion, los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis de pentobarbital sddico 63
mg/mL. Una vez que los animales se encontraron completamente anestesiados, se obtuvo una
muestra de sangre a través de puncion cardiaca y se permitié que esta coagulara durante un periodo
de 30 min. Posteriormente, el coagulo fue retirado y el resto de la muestra sanguinea se sometio a
centrifugacién a 3500 rpm durante 15 min (centrifuga MECCTP, 800-D). El suero resultante se
separo en alicuotas de 100 L y se almacend a una temperatura de -20 °C hasta el momento en que
se requiera para la cuantificaciéon metabdlica.

Ademas, durante la autopsia, se procedi6 a la diseccion de los ovarios, oviductos, hipdfisis, glandulas
adrenales, el utero y el tejido adiposo, y se registraron sus pesos utilizando una balanza de alta
precision (SARTORIUS, CP224S con sensibilidad de 0.1mg). Los ovarios y el utero se sometierén
posteriormente a analisis histolégicos convencionales. En el caso de los ovarios, se fijaron en
solucion Bouin durante 24 horas, se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol etilico
(70%, 96% y 100%), se aclararon en cloroformo y se incluyeron en parafina histologica. Luego, se
cortaron en secciones de 10 ym de espesor y se montaron en portaobjetos gelatinizados. Estas
secciones se mantuvieron en una camara humeda con formol durante 24 horas antes de proceder a
su tincion mediante la técnica de hematoxilina-eosina. Posteriormente, se realizé el montaje de las
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secciones utilizando resina sintética y se dejardn secar durante un periodo de dos semanas. En este
proceso, se identificaron y contaron los cuerpos luteos presentes en los ovarios, ademas de llevar a
cabo el analisis de la poblacion folicular.

Perfil metabdlico Principio del formulario

Perfil metabdlico post-sacrificio: La sangre obtenida durante el sacrificio, mediante la puncién
cardiaca, se utilizé para analizar la concentracién de glucosa, colesterol y triglicéridos, como se
detallara a continuacién. Estos parametros fueron considerados en conjunto como perfil metabdlico
de los animales.

La concentracion de estas macromoléculas se determiné mediante un analisis fotométrico y se
llevaron a cabo tres mediciones de cada muestra para cuantificar la concentracion.

Glucosa: Para medir la glucosa en suero, se utilizé el KIT comercial de Valtek Glucosa (GOD PAP)
para producir un compuesto coloreado que se ley6 a una longitud de onda de 505 nm. Se emplearon
10 uL de suero y se afiadié 1 mL de reactivo, agitando vigorosamente para garantizar una reaccion
homogénea. Luego, se incubd a temperatura ambiente durante 20 min (20° a 25°C) y se midio la
absorbancia con un espectrofotébmetro. Para obtener la concentracién de glucosa de las muestras,
se utilizaron 10 pL de VALTROL-C como solucion estandar, que contenia 200 mg/dL de glucosa y
se aplicaron las siguientes formulas:

Concentracion calibrador

Factor =
Absorbancia calibrador

Glucosa (mg/dL) = Factor * Absorbancia muestra

Colesterol: Para determinar los niveles de colesterol en suero, se empled el KIT comercial de
colesterol total Valtek (CHOD-PAP) para generar un compuesto coloreado que absorbio luz a 505
nm de longitud de onda. Se usaron 10 yL de suero heparinizado, a los que se anadié 1 mL del
reactivo, y se incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente (>20°C). Luego se midieron las
absorbancias llevando a cero el espectrofotometro con el blanco del reactivo. Como solucion
estandar, se utilizaron 10 pL de VALTROL-C, que contenia 200 mg/dL de colesterol. La
concentracion de colesterol se calculé mediante las siguientes férmulas:

Concentracion calibrador

Factor =
Absorbancia calibrador

Colesterol total (mg/dL) = Factor * Absorbancia muestra

Triglicéridos: Para medir los triglicéridos, se empleé el kit comercial Triglicéridos (GPO — PAP)
Valtek para generar un compuesto coloreado que se lee a 520 nm de longitud de onda. Se usaron
10 yL de suero heparinizado, a los que se afiadié 1 mL del reactivo, y se incubd durante 5 minutos
a 37°C. Luego se midieron las absorbancias llevando a cero el espectrofotémetro con el blanco del
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reactivo. Como solucion estandar, se utilizd 10 yL de VALTROL-C que contenia 200 mg/dL de
triglicéridos. La concentracion de triglicéridos en las muestras se calculé mediante las siguientes
formulas:

Concentracion calibrador
Factor =

Absorbancia calibrador

Triglicéridos (mg/dL) = Factor * Absorbancia muestra

Analisis de ovulacion

La evaluacion de la ovulaciéon se realizé mediante el conteo histolégico de cuerpos luteos en
cortes ovaricos previamente procesados. Los cortes fueron analizados utilizando un microscopio
binocular (Zeiss, modelo Primo Star Pack 1) con un aumento de 32x veces, identificando la
presencia de dichas estructuras cada 10 cortes en el seriado, con el fin de evitar duplicaciones
en el conteo de un mismo cuerpo luteo (Figura 15).

Se contabilizé la presencia de cuerpos luteos en ambos ovarios de cada animal y posteriormente
se obtuvo el promedio por animal. Este valor fue utilizado como indicador indirecto del nimero de
ovulaciones ocurridas durante el ciclo estral previo al sacrificio.

. ' NS . 250um

Figura 15. Imagen representativa de la determinacion de cuerpos luteos, CL: Cuerpo luteo (4x, campo claro).
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Analisis de la poblacién folicular

El analisis de la poblacion folicular se realizé en ambos ovarios (derecho e izquierdo) de cada animal.
Los cortes histoldgicos fueron examinados mediante un microscopio binocular y con el apoyo del
software Image-Pro, se identificaron y solo se midieron los foliculos que contenian ovocitos con
nucleo y nucléolo claramente definidos. El analisis se llevd a cabo cada 10 cortes por portaobjetos,
a fin de evitar el conteo repetido de una misma estructura.

En cada corte se midieron unicamente los foliculos que contenian ovocito. Para cada uno de ellos,
se calculo el diametro promedio a partir de dos medidas perpendiculares tomadas desde el borde
externo de la teca a través del eje mas largo y su perpendicular (Figura 16).

Se examinaron todas las secciones en busca de la presencia de quistes foliculares, siguiendo los
criterios morfoldgicos propuestos por Brawer et al. (1986). Un quiste folicular se defini6 como una
estructura que carecia de ovocito, presentaba una cavidad antral, una capa tecal engrosada y un
epitelio de células de la granulosa delgado, tipicamente limitado a una sola capa.

Los foliculos fueron clasificados de acuerdo con el método descrito por Grasa et al. (2015) en
foliculos en desarrollo, antrales y preovulatorios (Tabla 4). Para cada tipo se midié su diametro y se
obtuvo un promedio utilizando la misma metodologia.

Durante el proceso de clasificacion, también se evalu6 la morfologia folicular para determinar el
estado funcional de cada foliculo (sano o atrésico). Se considerd que un foliculo era atrésico cuando
presentaba al menos una de las siguientes caracteristicas: ovocito con picnosis nuclear,
descamacion de células de la granulosa o presencia de fenestraciones en la capa de la granulosa.

Tabla 4. Clasificacion de foliculos ovaricos de acuerdo con Grasa et al. (2015).

Abreviatura Tipo de foliculo ch:ﬁTueI::c()p(::)l
D En desarrollo <400
A Antrales 400-500
PO Preovulatorio >500
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Figura 16. Medicion del diametro de foliculos con ovocito, nicleo y nucléolo visibles en cortes histolégicos ovaricos.
Se muestran los dos diametros utilizados para calcular el tamafio promedio de cada foliculo. La linea verde representa
el primer diametro (diametro mayor) y la linea azul representa el diametro perpendicular (diametro menor).

Analisis del Gtero

Los uteros fueron fijados en solucion de Bouin durante un periodo de 18 a 24 horas. Posteriormente,
se deshidrataron en etanol en grados ascendentes (70%, 96% y 100%), se aclararon en cloroformo
y se incluyeron en bloques de parafina histoldgica. Los bloques se cortaron utilizando un microtomo.

La obtencién de cortes histoldgicos se realizé siguiendo la metodologia descrita por Chavez-Genaro
et al. (2022). Se llevaron a cabo cortes transversales de 5 ym de grosor en la zona medial de los
cuernos uterinos, respecto a la vagina. Estas secciones se mantuvieron en una camara humeda con
formol durante 24 horas antes de proceder a su tincién mediante la técnica de hematoxilina-eosina.
Posteriormente, las secciones fueron montadas utilizando resina sintética y se dejaron secar durante
un periodo de dos semanas.

Se tomaron fotografias de los cortes correspondientes a cada cuerno uterino con un aumento de
10x, capturando imagenes cada 50 ym con ayuda del software Image-Pro, una vez obtenidas las
micrografias se realizaron dos trazos perpendiculares para obtener dos diametros. Se consideré
Didametro 1 (D1) al de mayor longitud y Diametro 2 (D2) al de menor longitud. El didmetro promedio
se obtuvo mediante la siguiente formula:

Didmetro 1 (D1) + Didmetro 2 (D2)
2

Diametro Promedio =

El espesor del endometrio se midié en una seccion transversal del utero como la distancia vertical
entre la interfaz endometrio-miometrial y la superficie endometrial. Se trazé manualmente un
contorno alrededor de toda la seccion uterina, incluyendo la luz y el limite entre el endometrio y el
miometrio. Posteriormente, se delined6 un segundo contorno que abarcoé unicamente el area
endometrial, incluyendo la luz uterina. Se colocaron 20 lineas equidistantes alrededor del
endometrio. Estas lineas se trazaron manualmente para abarcar todo el corte histologico, rotandolas
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18° entre cada trazo hasta completar las 20 lineas. Cada linea atraveso el corte histolégico, y se
midié su longitud para determinar el grosor del endometrio. Finalmente, se obtuvo el promedio
general a partir de la suma de todas las mediciones.

Todas las mediciones se realizaron utilizando el software Image-Pro (version 10).

Administracion de LEU durante 21 dias

La administracién del farmaco LEU (2.5 pg/rata) se realiz6 diariamente por 21 dias via subcutanea,
en el caso del grupo LE+L y OZDF+L. A los grupos vehiculo se les administré solucion fisiologica
por via subcutanea. La dosis de LEU se seleccion6 a partir de los analisis de resultados obtenidos
en la curva concentracion respuesta. Se evaluaron los mismos parametros zoométricos que en la
curva concentracién-respuesta, modificando en esta ocasién la toma del peso corporal, longitud total,
longitud de la cola, longitud del cuerpo y circunferencia del abdomen al momento de la entrega de
los animales, al inicio del tratamiento y al finalizar el mismo. Ademas, se registré el consumo de
alimento por grupo antes del tratamiento y durante el tratamiento. La observacién del ciclo estral, el
analisis de perfiles metabdlicos y hormonales, asi como la realizacién de analisis morfométricos e
histolégicos en érganos como ovarios y Utero fueron exactamente igual que como se especificd
anteriormente en el experimento de la curva concentracion-respuesta (Figura 12).

Analisis estadistico

En todos los casos se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y se consideraron como
diferencias estadisticamente significativas cuando la probabilidad fue menor a 0.05 (p>0.05). Los
datos no paramétricos se analizaron mediante Kruskal-Wallis, mientras que los datos paramétricos
se analizaron utilizando una prueba de anadlisis de varianza (ANOVA). El analisis estadistico se
realizé empleando el programa Past version 3.17.
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RESULTADOS
DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA DE LEU:

Parametros zoométricos
Longitud corporal

En cuanto a la longitud naso-anal y la longitud corporal total, no se observaron cambios tras la
administracion de LEU o vehiculo en comparacion con los grupos control absoluto, tanto en ratas
obesas como en normopeso. Asimismo, no se detectaron diferencias significativas entre ratas
obesas y delgadas en dichos parametros (Tabla 5).

En contraste, la longitud de la cola fue significativamente menor en las ratas obesas respecto a las
delgadas en todos los grupos experimentales. Por ejemplo, en el grupo control se observé una
longitud de LE: 20.8 £ 0.7 cm vs OZDF: 17.3 £ 0.6 cm (p = 7.97 x 107'%; ANOVA de dos vias seguida
de prueba post hoc de Tukey). Este mismo patréon se mantuvo en los grupos tratados con vehiculo
y con las distintas dosis de LEU, sin que se observaran diferencias significativas entre los
tratamientos dentro de la cepa obesa (Tabla 5).

Peso corporal

El peso corporal al sacrificio (dia 93) fue significativamente mayor en las ratas obesas en
comparacion con las ratas delgadas en todos los grupos experimentales (p = 3.14 x 107"; ANOVA
de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En el grupo control, las ratas LE presentaron un
peso de 245.5 + 2.9 g, mientras que las OZDF alcanzaron 353.25 + 25.77 g. Un patrén similar se
observo en el grupo vehiculo, con valores de 255.5 + 3.92 g en LE frente a 359.5 + 23.63 g en OZDF.

El tratamiento con LEU no modificd significativamente este parametro dentro de cada cepa. En el
grupo L1, las ratas delgadas mostraron un peso de 244.5 + 10.2 g, mientras que las obesas
alcanzaron 338.25 + 20.75 g. En el grupo L2, los valores fueron de 256.75 + 6.1 g en LE frente a
363.75 £ 4.19 g en OZDF y en el grupo L3, de 252.5 + 4.62 g en LE frente a 383.5 £ 32.37 g en
OZDF (Figura 17, A).

Circunferencia abdominal

La circunferencia abdominal fue significativamente mayor en las ratas obesas en comparacién con
las delgadas en todos los tratamientos (p = 1.36 x 107°; ANOVA de dos vias seguida de prueba post
hoc de Tukey). En el grupo control, las ratas LE presentaron un valor de 15.40 + 0.70 cm, mientras
que las OZDF alcanzaron 19.62 + 0.38 cm. Este mismo patrén se mantuvo en el grupo vehiculo (LE:
15.96 + 0.47 cm vs OZDF: 21.16 + 0.65 cm) y en los grupos tratados con LEU.

En el grupo L1, las ratas delgadas mostraron una circunferencia de 15.65 £ 0.55 cm, frente a 20.30
+ 0.57 cm en las obesas. En el grupo L2, los valores fueron de 16.30 £ 0.10 cm en LE frente a 20.36
+ 0.58 cm en OZDF, mientras que en el grupo L3 se registraron 16.30 + 0.10 cm en LE frente a 21.00
1+ 1.27 cm en OZDF. En conjunto, estos resultados confirman que el fenotipo obeso se asocia con
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una circunferencia abdominal significativamente mayor, y que ni el vehiculo ni la administracion de
LEU modificaron este parametro dentro de cada cepa (Figura 17, B).

Grasa pélvica y abdominal

El peso de la grasa pélvica y abdominal fue significativamente mayor en las ratas obesas en
comparacion con las delgadas en todos los tratamientos (p = 4.86 x 1072°; ANOVA de dos vias
seguida de prueba post hoc de Tukey). En el grupo control, los valores fueron de (LE: 0.93 £ 0.26 g
vs OZDF: 7.18 £ 0.80 g), mientras que en el grupo vehiculo se observé un patréon similar (LE: 1.29 +
0.14 g vs OZDF: 6.98 £+ 0.82 g).

En los grupos tratados con LEU, las diferencias entre cepas se mantuvieron constantes. Asi, en L1
los valores fueron de (LE: 1.09 + 0.28 g vs OZDF: 7.96 + 0.43 g); en L2 de (LE: 1.16 £ 0.24 g vs
OZDF:7.22 £0.53 g); yen L3 de (LE: 1.15 £ 0.20 g vs OZDF: 7.67 £ 0.47 g).

Estos resultados evidencian que las ratas OZDF presentan una marcada acumulacion de tejido
adiposo en la region pélvica y abdominal en comparacion con las ratas delgadas y que ni el vehiculo
ni el tratamiento con LEU modificaron de forma significativa este parametro dentro de cada cepa
(Figura 17C-D).

indice de adiposidad

El indice de adiposidad resultd consistentemente mas elevado en las ratas obesas que en las
delgadas en todos los grupos analizados (p = 3.02 x 107'°; ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey). En el grupo control, los valores fueron de (LE: 0.0095 + 0.0026 vs OZDF: 0.0777
1 0.0094), mientras que en el grupo vehiculo se mantuvo la misma diferencia (LE: 0.0130 £ 0.0015
vs OZDF: 0.0754 + 0.0095).

En los grupos tratados con LEU, el patron se mantuvo. En L1, los valores fueron de (LE: 0.0111 £
0.0028 vs OZDF: 0.0865 + 0.0051); en L2, de (LE: 0.0116 + 0.0024 vs OZDF: 0.0722 + 0.0052); y en
L3, de (LE: 0.0115 £ 0.0020 vs OZDF: 0.0767 + 0.0047).

En conjunto, los hallazgos confirman que el fenotipo obeso de las ratas OZDF se asocia con un
indice de adiposidad marcadamente superior al de las ratas delgadas y que ni el vehiculo ni las
diferentes dosis de LEU produjeron cambios significativos en este parametro dentro de cada cepa
(Figura 17, E).
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Tabla 5. Longitud naso anal, longitud de la cola y longitud total (cm) en ratas hembra LE y OZDF.

Longitud naso

Longitud de la

Longitud total
anal cola
(cm)
(cm) {cm)
Cc 20.61 £0.12 20.05 % 0.08 39.9 £0.27
(7p] Vv 21.57 £0.16 20.35£0.19 39.73 £0.37
g L1 21.25 £0.10 20.75 0.29 39.9 £ 0.55
—
LU
(a) L2 21.1£0.18 19.67 £0.56 38.05 £ 0.8
L3 20.85 £0.15 18.5 £0.35 38.16 £ 0.72
C 20.2+0.26 *14.75 £ 0.26 34.50.65
Y, 20.5 = 0.24 15.02 £0.12 35.75 % 0.56
m L1 200.3 *15.37 £0.12 35.45 % 0.49
(aa)
L2 20.9+0.3 *16.42 + 0.48 35.26 £ 1.15
L3 19,95 * 0,27 *15.7 2 0.65 36%1.20

Nota: Ratas hembra LE y OZDF n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3) *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida
de una prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1 = leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata;

L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Figura 17. Parametros zoométricos. A) Media + E.E. del peso corporal (g) de las hembras LE y OZDF. B) Media + E.E.
del promedio de la circunferencia abdominal (cm) de las hembras LE y OZDF. C) Media + E.E. del peso (mg) de grasa
pélvica y abdominal de las hembras LE y OZDF. D) Imagenes representativas del proceso de autopsia. a) Organismo
Long Evans, b) Organismo Zucker Obeso, en las imagenes se puede observar la diferencia entre el tejido adiposo
abdominal y pélvico en cada organismo, observandose un mayor porcentaje de este en el organismo Zucker Obeso.
E) Media + E.E. del indice de adiposidad de las hembras LE y OZDF, n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3), *p <0.05 LE vs
OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1 =
leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Perfil metabdlico
Glucosa

Los niveles de glucosa plasmatica fueron consistentemente mas altos en las ratas obesas que en
las delgadas en todos los grupos experimentales (p = 6.16 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de
prueba post hoc de Tukey). En el grupo control, los valores correspondieron a (LE: 77.9 + 14.7 mg/dL
vs OZDF: 138.7 + 6.2 mg/dL), mientras que en el grupo vehiculo se mantuvo la misma diferencia
(LE: 78.4 £ 14.9 mg/dL vs OZDF: 123.7 + 10.3 mg/dL).

La administracion de LEU no modificé de forma significativa este parametro dentro de cada cepa. En
el grupo L1, los valores fueron de (LE: 88.0 + 12.8 mg/dL vs OZDF: 162.1 + 7.5 mg/dL); en L2, de
(LE: 89.9 + 5.6 mg/dL vs OZDF: 149.8 + 6.9 mg/dL); y en L3, de (LE: 76.9 + 9.2 mg/dL vs OZDF:
152.6 + 5.6 mg/dL).

En conjunto, los hallazgos confirman que el fenotipo obeso se asocia con una hiperglucemia marcada
en comparacién con las ratas normopeso, y que ni el vehiculo ni el tratamiento con LEU en las
diferentes dosis evaluadas ejercieron un efecto correctivo sobre este parametro (Figura 18, A).

Triglicéridos

Los niveles de triglicéridos se encontraron marcadamente elevados en las ratas obesas en
comparacion con las delgadas en todos los grupos experimentales (p = 6.09 x 107, ANOVA de dos
vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En el grupo control, los valores fueron de (LE: 122.7 +
18.4 mg/dL vs OZDF: 398.6 + 53.6 mg/dL), mientras que en el grupo vehiculo se mantuvo la misma
diferencia (LE: 81.7 £ 22.9 mg/dL vs OZDF: 434.7 £ 29.6 mg/dL).

En los grupos tratados con LEU, las diferencias entre cepas permanecieron consistentes. Asi, en L1
se registraron valores de (LE: 72.9 £ 8.1 mg/dL vs OZDF: 362.3 + 85.7 mg/dL); en L2 de (LE: 66.5
9.0 mg/dL vs OZDF: 389.2 + 58.4 mg/dL); y en L3 de (LE: 77.8 + 7.7 mg/dL vs OZDF: 509.7 £ 59.1
mg/dL).

Estos hallazgos refuerzan que el fenotipo obeso se asocia con una hipertrigliceridemia significativa
en comparacion con las ratas normopeso, y que ni el vehiculo ni las distintas dosis de LEU ejercieron
un efecto correctivo sobre este parametro metabdlico (Figura 18, B).

Colesterol

Los niveles de colesterol total fueron mas elevados en las ratas obesas que en las delgadas en la
mayoria de los grupos experimentales (p = 4.26 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de prueba post
hoc de Tukey). En el grupo control, los valores fueron de (LE: 77.6 + 3.4 mg/dL vs OZDF: 233.3 +
28.8 mg/dL) y en el grupo vehiculo se observaron resultados similares (LE: 86.3 + 12.4 mg/dL vs
OZDF: 229.1 £ 22.2 mg/dL).

En los grupos tratados con LEU, el mismo patrén se mantuvo: L1 mostré valores de (LE: 63.7 £ 4.9
mg/dL vs OZDF: 216.3 £ 16.7 mg/dL) y L3 de (LE: 60.1 £ 3.3 mg/dL vs OZDF: 227.4 + 14.6 mg/dL).
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No obstante, en el grupo L2 se observo una disminucion significativa en los niveles de colesterol de
las ratas obesas, con valores de 142.9 + 13.9 mg/dL, en comparaciéon con el grupo obeso control
(233.3 £ 28.8 mg/dL; t = 3.29; p = 1.66 x 1072, prueba t de Student), mientras que en las ratas
delgadas los valores permanecieron estables (LE: 64.6 + 4.9 mg/dL).

En conjunto, los resultados evidencian que el fenotipo obeso se asocia con una hipercolesterolemia
marcada en comparacion con las ratas normopeso y que Unicamente la dosis intermedia de LEU
(2.5 pg/rata) fue capaz de inducir una reduccion significativa en los niveles de colesterol de las ratas
obesas (Figura 18, C).
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Figura 18. Perfil metabdlico. A) Media * E.E. de niveles de glucosa sérica en las hembras LE y OZDF. B) Media + E.E.
de niveles de triglicéridos séricos en las hembras LE y OZDF. C) Media + E.E. de niveles de colesterol sérico en las
hembras LE y OZDF n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3), *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de
una prueba de Tukey). £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+L2 (prueba t-student). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1
= leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Peso relativo de los érganos

El analisis del peso relativo de la hipdfisis (H) y de las glandulas adrenales derecha (AD) e izquierda
(Al evidencié que las principales diferencias se relacionaron con el fenotipo obeso mas que con el
tratamiento con LEU. En el grupo control, el peso de la hip&fisis fue significativamente menor en las
ratas obesas en comparacién con las delgadas (LE: 11.61 £ 1.61 mg vs OZDF: 8.17 £ 0.12 mg; p =
2.02 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En las adrenales se observo
una tendencia similar, aunque sin alcanzar significancia estadistica: AD (LE: 11.29 + 0.45 mg vs
OZDF:7.79 £ 0.27 mg) y Al (LE: 11.61 £ 1.61 mg vs OZDF: 8.17 £ 0.12 mg) (Figura 19 A-C).

En el grupo vehiculo se mantuvo este patrén. El peso hipofisario fue de (LE: 12.0 £ 0.71 mg vs OZDF:
8.53 £ 0.41 mg; p < 0.05 ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey), mientras que
en las adrenales los valores fueron cercanos entre cepas y no mostraron diferencias significativas:
AD (LE: 11.19 £ 0.92 mg vs OZDF: 8.60 + 0.68 mg); Al (LE: 12.0 £ 0.71 mg vs OZDF: 8.53 £ 0.41

mgQ).

En los grupos tratados con LEU, los valores se mantuvieron sin modificaciones relevantes. En L1,
los pesos hipofisarios fueron de (LE: 10.73 + 0.45 mg vs OZDF: 9.14 £ 0.72 mg) y las adrenales de
AD (LE: 10.40 + 0.95 mg vs OZDF: 9.41 + 0.87 mg) y Al (LE: 10.73 + 0.45 mg vs OZDF: 9.14 + 0.72
mg). En L2, los valores fueron de H (LE: 11.97 £ 0.61 mg vs OZDF: 9.18 £ 0.23 mg), AD (LE: 11.14
+0.74 mgvs OZDF: 8.58 + 1.13 mg) y Al (LE: 11.97 £ 0.61 mg vs OZDF: 9.18 + 0.23 mg). Finalmente,
en L3 los valores fueron mas homogéneos, sin diferencias estadisticamente significativas: H (LE:
9.67 £ 1.33 mg vs OZDF: 9.07 £ 0.56 mg), AD (LE: 10.86 + 0.54 mg vs OZDF: 8.69 £ 0.78 mg) y Al
(LE: 9.67 + 1.33 mg vs OZDF: 9.07 £ 0.56 mg).

En conjunto, estos resultados muestran que el peso relativo de la hipdfisis es consistentemente
menor en las ratas obesas frente a las delgadas, diferencia que fue significativa en los grupos control
y vehiculo. En contraste, las glandulas adrenales no presentaron variaciones relevantes ni entre
cepas ni tras el tratamiento con LEU, independientemente de la dosis administrada (Figura 19 A-C).
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Figura 19. Peso relativo de 6rganos. A) Media + E.E. del peso (mg) de hipdfisis (H) de las hembras LE y OZDF B)
Media + E.E. del peso (mg) de la glandula adrenal derecha (AD) de las hembras LE y OZDF C) Media + E.E. del peso
(mg) de la glandula adrenal derecha (Al) de las hembras LE y OZDF n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3) *p<0.05 LE vs
OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1 =
leuprolide 1.25 ug/rata; L2 = leuprolide 2.5 ug/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Parametros reproductivos
Peso relativo de 6rganos reproductivos

El analisis del peso relativo de los ovarios y del utero mostré diferencias consistentes entre cepas,
con efectos puntuales del tratamiento con LEU (Figura 20 A-D).

En el grupo control, el peso del ovario derecho (OD) fue significativamente menor en las ratas
obesas respecto a las delgadas (LE: 11.84 + 0.50 mg vs OZDF: 6.27 £ 0.59 mg; p = 5.49 x 107%;
ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Un patrén semejante se observo en
el ovario izquierdo (Ol) con valores de (LE: 14.80 £ 1.12 mg vs OZDF: 7.23 £ 0.39 mg; p = 1.00
x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). La masa ovarica total también
resulté significativamente menor en las obesas (LE: 26.64 + 1.29 mg vs OZDF: 13.50 + 0.82 mg;
p = 8.59 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En cuanto al utero,
se observé una reduccion marcada en las OZDF (LE: 178.45 + 19.8 mg vs OZDF: 51.04 + 5.61
mg; p = 1.91 x 107'°; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey).

En el grupo vehiculo se mantuvo la misma tendencia: OD (LE: 14.74 £ 1.05 mg vs OZDF: 6.61 +
0.53 mg; p = 7.54 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey), Ol (LE:
15.11£1.02 mg vs OZDF: 8.36 £ 0.90 mg; p = 7.42 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey), masa ovarica (LE: 29.85 + 1.38 mg vs OZDF: 14.97 + 0.95 mg; p = 5.88 x
107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey) y utero (LE: 174.49 + 5.43 mg
vs OZDF: 62.19 £ 8.04 mg; p = 4.48 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de
Tukey).

En los grupos tratados con LEU, el peso de los ovarios se mantuvo menor en las obesas. En L1,
el OD fue de (LE: 11.20 £ 1.65 mg vs OZDF: 7.82 + 0.91 mg) y el Ol de (LE: 13.10 £ 0.54 mg vs
OZDF: 7.28 £ 1.25 mg; p = 3.01 x 1073, ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de
Tukey). En L2, los valores fueron de OD (LE: 12.77 + 0.62 mg vs OZDF: 7.96 £ 1.14 mg; p=1.25
x 1072, ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey) y Ol (LE: 13.66 + 0.83 mg vs
OZDF: 8.23 + 1.28 mg; p = 6.56 x 1073; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de
Tukey). En L3, los resultados fueron OD (LE: 12.46 + 0.70 mg vs OZDF: 7.20 £ 0.37 mg; p = 4.71
x 1073%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey) y Ol (LE: 12.20 + 0.54 mg vs
OZDF: 8.45 +0.66 mg; p = 1.34 x 1072, ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey
(Figura 20 A-B).

La masa ovarica total se mantuvo reducida en las obesas en todos los grupos (p = 7.70 x 1075,
ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey), aunque en OZDF-L2 se observé un
incremento no significativo (16.19 £ 2.29 mg vs 13.50 £ 0.82 mg en control).

En el utero, la reduccion de peso fue un hallazgo constante en las obesas respecto a las delgadas
(p = 1.32 x 107™4; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Ademas, el
tratamiento con LEU redujo significativamente el peso uterino en ambas cepas: en L1, (OZDF:
38.98 £ 1.77 mg vs control: 51.04 + 5.61 mg; t = 3.04; p = 2.20 x 107%; prueba t de Student) y (LE:
90.37 £ 9.34 mg vs control: 178.45 £ 19.8 mg; t = 3.68; p = 7.70 x 1073; prueba t de Student); en
L2, (OZDF: 49.84 + 7.40 mg vs control: 51.04 £ 5.61 mg; t = 3.74; p = 9.50 x 1073; prueba t de
Student) y (LE: 91.02 + 4.48 mg vs control: 178.45 £ 19.8 mg; t = 3.84; p = 6.30 x 1073; prueba t
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de Student); en L3, (OZDF: 51.33 £ 2.01 mg vs control: 51.04 £ 5.61 mg;t=2.71; p=3.40 x 1073
prueba t de Student) y (LE: 91.18 £ 6.02 mg vs control: 178.45 £ 19.8 mg; t = 3.78; p = 6.80 x
1073; prueba t de Student) (Figura 20, D).

En conjunto, los resultados demuestran que el fenotipo obeso se asocia con ovarios y utero de
menor peso relativo frente a las ratas normopeso, y que la administracién de LEU no revirtié estas
diferencias, aunque si produjo una reduccién adicional del peso uterino en ambas cepas.
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Figura 20. Peso relativo de 6rganos reproductivos. A) Media + E.E. del peso (mg) del ovario derecho (OD) de las
hembras LE y OZDF *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey) £p<0.05 LE+V
vs LE+C (prueba t-student). B) Media + E.E. del peso (mg) del ovario izquierdo (Ol) de las hembras LE y OZDF C)
Media + E.E. de masa ovérica (mg) de las hembras LE y OZDF. D) Media + E.E. del peso (mg) uterino de las hembras
LE y OZDF n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3), *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba
de Tukey) 2p<0.05 LE+C y LE+V 2 vs LE+L1, LE+L2 y LE+L3 (prueba t-student). 0p<0.05 OZDF+C y OZDF+V vs
OZDF+L1, OZDF+L2 y OZDF+L3 (prueba t-student). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1 = leuprolide 1.25
pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Analisis histolégico de tejidos reproductivos
Ovarios

Se realizé un analisis histolégico en ambos ovarios de cada animal para evaluar parametros
relacionados con la funcion ovarica, incluyendo el conteo de cuerpos luteos y la poblacion folicular
(Tabla 6, Figura 21).

Cuerpos luteos

Las ratas obesas presentaron un menor numero de cuerpos luteos en comparacion con las
normopeso, indicando una disminucién en la capacidad ovulatoria (OZDF+C: 6.2 + 1.46 vs LE+C:
13.6 £ 0.81; p = 3.28 x 1074 prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). La
administracion de LEU incrementé el nimero de cuerpos luteos en las OZDF, con un efecto mas
marcado en la dosis de 2.5 ug/rata (OZDF+L2: 9.5 + 1.55 vs OZDF+C: 6.2 + 1.46; p = 2.84 x 1073
prueba U de Mann-Whitney). En contraste, en las ratas LE se observé una disminucion significativa
con la dosis de 5 ug/rata (LE+L3: 8.5+ 1.04 vs LE+C: 13.6 £ 0.81; p = 1.16 x 107%; prueba Kruskal-
Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn) (Tabla 6, A).

Poblacion folicular

En cuanto a los foliculos sanos, las ratas obesas mostraron menores cantidades respecto a las
normopeso. El tratamiento con LEU aumentd significativamente este parametro en las obesas
tratadas con 2.5 pg/rata (OZDF+L2: 101 + 28.67 vs OZDF+C: 37.25 + 10.88; p = 3.04 x 107%; prueba
U de Mann-Whitney). En las LE, el numero de foliculos sanos disminuyé de forma significativa con
2.5 yg/rata (LE+L2: 93.5 £ 9.5 vs LE+C: 195 + 24.92; p = 1.28 x 107%; prueba Kruskal-Wallis seguida
de una prueba post hoc Dunn) y con 5 ug/rata (LE+L3: 108 £ 13.04 vs LE+C: 195 £ 24.92; p = 4.75
x 1072 prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn), lo que sugiere un posible
efecto adverso a dosis altas (Tabla 6, B).

Respecto a los foliculos atrésicos, las ratas obesas mostraron una cantidad significativamente mayor
que las delgadas (p = 1.97 x 107, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). El
tratamiento con LEU no modificé este parametro en las obesas, mientras que en las delgadas se
observd un aumento dosis-independiente (LE+L1: 91.25 £ 14.03 vs LE+C: 26.75 £ 1.79; p = 7.74 %
1073; LE+L2: 120.75+8.82 vs LE+C: 26.75+ 1.79; p=1.96 x 1072y LE+L3: 107.25 + 7.08 vs LE+C:
26.75 £ 1.79; p = 4.91 x 1073; prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn) (Tabla
6, B).

En cuanto a los foliculos totales, las ratas obesas presentaron menos que las delgadas (p = 5.80 x
107%; prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). El tratamiento con LEU en las
obesas mostrd un incremento no significativo en el grupo L2 (OZDF+L2: 181 + 40.13 vs OZDF+C:
125.75 + 19.6), mientras que en las LE no hubo cambios relevantes (Tabla 6, B).
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Desarrollo folicular

El analisis del desarrollo folicular revel6 que las ratas delgadas control y vehiculo presentaron mayor
numero de foliculos en desarrollo, antrales y preovulatorios que las obesas de los grupos control,
vehiculo y L3 (p < 0.05; prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). En LE, el
tratamiento con 2.5 pg/rata redujo significativamente los foliculos en desarrollo (LE+L2: 156.5 £ 11.55
vs LE+C: 178.75 + 9.28; p = 4.12 x 1073 prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc
Dunn), al igual que con 5 pg/rata (LE+L3: 153.25 + 14.46 vs LE+C: 178.75 £ 9.28; p = 4.16 x 1073
prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). Ademas, la dosis de 1.25 ug/rata
redujo los foliculos antrales (LE+L1: 11.5 + 1.55 vs LE+C: 18 £ 2.35; p = 2.45 x 107%; prueba U de
Mann-Whitney) y preovulatorios (LE+L1: 36.5 £ 5.56 vs LE+C: 52.5 £ 5.83; p = 4.59 x 1072; prueba
U de Mann-Whitney) (Tabla 6, C).

En las OZDF, el tratamiento con 1.25y 2.5 ug/rata de LEU mostré una tendencia al incremento de
foliculos en desarrollo (OZDF+L2: 142 + 35.28 vs OZDF+C: 95 + 16.38) y antrales (OZDF+L2: 12.5
+ 2.72 vs OZDF+C: 5.75 = 1.6), aunque estas diferencias no alcanzaron significancia. No se
observaron cambios relevantes en el niumero de foliculos preovulatorios.

En conjunto, estos hallazgos evidencian que las ratas obesas presentan una menor poblacién
folicular y un compromiso de la funcién ovarica frente a las delgadas, con un efecto del tratamiento
con LEU que varia segun la dosis y el tipo de foliculo evaluado (Tabla 6, Figura 21).
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Tabla 6. Andlisis histoldgico de ovarios.

[A]
PRESENCIA DE CUERPOS LUTEOS
CEPA
TRATAMIENTO
LE OZDF
[ 13.6+0.81 *5,2+ 1.46
Vv 12.8+2.24 *5+1.51
L1 11%0.7 *8.75%+1.37
L2 10.25%0.75 29.5+1.55
L3 *8.5%1.04 *8.75%0.47
POBLACION FOLICULAR DESARROLLO FOLICULAR
Foliculos Foliculos Foliculos Endesarrollo ;'L‘:‘;:; Preovulatorios
sanos atrésicos totales (<400 pm) pm) (>500 pm)
C 195+ 24,92 26.75£1.79 249.25+£12.84 C 178.75+9.28 18+2.35 52.5+5.83
\' 200.13£27.75 48.02+12 261+£22.75 \' 188+4.45 16+1.47 20 3.67
[7}] [7]
< <C
[a] (a]
g L1 140.5£23.08 *91.25+£14.03 231.75+£20.08 5 L1 183.75+ 16.66 *11.5+1.55 *36.5+5.56
o | -
w w
o [a]
L2 *93.5+9.5 *120.75+£8.82 214.25 £ 16.10 L2 *156.5+11.55 13x4.20 44.75 +£16.10
L3 *108+13.04 *107.25£7.08 215x17.08 L3 *153.25+14.46 11.75+2.80 50.25+5.32
C *37.25+10.88 *88.5+16.73 *125.75+19.6 C *95+16.38 *5.75%1.6 *25+4.52
v *33.75+9.83 *79+6.83 *112.759%£5.03 v *96.75+7.36 *7+£0.91 *24.75+£2.39
7)) 12}
P &
wi L1 27875+ 22,63 75£29.14 153.75 £51.28 w L1 113+ 39.87 11.25£4.15 *26.5 +£5.69
[+a] [=1]
@] o
L2 2101+ 28.67 *80+12.41 181+40.13 L2 142+ 35.28 12.5+£2.72 29.5+9.18
L3 2*73.5+12.46 62.25£18.14 *135.75£31.3 L3 *107.5£25.10 *6.75x2.86 *21.5+5.33

Nota: A) Presencia de cuerpos luteos en ratas hembra LE y OZDF. B) Media + E.E. de la poblacion folicular de foliculos
sanos, atrésicos y totales presentes en ambos ovarios en hembras LE y OZDF. C) Media + E.E. del desarrollo folicular
presente en ambos ovarios en hembras LE y OZDF, n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3) *p<0.05 LE+C vs LE+V, LE+L1,
LE+L2, LE+L3, OZDF+C, OZDF+V, OZDF+L1, OZDF+L2 y OZDF+L3 (prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post
hoc Dunn). £p<0.05 OZDF (V, L1, L2 y L3) vs OZDF+C (prueba U de Mann-Whitney). Abreviaturas: C = control; V =
vehiculo; L1 = leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.

-56-



L1

L2

L3

Figura 21. Cortes histolégicos de ovario representativos de ratas hembra LE y OZDF (CL: cuerpo luteo). Abreviaturas:
C = control; V = vehiculo; L1 = leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Utero

Se realizé un analisis histolégico del cuerno uterino izquierdo de cada animal para evaluar
parametros morfolégicos asociados a la funcionalidad uterina, especificamente el diametro
uterino y el grosor endometrial (Tabla 7, Figura 22).

Diametro uterino

Las ratas obesas presentaron un diametro uterino significativamente menor en comparacién con
las ratas normopeso (OZDF vs LE; p = 2.03 x 107%; prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba
post hoc Dunn). Ademas, la administracion de acetato de leuprolide redujo de manera significativa
este parametro en ambos grupos experimentales (p < 0.05; prueba Kruskal-Wallis seguida de
una prueba post hoc Dunn), lo que indica que tanto el fenotipo obeso como el tratamiento con
LEU influyen negativamente en el diametro uterino.

Grosor endometrial

De manera consistente, el grosor endometrial fue menor en las ratas obesas respecto a las
normopeso. Asimismo, la administracién de acetato de leuprolide disminuyé significativamente
este parametro en ambas cepas (p < 0.05; prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post
hoc Dunn), evidenciando que la obesidad y la exposicion al farmaco contribuyen a un endometrio
mas delgado (Tabla 7, Figura 22).

Tabla 7. Didmetro uterino y grosor endometrial.

LE OZDF
(o] \") L1 L2 L3 (o] \'J L1 L2 L3

Diametro

teri 2275.40¢ 2025.40% 0+1342.53¢ | 0*1504.44+ | 0+1518.96¢ | *1598.45¢ #1382.768 | #*1212.12% | 2*1130.80% | 2*1176.87%

uterino 20.82 171.13 68.85 30.23 114.72 48.64 19.44 15.18 11.88 50.78

(um)

Grosor

d trial 361.04% 286.03% 0+186.88 | 0%159.97¢ | 0+149.78% 208812 *196.532 2¥137.30¢ | 2*120.81% | 2*141.32¢
endometria 19.13 37.24 6.81 18.43 8.25 7.33 17.97 15.74 9.61 6.03

(um)

Nota: Ratas LE y OZDF. n=4 por grupo (C, V, L1, L2 y L3) *p<0.05 LE vs OZDF (prueba Kruskal-Wallis seguida de una
prueba post hoc Dunn). 0p<0.05 LE (V, L1, L2 y L3) vs LE+C (prueba U de Mann-Whitney). £p<0.05 OZDF (V, L1, L2
y L3) vs OZDF+C (prueba U de Mann-Whitney). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L1 = leuprolide 1.25 pg/rata;
L2 = leuprolide 2.5 yg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Figura 22. Cortes histoldgicos de utero representativos de ratas hembra LE y OZDF. Abreviaturas: C = control; V =
vehiculo; L1 = leuprolide 1.25 pg/rata; L2 = leuprolide 2.5 pg/rata; L3 = leuprolide 5 pg/rata.
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Eleccion de la dosis efectiva

Con el objetivo de determinar la dosis mas efectiva de acetato de leuprolide en ratas OZDF, se
elaboré una curva concentracién-respuesta multiparamétrica (Figura 23) para evaluar el efecto del
tratamiento sobre distintos indicadores de la funcion reproductiva. Esta representacion grafica se
disefid con base en los principios descritos por Feher (2017), quien explica que las curvas
concentracién-respuesta permiten describir cuantitativamente la relacién entre una sustancia
bioactiva y el efecto fisioldgico que induce en los tejidos blanco.

El gréafico presenta cinco lineas correspondientes a los siguientes parametros: peso ovarico, masa
ovarica, numero total de foliculos, cuerpos luteos y foliculos sanos. Cada uno fue representado como
un cambio porcentual relativo respecto al grupo control normopeso (LE+C), establecido como linea
base (0 %). En el eje horizontal se representan las concentraciones administradas de acetato de
leuprolide (1, 2.5 y 5 ug/rata), mientras que el eje vertical muestra la variaciéon porcentual en relacion
con el grupo de referencia.

La representacion revela que la dosis de 2.5 ug/rata fue la que mostré los mejores resultados en la
preservacion de cuerpos luteos, foliculos sanos y foliculos totales. Por otro lado, el diametro uterino
y grosor endometrial se redujeron en todas las concentraciones del farmaco evaluadas. En conjunto,
estos resultados evidenciaron que el acetato de leuprolide modulé de manera significativa la funcion
reproductiva, particularmente a nivel folicular, siendo la dosis de 2.5 ug/rata la mas efectiva para
preservar estas estructuras clave (Figura 23).

CONCENTRACION-RESPUESTA

=8—Cuerpos luteos Foliculos sanos  =#&—Foliculos totales Diametro uterino  -@-Grosor endometrial
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RESPUESTA (%)

Basal

0
| OZDF+L1 | | OZDF+L2 | ‘ OZDF+L3 ‘

CONCENTRACION ACETATO DE LEUPROLIDE (pg)

1.25 pg/rata 2.5 pg/rata 5 pg/rata

Figura 23. Grafico concentracidon-respuesta de la administracion de LEU en ratas Zucker obesas adultas.
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ADMINISTRACION DE LEU POR 21 DIAS

Una vez que se seleccion la dosis efectiva se procedio a realizar los experimentos correspondientes
al disefio experimental dos y los resultados se desglosan a continuacion.

Parametros zoométricos
Longitud corporal

El analisis de la longitud nasoanal no mostré diferencias significativas entre los grupos control,
vehiculo o tratados con acetato de leuprolide, en ninguna de las dos cepas (LE y OZDF) (Tabla 8).

En contraste, la longitud de la cola fue consistentemente menor en las ratas obesas respecto a las
normopeso. Por ejemplo, en el grupo control, las ratas LE presentaron una longitud de 19.66 + 0.21
cm frente a 15.83 £ 0.38 cm en las OZDF (p = 1.29 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey). Este mismo patrén se mantuvo en los grupos tratados con vehiculo y con las
tres dosis de LEU, sin que se observaran diferencias significativas entre los grupos obesos tratados
entre si (Tabla 8).

Tabla 8. Longitud corporal administracion de LEU por 21 dias.

Longitud naso Longitud de la Longitud total
anal cola (em)
(cm) (cm)
7 22.75 £0.38 19.66 £0.21 421204
<
o
<<D 22.75£0.21 18.83 £0.51 41.58 £0.47
—
Ll
a 22.75£0.17 18.83 £0.33 41.25 £0.54
21.91 £0.30 *15.83 £0.38 *36.65 £0.83
7))
<
ﬂ 22 +0.44 *15.53 £ 0.31 *36.51 £0.52
(a4]
22.66 £0.33 *16.25 £0.28 *38.5 £ 0.51

Nota: Media * E.E. de la longitud nasoanal, longitud de la cola y longitud total (cm) en hembras LE y OZDF en el
momento del sacrificio n=6 por grupo (C, V y L) *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una

prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 pg/rata.
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Peso corporal

El analisis del peso corporal entre los 76 y 111 dias de edad evidencio diferencias consistentes entre
cepas en todos los grupos experimentales (Figura 24, A). En el grupo control, las ratas obesas
presentaron un peso significativamente mayor que las delgadas desde el inicio de la evaluacion, con
valores de OZDF+C: 223.66 + 9.56 g vs LE+C: 182.67 £ 2.57 g; p = 1.38 x 107%; ANOVA de dos vias
seguida de prueba post hoc de Tukey.

De manera similar, en el grupo vehiculo, las ratas obesas mantuvieron un peso superior al de las
delgadas durante todo el periodo experimental (p < 0.05; ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey). Finalmente, en el grupo tratado con acetato de leuprolide, las ratas OZDF
también conservaron un peso significativamente mayor que las LE en todas las evaluaciones
realizadas (p < 0.05; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey).

Circunferencia abdominal

La circunferencia abdominal fue significativamente mayor en las ratas obesas en comparacién con
las delgadas en todos los tratamientos evaluados (control, vehiculo y LEU) (p = 3.43 x 107'9; ANOVA
de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Este patrén se mantuvo de manera constante en
ambas cepas, confirmando que la obesidad se asocia con una expansion abdominal marcada,
independientemente de la administracion de vehiculo o de las distintas dosis de LEU (Figura 24, B).

Grasa pélvica y abdominal

El peso de la grasa pélvica y abdominal, evaluado al momento del sacrificio, fue significativamente
mayor en las ratas obesas en comparacion con las delgadas. En el grupo control, las OZDF
alcanzaron 87.71 £ 4.29 g frente a 17.89 + 1.64 g en las LE (p = 4.02 x 107'%;, ANOVA de dos vias
seguida de prueba post hoc de Tukey). Este mismo patrén se mantuvo en los grupos tratados con
vehiculo y con LEU, donde las ratas obesas presentaron un peso de tejido adiposo superior al de
sus contrapartes delgadas (p = 5.65 x 1072%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de
Tukey), lo que confirma una marcada acumulacion de grasa asociada al fenotipo obeso (Figura 24,
C).

indice de adiposidad

El indice de adiposidad fue significativamente mayor en las ratas obesas en comparacién con las
delgadas en todos los tratamientos evaluados (control, vehiculo y LEU). En conjunto, los analisis
mostraron que las OZDF mantienen un valor de adiposidad elevado frente a las LE de manera
consistente, independientemente de la administracion de vehiculo o de las distintas dosis de
acetato de leuprolide (p = 3.38 x 107'3; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey)
(Figura 24, D).

Consumo de alimento

En el grupo control, las ratas obesas presentaron niveles de glucosa significativamente mas elevados
(OZDF: 89.91 + 7.21 mg/dL vs LE: 66.82 + 7.69 mg/dL; p = 3.51 x 1073, ANOVA de dos vias seguida
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de prueba post hoc de Tukey). Una diferencia similar se observé en el grupo vehiculo (OZDF: 91.56
+ 9.49 mg/dL vs LE: 70.02 £ 5.35 mg/dL; p = 3.42 x 1073 ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey).

Tras la administracion de LEU, los valores en las OZDF se incrementaron (108.08 + 16.53 mg/dL),
mientras que en las LE se redujeron (54.59 + 6.13 mg/dL), sin que estas variaciones resultaran
estadisticamente significativas en comparacién con sus respectivos controles. En conjunto, estos
resultados confirman que la obesidad se asocia a niveles elevados de glucosa, y que la
administracion de LEU no modifico este parametro de forma significativa en ninguna de las cepas
(Figura 25, E).
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Figura 24. Parametros zoométricos administracion de LEU por 21 dias. A) Media + E.E. del peso corporal (g) de las
hembras LE y OZDF. B) Media * E.E. del promedio de la circunferencia abdominal (cm) de las hembras LE y OZDF.
C) Media + E.E. de peso (mg) de grasa pélvica y abdominal de las hembras LE y OZDF. D) Media * E.E. del indice de
adiposidad de las hembras LE y OZDF. E) Media + E.E. del consumo de alimento (gr) de las hembras LE y OZDF, n=6
por grupo (C,V y L), *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey). Abreviaturas:
C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 pg/rata.
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Perfil metabdlico
Glucosa

En el grupo control, las ratas obesas presentaron niveles de glucosa significativamente mas elevados
(OZDF: 89.91 + 7.21 mg/dL vs LE: 66.82 £ 7.69 mg/dL; p = 3.51 x 1072; ANOVA de dos vias seguida
de prueba post hoc de Tukey). Una diferencia similar se observé en el grupo vehiculo (OZDF: 91.56
+ 9.49 mg/dL vs LE: 70.02 £ 5.35 mg/dL; p = 3.42 x 1073 ANOVA de dos vias seguida de prueba
post hoc de Tukey). Tras la administracion de LEU, las OZDF alcanzaron valores mas altos (108.08
+ 16.53 mg/dL), mientras que las LE mostraron una reduccion (54.59 + 6.13 mg/dL), aunque estas
variaciones no resultaron significativas en comparacion con sus respectivos controles (Figura 25, A).

Trigliceridos

En condiciones basales, las ratas obesas mostraron niveles significativamente mas elevados de
triglicéridos en comparacion con las delgadas (OZDF: 340.42 + 13.58 mg/dL vs LE: 180.42 + 24.40
mg/dL; p = 1.18 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Esta diferencia
se mantuvo en el grupo vehiculo (OZDF: 310.00 £ 19.45 mg/dL vs LE: 162.08 £ 20.47 mg/dL; p =
3.53 x 107*;, ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En los grupos tratados con
LEU, las OZDF continuaron presentando valores elevados (272.08 + 33.55 mg/dL) respecto a las LE
(138.33 + 11.21 mg/dL; p = 1.25 x 1073; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey),
sin que el tratamiento produjera cambios significativos dentro de cada cepa (Figura 25, B).

Colesterol

El colesterol total también fue consistentemente mayor en las ratas obesas en comparacion con las
delgadas. En el grupo control, las OZDF alcanzaron 135.56 + 13.24 mg/dL frente a 43.06 + 5.37
mg/dL en las LE (p = 9.07 x 1077; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En el
grupo vehiculo, se mantuvo la misma tendencia (OZDF: 114.17 + 11.61 mg/dL vs LE: 37.22 + 4.33
mg/dL; p = 2.27 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey).

En los grupos tratados con LEU, las ratas obesas mostraron una reduccion significativa de colesterol
(OZDF+LEU: 91.67 + 12.25 mg/dL vs OZDF+C: 135.56 + 13.24 mg/dL; p = 1.91 x 1072; ANOVA de
una via seguida de prueba post hoc de Tukey). En contraste, las ratas LE no presentaron cambios
relevantes tras el tratamiento con LEU (41.67 + 4.44 mg/dL vs LE+C: 43.06 + 5.37 mg/dL) (Figura
25, C).
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Figura 25. Perfil metabdlico administracion de LEU por 21 dias. A) Media + E.E. de niveles de glucosa sérica en las
hembras LE y OZDF. B) Media + E.E. de niveles de triglicéridos séricos en las hembras LE y OZDF. C) Media + E.E.
de niveles de colesterol sérico en las hembras LE y OZDF n=6 por grupo (C,V y L), *p<0.05 LE vs OZDF (prueba
ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey), £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+L (prueba ANOVA de una via
seguida de una prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 ug/rata.

Peso relativo de los érganos

El analisis del peso relativo de la hipdfisis (H) mostré diferencias significativas entre cepas en los
grupos control y vehiculo, donde las ratas OZDF presentaron valores menores en comparacion
con las ratas LE (OZDF+C: 0.0537 £ 0.0091 g y OZDF+V: 0.0549 £ 0.0066 g vs LE+C: 0.1101 £
0.01M3 gy LE+V:0.1242 £ 0.0113 g; p = 8.69 x 1078, ANOVA de dos vias seguida de prueba post
hoc de Tukey).

Tras la administracion de LEU, se observd un incremento significativo en el peso hipofisario de
las ratas obesas en comparacién con su grupo control (OZDF+LEU: 0.0930 + 0.0071 g vs
OZDF+C: 0.0537 + 0.0091 g; p = 2.97 x 1072, ANOVA de una via seguida de prueba post hoc de
Tukey). En contraste, las ratas LE no mostraron cambios relevantes tras el tratamiento (LE+LEU:
0.1213 £ 0.0071 g vs LE+C: 0.1101 £ 0.0113 g) (Figura 26, A).
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En relacion con las glandulas adrenales derecha (AD) e izquierda (Al), no se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales. En las ratas LE, los valores oscilaron
entre 0.1018 £ 0.0032 g (control), 0.1010 £ 0.0033 g (vehiculo) y 0.0826 + 0.0048 g (LEU) en AD,
y entre 0.0986 + 0.0026 g (control), 0.0990 £ 0.0087 g (vehiculo) y 0.0860 + 0.0040 g (LEU) en
Al. En las ratas OZDF, los valores fueron de 0.0757 + 0.0060 g (control), 0.0750 + 0.0101 g
(vehiculo) y 0.0788 + 0.0091 g (LEU) para AD, y de 0.0808 £ 0.0098 g (control), 0.0881 + 0.0048
g (vehiculo) y 0.0781 £ 0.0079 g (LEU) para Al.

Aungue en ambas glandulas los valores tendieron a ser menores en las ratas obesas respecto a
las delgadas, estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica (Figura 26 B-C).
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Figura 26. Peso relativo de 6rganos administracién de LEU por 21 dias. A) Media + E.E. del peso (mg) de la hipdfisis
(H) de las hembras LE y OZDF. B) Media + E.E. del peso (mg) de la glandula adrenal derecha (AD) de las hembras LE
y OZDF. C) Media + E.E. del peso (mg) de la glandula adrenal izquierda (Al) de las hembras LE y OZDF, n=6 por grupo
(C, VyL)*p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey), £p<0.05 OZDF+C vs
OZDF+L (prueba ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L=
leuprolide 2.5 pg/rata.
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Parametros reproductivos
Peso relativo de 6rganos reproductivos

El peso relativo del ovario derecho (OD) fue significativamente menor en las ratas obesas en
comparacion con las delgadas en el grupo control (OZDF+C: 0.0558 + 0.0080 g vs LE+C: 0.1152 +
0.0052 g; p=7.03 x 107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Una tendencia
similar se observo en el grupo vehiculo (OZDF+V: 0.0684 + 0.0074 g vs LE+V: 0.1129 £ 0.0049 g; p
=5.12 x 107*; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Tras la administracién de
LEU, las ratas obesas mostraron un incremento significativo en el peso del OD en comparacion con
su grupo control y vehiculo (OZDF+LEU: 0.0916 + 0.0089 g vs OZDF+C: 0.0558 + 0.0080 g; p = 5.96
x 1072y vs OZDF+V: 0.0684 + 0.0074 g; p = 1.29 x 1072; ANOVA de una via seguida de prueba post
hoc de Tukey), mientras que en las ratas delgadas los valores se mantuvieron estables (LE+LEU:
0.1175 £ 0.0047 g vs LE+C: 0.1152 + 0.0052 g) (Figura 27, A).

El andlisis del ovario izquierdo (Ol) mostré un patron comparable. En los grupos control y vehiculo,
las ratas OZDF presentaron valores significativamente menores frente a las delgadas (OZDF+C:
0.0537 £ 0.0091 g vs LE+C: 0.1101 £ 0.0113 g; p = 9.28 x 10™*; ANOVA de dos vias seguida de
prueba post hoc de Tukey y OZDF+V: 0.0549 + 0.0066 g vs LE+V: 0.1242 + 0.0113 g; p = 6.05 x
107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Tras el tratamiento, se registré un
incremento significativo en el Ol de las ratas obesas en comparacién con sus grupos control y
vehiculo (OZDF+LEU: 0.0930 + 0.0071 g vs OZDF+C: 0.0537 £ 0.0091 g; p = 2.97 x 1072 y vs
OZDF+V: 0.0549 + 0.0066 g; p = 3.91 x 1072, ANOVA de una via seguida de prueba post hoc de
Tukey). En las ratas delgadas, los valores permanecieron sin diferencias relevantes respecto a sus
controles (LE+LEU: 0.1213 + 0.0070 g vs LE+C: 0.1101 + 0.0113 g) (Figura 27, B).

El analisis de la masa ovarica total confirmé que en los grupos control y vehiculo las ratas obesas
presentaron valores significativamente menores respecto a las delgadas (OZDF+C: 0.11 £ 0.02 g vs
LE+C: 0.23+0.02g; p=2.14 x 107° y OZDF+V: 0.12 £ 0.01 g vs LE+V: 0.24 £ 0.01 g; p = 3.03 x
107%; ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). Tras la administracion de LEU, se
observé un incremento significativo en la masa ovarica de las ratas obesas en comparacion con sus
grupos control y vehiculo (OZDF+LEU: 0.18 £ 0.02 g vs OZDF+C: 0.11 £ 0.02g; p=5.90 x 1073y vs
OZDF+V: 0.12 £ 0.01 g; p = 3.45 x 1072, ANOVA de una via seguida de prueba post hoc de Tukey),
mientras que en las ratas delgadas los valores se mantuvieron estables (LE+LEU: 0.24 + 0.01 g vs
LE+C: 0.23 £ 0.02 g) (Figura 27, C).

El andlisis del peso relativo del utero mostré valores significativamente menores en las ratas obesas
en comparacion con las delgadas en los grupos control y vehiculo. En el grupo control, las OZDF
presentaron un peso uterino de 0.729 + 0.146 g frente a 1.586 £ 0.064 g en las LE (p = 2.005 x 1075,
prueba ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey). En el grupo vehiculo, se mantuvo
la misma tendencia, con valores de 0.752 + 0.135 g en OZDF frente a 1.716 + 0.137 g en LE (p =
2.691 x 1076, prueba ANOVA de dos vias seguida de prueba post hoc de Tukey).
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Tras la administracion de acetato de leuprolide, se observé una reduccién drastica en el peso uterino
en ambas cepas respecto a sus controles. En las ratas obesas, el valor disminuy6 a 0.403 £ 0.013 g
frente a 0.729 + 0.146 g en el grupo obeso control (p = 0.0148, prueba ANOVA de una via seguida
de prueba post hoc de Tukey). De manera similar, en las ratas delgadas tratadas con LEU, el utero
se redujo a 0.597 + 0.042 g respecto a 1.586 + 0.064 g en el control delgado (p = 1.669 x 10 prueba
ANOVA de una via seguida de prueba post hoc de Tukey) (Figura 27, D).

En conjunto, estos hallazgos confirman que el fenotipo obeso se asocia con un utero de menor peso
y que el tratamiento con acetato de leuprolide potencia esta reduccion tanto en ratas obesas como
en delgadas.
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Figura 27. Peso de 6rganos reproductivos administracion de LEU por 21 dias. A) Media + E.E. del peso (mg) del ovario
derecho (OD) de las hembras LE y OZDF. B) Media + E.E. del peso (mg) del ovario izquierdo (Ol) de las hembras LE
y OZDF. C) Media + E.E. de masa ovarica (mg) de las hembras LE y OZDF, n=6 por grupo (control, vehiculo y LEU),
*p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey), £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+L
(prueba ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey). D) Media + E.E. del peso (mg) uterino de las hembras
LE y OZDF n=6 por grupo (C,Vy L), 2p<0.05 LE+C y LE+V vs LE+L (prueba ANOVA de una via seguida de una prueba
de Tukey) ¢ p<0.05 OZDF+C y OZDF+V vs OZDF+L (prueba ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey).
Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 ug/rata.
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Monitoreo del ciclo estral

El analisis de los frotis vaginales obtenidos durante tres ciclos previos a la administracion de LEU
(12 dias) mostro que las ratas OZDF presentaron ciclos estrales irregulares en comparacion con las
ratas LE. Ademas, la incidencia de la fase de diestro fue mayor en las ratas obesas respecto a las
normopeso, lo que indica una alteracién en la dinamica del ciclo estral asociada al fenotipo obeso
(Figuras 28, 29 y 30).

Durante los tres ciclos de evaluacion bajo tratamiento con LEU (12 dias), se mantuvo la irregularidad
en los ciclos estrales de las ratas OZDF, mientras que en las LE el patron mostré modificaciones
dependientes del tratamiento. En los grupos control y vehiculo de ambas cepas se conservaron las
diferencias previamente descritas (con mayor prevalencia de diestro en OZDF respecto a LE). Sin
embargo, en las ratas LE tratadas con LEU se observé un aumento en la duracion de la fase de
diestro, acompafiado de una disminucién en la incidencia de proestro y estro. Por el contrario, en las
ratas OZDF el tratamiento con LEU produjo un descenso en la frecuencia de diestros y un aumento
en la presencia de proestro y estro en comparaciéon con sus grupos control y vehiculo (Figuras 28,
29y 30).
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Figura 28. Registro del ciclo estral en ratas Long Evans pertenecientes a tres grupos experimentales, cada uno
conformado por tres animales: control (A-C), vehiculo (D-F) y administracion de leuprolide (G-l). Se presentan los
patrones del ciclo estral obtenidos mediante citologia vaginal diaria durante dos periodos consecutivos: 12 dias previos
al tratamiento (lineas rectas) y 12 dias durante el tratamiento (lineas punteadas). En el eje vertical se representan las
fases del ciclo: estro (E), proestro (P) y diestro 1 y 2 (D), mientras que en el eje horizontal se indican los dias de
evaluacion.
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Figura 29. Registro del ciclo estral en ratas Zucker obesas pertenecientes a tres grupos experimentales, cada uno
conformado por tres animales: control (A-C), vehiculo (D-F) y administracion de leuprolide (G-l). Se presentan los
patrones del ciclo estral obtenidos mediante citologia vaginal diaria durante dos periodos consecutivos: 12 dias previos
al tratamiento (lineas rectas) y 12 dias durante el tratamiento (lineas punteadas). En el eje vertical se representan las
fases del ciclo: estro (E), proestro (P) y diestro 1 y 2 (D), mientras que en el eje horizontal se indican los dias de
evaluacion.
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Figura 30. Media + E.E de la duracién de las fases del ciclo estral, 12 dias antes y 12 dias durante el tratamiento de
administracion de LEU por 21 dias. A) Media + E.E. de la duracién total del ciclo estral en hembras LE y OZDF. B)
Media + E.E. de la duracién de la etapa de estro en hembras LE y OZDF. C) Media + E.E. de la duracién de la etapa
de diestro 1y 2 en hembras LE y OZDF. D) Media * E.E. de la duraciéon de la etapa de proestro en hembras LE y OZDF,
n=6 por grupo (control, vehiculo y LEU), *p<0.05 LE vs OZDF (prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba de
Tukey), £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+Ly 05 LE+Cy LE+ C vs LE+L (prueba ANOVA de una via seguida de una prueba
de Tukey). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 ug/rata.
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Analisis histolégico de tejidos reproductivos
Ovarios

Se realizé un analisis histolégico en ambos ovarios de cada animal para evaluar parametros
relacionados con la funcién ovarica: el conteo de cuerpos luteos como indicativo de ovulacién,
presencia de quistes y la poblacion folicular, clasificada en foliculos sanos, atrésicos y totales asi
como el analisis de desarrollo folicular (Tabla 9 y Figura 31).

Cuerpos luteos

Las ratas obesas presentaron un menor nimero de cuerpos luteos en comparacion con las ratas
normopeso, lo que indica una disminucion en la capacidad ovulatoria (OZDF+C: 5.66 + 0.49 vs LE+C:
11.5+ 0.5; p = 4.775 x 107, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). En las
ratas obesas, la administracion de LEU incrementé significativamente el numero de cuerpos luteos,
(OZDF+L: 12.8 + 0.79 vs OZDF+C: 5.66 + 0.49; p = 6.828 x 10, prueba Kruskal-Wallis seguida de
una prueba post hoc Dunn) (Tabla 9, A).

Quistes

El analisis histolégico mostré una mayor presencia de quistes en los ovarios de las ratas obesas en
comparacion con las normopeso (p = 2.117 x 10° prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post
hoc Dunn) (Tabla 9, B).

En el grupo control, las OZDF presentaron 6.33 + 0.49 quistes frente a 1 £ 0.44 en LE (p = 5.118 x
10 prueba prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). En el grupo vehiculo, la
diferencia se mantuvo (OZDF+V: 6.83 + 0.47 vs LE+V: 0.83 £ 0.83; p = 5.933 x 107 prueba Kruskal-
Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn).

Tras la administracion de LEU, en las ratas LE se observé un incremento significativo en el nimero
de quistes respecto a su control (LE+L: 8.83 + 0.76 vs LE+C: 1 + 0.44; p = 9.786 x 10° prueba
Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). Por el contrario, en las ratas OZDF tratadas
con LEU se registré una reduccion significativa en comparacién con el grupo control obeso (OZDF+L:
4.33 £0.42 vs OZDF+C: 6.33 £ 0.49; p = 0.04248 prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post
hoc Dunn).

Poblacion folicular
Foliculos sanos

Las ratas obesas presentaron un numero significativamente menor de foliculos sanos en
comparacion con las delgadas (OZDF+C 114.16 £ 19.85 vs LE+C 350.33 + 35.32; p = 0.003101,
prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn). Tras la administracion de LEU, se
observé un incremento significativo en las OZDF (OZDF+L 400.33 + 28.78 vs OZDF+C 114.16 +
19.85; p = 0.0003048, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn), lo que
sugiere un efecto positivo sobre la poblacion folicular sana en esta cepa. En contraste, en las ratas
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normopeso la administracion de LEU redujo significativamente el nimero de foliculos sanos (LE+L
156.83 £ 26.99 vs LE+C 350.33 + 35.32; p = 0.01989, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba
post hoc de Dunn) (Tabla 9, C).

Foliculos atrésicos

Las ratas OZDF mostraron un numero significativamente mayor de foliculos atrésicos en
comparacion con las LE (OZDF+C 133.33 £ 35.92 vs LE+C 9.5 £ 2.24; p = 0.000191, prueba Kruskal-
Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn). El tratamiento con LEU redujo la presencia de
foliculos atrésicos en ratas obesas respecto a su control (OZDF+L 29.33 + 6.59 vs OZDF+C 133.33
+ 35.92; p = 0.001755, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn). En
contraste, en las LE se observd un incremento en la atresia folicular tras la administracion de LEU
(LE+L 160.33 + 17.62 vs LE+C 9.5 + 2.24; p = 8.989 x 10, prueba Kruskal-Wallis seguida de una
prueba post hoc de Dunn) (Tabla 9, C).

Foliculos totales

La poblacion folicular total fue significativamente menor en las ratas obesas respecto a las delgadas
(OZDF+C 247.5 + 48.75 vs LE+C 401.5 + 21.96; p = 0.003885, prueba Kruskal-Wallis seguida de
una prueba post hoc de Dunn). En las OZDF tratadas con LEU se observé un incremento en el
numero de foliculos totales (OZDF+L 429.66 + 32.50 vs OZDF+C 247.5 £ 48.75 p = 0.01041, prueba
Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn). En las LE, la administracién de LEU no
modificéd de forma significativa el numero de foliculos totales respecto a su control (LE+L 317.16 +
42.85 vs LE+C 401.5 + 21.96) (Tabla 9, C).

Desarrollo folicular

El analisis del desarrollo folicular mostré que las ratas normopeso de los grupos control
presentaron una mayor cantidad de foliculos en desarrollo (LE+C 195.66 + 10.37 vs OZDF+C
120.5 £ 24.26; p = 0.03737, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn) y
antrales (LE+C 45 £ 1.23 vs OZDF+C 25.83 £ 6.24; p = 0.01027, prueba Kruskal-Wallis seguida
de una prueba post hoc de Dunn) en comparacién con las ratas obesas de los mismos grupos
(Tabla 9, D).

En ratas OZDF, el tratamiento con LEU increment6 significativamente la poblacién de foliculos
en desarrollo, antrales y preovulatorios respecto al grupo obeso control. Por ejemplo, se
registraron 205 + 19.51 foliculos en desarrollo en comparacion con 120.5 + 24.26 en el grupo
control (p = 0.03948, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn), mientras
que el numero de foliculos antrales aumentd de 25.83 + 6.24 en OZDF+C a 43.83 + 4.20 en
OZDF+L (p = 0.01959, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn).
Asimismo, el numero de foliculos preovulatorios se incrementd significativamente en las OZDF
tratadas con LEU en relacion con sus controles (OZDF+L 9.83 + 1.30 vs OZDF+C 5.5+ 1.72; p =
1.341 x 107, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc de Dunn). En las ratas LE la
administracion de LEU no afecto el numero de foliculos en desarrollo, antrales ni preovulatorios
(Tabla 9, D).
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Tabla 9. Analisis histolégico de ovarios administracion de LEU por 21 dias.

[A]

PRESENCIA DE CUERPOS LUTEOS

PRESENCIA DE QUISTES

LE OZDF LE OZDF
TRATAMIENTO MEDIA = E.E. MEDIA = E.E. TRATAMIENTO MEDIA = E.E. MEDIA = E.E.
Cc 11.5%£0.5 *5.66+0.49 1+0.44 *6.33+0.49
\' 11+0.68 *5.5%0.22 0.83+0.83 *6.83+0.47
L 11.160.40 212.8£0.79 "8.33=0.76 #4.33%0.42
D]
POBLACION FOLICULAR DESARROLLO FOLICULAR
Foliculos Foliculos Foliculos En desarrollo Antrales Preovulatorios
sanos atrésicos totales (<400 pm) (400-500pm) (>500 pm)
C 350.33%35.32 9.5%2.24 401.5%£21.96 196.66+10.37 45%1.23 5.5+1.72
n n
< <
(a] (a]
g v 335+83.02 11162415 346.16+85.08 g 170.16£41.55 33.16£6.94 4.33+1.97
| |
w w
(a] (a]
L “156.83%26.99 “160.33%17.62 317.16%42.85 152.5£21.01 34.16+£4.36 5.16x0.79
C “114.16%19.85 *133.33£35.92 "247.5%48.75 *120.5+24.26 *25.83x6.57 4.33£1.11
n n
< <
ﬂ \") “117.5%£16.32 “153.16%12.05 *258% 20.09 ﬂ *126.529.67 *25.33x6.24 4.16%1.04
o o
o o
L 2400.33%£28.78 2°29.33%6.59 2429.66%32.50 2205+£19.51 243.83+£4.20 2*9.83+1.30

Nota: A) Presencia de cuerpos luteos en ratas hembra LE y OZDF. B) Presencia de quistes en ratas hembra LE y

OZDF. C) Media + E.E. de la poblacion folicular de foliculos sanos, atrésicos y totales presentes en ambos ovarios en
hembras LE y OZDF. D) Media + E.E. del desarrollo folicular presente en ambos ovarios en hembras LE y OZDF, n=6
por grupo (C, Vy L) *p<0.05 LE+C vs LE+V, LE+L, OZDF+C, OZDF+V y OZDF+L (prueba Kruskal-Wallis seguida de
una prueba post hoc Dunn), £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+V y OZDF+L (prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba

post hoc Dunn). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 ug/rata.
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Figura 31. Cortes histolégicos de ovario representativos de ratas hembra LE y OZDF, administracion de LEU por 21
dias (CL: cuerpo luteo, Q: quiste). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 ug/rata.
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Utero

Se realizé un analisis histolégico del cuerno uterino izquierdo de cada animal, evaluando el diametro
uterino y el grosor endometrial como indicadores de la funcionalidad uterina.

Diametro uterino

Las ratas obesas presentaron un diametro uterino significativamente menor en comparacion con las
ratas normopeso (OZDF+C 990.44 + 77.71 uym vs LE+C 1318.12 £ 42.64 uym; p = 0.001414, prueba
Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). La administracion de LEU redujo aun mas
este parametro en ambas cepas. En las ratas normopeso, el didametro disminuyd de 18.12 + 42.64
um en LE+C a 600.62 + 38.08 um en LE+L (p = 1.679 x 10°°, prueba Kruskal-Wallis seguida de una
prueba post hoc Dunn). De forma similar, en las obesas el diametro se redujo de 990.44 + 77.71 um
en OZDF+C a 745.81 £ 13.23 ym en OZDF+L (p = 0.02383, prueba Kruskal-Wallis seguida de una
prueba post hoc Dunn) (Tabla 10 y Figura 32).

Grosor endometrial

El grosor endometrial fue consistentemente menor en las ratas obesas respecto a las normopeso
(OZDF+C 146.99 £ 22.37 ym vs LE+C 207.88 £ 8.21 um; p = 0.02844, prueba Kruskal-Wallis seguida
de una prueba post hoc Dunn). La administracion de LEU disminuy6 de forma significativa el grosor
endometrial en las ratas delgadas (LE+L 116.70 £ 6.91 ym vs LE+C 207.88 + 8.21 um; p = 4.768 x
1074, prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn), mientras que en las obesas,
aunque se observé una reduccion (OZDF+L 151.40 + 3.09 uym vs OZDF+C 146.99 + 22.37), esta
diferencia no alcanzé significancia estadistica (Tabla 10 y Figura 32).

Tabla 10. Diametro uterino y grosor endometrial, administracion de LEU por 21 dias.

LE OZDF

Diametro uterino

(um) 1318.12 +42.64 1387.70 £72.45 *600.62 + 38.08 *990.44 = 77.71 *968.19 *+ 50.96 2*745.81 £13.23

Grosor endometrial

(um) 207.88 £8.21 199.17 £13.01 *116.70 = 6.91 *146.99 * 22.37 *160.60 * 18.17 *151.40 = 3.09

Nota: Ratas hembra LE y OZDF n=6 por grupo (control, vehiculo y LEU 2) *p<0.05 LE+C vs LE+V, LE+L, OZDF+C,
OZDF+V y OZDF+L (prueba Kruskal Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn), £p<0.05 OZDF+C vs OZDF+V y
OZDF+L (prueba Kruskal-Wallis seguida de una prueba post hoc Dunn). Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L=
leuprolide 2.5 pg/rata.
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Figura 32. Cortes histologicos de Utero representativos, administracion de LEU por 21 dias, de ratas hembra LE y

OZDF. Abreviaturas: C = control; V = vehiculo; L= leuprolide 2.5 pg/rata.
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RESUMEN DE RESULTADOS PRINCIPALES
1. Determinacion de la dosis efectiva de LEU (Experimento 1):

La dosis de 2.5 pg/rata de LEU fue la mas efectiva para mejorar los parametros reproductivos,
especialmente en las ratas obesas. Esta dosis incrementé significativamente el nimero de
cuerpos luteos, foliculos sanos y foliculos totales, ademas de favorecer el desarrollo folicular en
dicha cepa. Asimismo, el tratamiento redujo el peso y el didmetro uterino, asi como el grosor
endometrial en ambas cepas.

2. Efectos de la administracion de LEU durante 21 dias (Experimento 2):
2.1 Parametros zoométricos y consumo alimentario:

Durante la administracion prolongada de LEU, las ratas obesas conservaron mayores valores de
peso corporal, circunferencia abdominal, grasa pélvica y abdominal, e indice de adiposidad en
comparacion con las ratas normopeso, independientemente del tratamiento recibido. LEU no fue
capaz de reducir el peso corporal ni modificar el consumo alimentario en ninguno de los grupos.

2.2 Perfil metabdlico:

Las ratas obesas mostraron mayores niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol frente a las
normopeso. La administracion de LEU no produjo cambios significativos en los niveles de glucosa ni
de triglicéridos; sin embargo, logré reducir significativamente los niveles de colesterol en las ratas
obesas (p<0.05).

2.3 Peso relativo de érganos:

Se observé que LEU incrementé el peso de la hipdfisis en las ratas obesas, mientras que el peso de
las glandulas adrenales no presentd modificaciones significativas con el tratamiento, en ninguna de
las cepas evaluadas.

3. Funcion reproductiva y analisis histolégico:
3.1 Peso de 6rganos reproductivos:

LEU indujo un aumento significativo en el peso de los ovarios y la masa ovarica en ratas obesas, a
su vez, el tratamiento redujo el peso uterino en ambas cepas (p<0.05).

3.2 Ciclo estral:

Antes del tratamiento, las ratas obesas presentaban ciclos irregulares con predominio de la fase de
diestro. Tras la administracion de LEU, se observé una disminucién en la incidencia de diestro y un
aumento en la frecuencia de las fases de proestro y estro. Estos cambios sugieren una restauracion
parcial de la ciclicidad ovarica.
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3.3 Ovarios:

El tratamiento con LEU provocdé un incremento significativo en el niumero de cuerpos luteos y
foliculos sanos en las ratas obesas. Ademas, se observé una reduccion en la presencia de
quistes ovaricos en esta cepa, mientras que en las ratas normopeso se documenté un aumento
en la formacion de quistes. En las ratas obesas, también se redujo el numero de foliculos
atrésicos y se incrementd el total de foliculos. En contraste, en las ratas normopeso, el
tratamiento provoco una disminucion en los foliculos sanos y un aumento en los atrésicos,
indicando un posible efecto supresor sobre la funcién ovarica en animales normopeso.

3.4 Desarrollo folicular:

LEU mejoré el desarrollo folicular en ratas obesas, reflejado en un mayor niumero de foliculos en
desarrollo, asi como foliculos antrales y preovulatorios. No obstante, en las ratas normopeso, el
tratamiento con LEU redujo el desarrollo folicular en todas las categorias analizadas.

4. Utero:

Las ratas obesas presentaron un diametro uterino y un grosor endometrial menores en
comparacion con las normopeso. El tratamiento con LEU disminuyé tanto el grosor endometrial
como el diametro uterino en las ratas delgadas; sin embargo, en las ratas obesas solo se
evidencié una reduccion significativa del didmetro uterino (p<0.05), sin afectar de forma
significativa el grosor del endometrio.
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administracion subcutanea de 2.5 pg/rata de LEU durante 21 dias. Elaborado en BioRender por Natalia Martinez Garcia.
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DISCUSION

Los hallazgos de este estudio muestran que la administracion de acetato de leuprolide ejerce efectos
diferenciales sobre la funcion reproductiva segun el estado metabdlico del organismo. En el primer
experimento establecimos la dosis de 2.5 ug/rata de acetato de leuprolide administrada durante tres
dias como la mas efectiva en ratas Zucker obesas para favorecer el desarrollo folicular y la ovulacion,
lo que sugiere que la obesidad condiciona la sensibilidad del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada frente
a agonistas de GnRH. Este resultado adquiere relevancia porque contrasta con lo observado en
animales normopeso, donde dosis mas altas incrementaron la atresia folicular, lo que refuerza la
necesidad de considerar el contexto metabdlico en la definicion de esquemas terapéuticos.

Para el segundo experimento, donde el agonista se administré durante 21 dias, la seleccion de la
dosis de 2.5 ug/rata se baso en nuestros primeros resultados y ademas en estudios previos. Patel y
Shah (2018) demostraron que una dosis de 2.5 ug/rata de LEU en ratas con SOP inducido por
letrozol, con normo peso, pero bajo una dieta alta en grasas al 40% durante 105 dias, mejoraba la
funcién ovarica en ese modelo. Asimismo, Knudtson et al. (2017) reportaron un efecto estimulante
en la funcion ovarica tras administrar la misma dosis en un modelo de rata adolescente tratada con
quimioterapia. Por otro lado, Ozcelik et al. (2010) encontraron que el tratamiento con LEU a esta
misma dosis, administrado antes de la quimioterapia, ejercia un efecto beneficioso sobre el recuento
de foliculos ovaricos en ratas. En conjunto, estas evidencias respaldan la idea de que dosis
intermedias de agonistas de GnRH poseen un potencial terapéutico tanto en contextos de disfuncién
reproductiva inducida como en condiciones metabdlicamente adversas.

En este trabajo, el tratamiento prolongado (21 dias) con acetato de leuprolide (2.5 pg/rata) no indujo
cambios significativos en el peso corporal de las ratas Zucker obesas (OZDF) ni en las Long Evans
(LE). Este resultado era esperable, dado que la obesidad en el modelo Zucker se debe a una
mutacién en el receptor de leptina (LEPR), la cual ocasiona una resistencia severa a esta hormona
y altera de manera importante la regulacion central del equilibrio energético (Aleixandre y Miguel,
2008).

La leptina, producida por el tejido adiposo, es una hormona clave en la regulacion de la ingesta
caldrica y del gasto energético mediante su accion sobre el hipotalamo. En las ratas Zucker obesas,
la incapacidad del receptor LEPR para responder a la leptina genera un estado de hiperleptinemia
sin efecto regulador, que favorece la hiperfagia y reduce el gasto energético (Ahima y Flier, 2000).
Ademas, estas ratas presentan hiperplasia e hipertrofia de adipocitos, lo que contribuye a su fenotipo
obeso (Johnson et al., 1971).

En la edad adulta, el peso corporal de los animales homocigotos puede superar en un 60 % al de los
animales normopeso, evidenciando una alteraciébn severa en la regulacién del almacenamiento
lipidico y del metabolismo energético (Aleixandre y Miguel, 2008). También se ha descrito que la
resistencia a la leptina limita la flexibilidad metabdlica del organismo, dificultando su adaptacién a
cambios en la homeostasis energética (Aleixandre y Miguel, 2008). En este contexto, el agonista de
GnRH probablemente no ejerce un impacto directo sobre la regulacion del peso corporal, dado que
su principal mecanismo de accion se dirige al eje reproductivo. Tortoriello et al. (2004) demostraron
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que en ratones resistentes a leptina las alteraciones metabdlicas subyacentes predominan sobre los
efectos de tratamientos hormonales.

Finalmente, otros estudios han sefialado que para lograr una reduccion del peso corporal en modelos
como las ratas Zucker, se requieren tratamientos prolongados o combinaciones terapéuticas que
modulen de manera sostenida el metabolismo. Un ejemplo es el estudio de Bour et al. (2003), donde
la administracién intraperitoneal de octopamina (81 umol/kg), combinada con restriccion calérica
durante cuatro semanas, generé una reduccion del 19 % del peso corporal en ratas Zucker obesas,
lo que resalta la importancia de intervenciones multifactoriales para obtener efectos significativos en
este modelo.

El hecho de que no se observaran cambios en la longitud corporal entre grupos tratados y no tratados
indica que ni la obesidad de origen genético ni los tratamientos hormonales con LEU afectan
directamente el crecimiento esquelético en la etapa adulta. Este resultado concuerda con lo
reportado en otros modelos animales, donde se ha observado que las variaciones en la longitud
corporal son mas pronunciadas durante el desarrollo temprano y tienden a ser menos sensibles a
las intervenciones farmacoldgicas en fases posteriores (Wilson et al., 2007; Broughton y Moley,
2017).

En cuanto a los parametros metabdlicos, las ratas Zucker presentaron niveles séricos
significativamente mas elevados de glucosa, triglicéridos y colesterol en comparacién con las ratas
Long-Evans. El agonista no modificé las concentraciones de glucosa ni de triglicéridos; sin embargo,
los niveles de colesterol se redujeron de manera significativa en las ratas Zucker obesas. En
organismos normopeso, la homeostasis de la glucosa se mantiene gracias a una compleja red de
sefales hormonales y neuropéptidos que involucran al cerebro, el pancreas, el higado, el intestino,
el tejido adiposo y el musculo. Dentro de esta red, el pancreas tiene un papel central mediante la
secrecion de insulina y glucagon para regular los niveles de glucosa en sangre. Ante una disminucion
de estos niveles, el pancreas libera glucagoén, lo que estimula la glucogendlisis y la produccion
hepatica de glucosa (Rdder et al., 2016). Por el contrario, tras la ingesta de alimentos, la captacion
de glucosa por las células 3 pancreaticas a través de GLUT2 desencadena una cascada de eventos
que culmina en la secrecion de insulina, facilitando asi la captacion de glucosa en tejidos
dependientes de insulina y promoviendo la glucogénesis (Henquin, 2000; Roder et al., 2016). En
modelos de obesidad, como la rata Zucker, este mecanismo se encuentra alterado debido a una
resistencia severa a la insulina, lo que impacta negativamente la captacion y utilizacion de glucosa.
Estudios previos han evaluado el efecto del LEU sobre la homeostasis de la glucosa en modelos con
resistencia a la insulina. En ratas con SOP inducido por letrozol, la administracion de leuprolide no
mejord la sensibilidad a la insulina ni la homeostasis de la glucosa (Patel y Shah, 2018). En mujeres
con SOP, el tratamiento con LEU solo mejoré la sensibilidad a la insulina en casos de resistencia
leve, mientras que no produjo cambios en presencia de resistencia severa (Elkind-Hirsch, Valdes y
Malinak, 1993). En lo que respecta al metabolismo lipidico, en organismos con normopeso, este
proceso se encuentra estrictamente regulado, asegurando un equilibrio entre la absorcién, transporte
y utilizacion de los lipidos. En las ratas Zucker obesas, se ha documentado un perfil lipidico alterado
caracterizado por un aumento en los niveles de VLDL y HDL, pero sin elevacion del colesterol LDL,
estas alteraciones reflejan una disfuncion metabdlica con similitudes al sindrome metabdlico humano
(Aleixandre y Miguel, 2008). En este estudio, la administracién de leuprolide durante 21 dias resulté
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en una disminucion significativa de los niveles de colesterol total en sangre en ratas Zucker obesas.
Estudios previos han reportado que la administracion de LEU en ratas con SOP inducido por letrozol
permitié restaurar el perfil lipidico, reduciendo significativamente los niveles de colesterol total y
triglicéridos en comparacion con el grupo control (Patel y Shah, 2018). La disminucién significativa
de los niveles seéricos de colesterol total observada en ratas Zucker obesas en este trabajo
experimental puede explicarse por un aumento en la demanda de colesterol como precursor esencial
para la sintesis de hormonas esteroideas. Este efecto podria estar mediado por la activacion del eje
hipotalamo-hipéfisis-génada inducida por el agonista de GnRH, el cual estimula la secrecion de LH
y FSH, favoreciendo asi la reactivacion de la esteroidogénesis ovarica. Aunque en este estudio no
se midieron directamente las concentraciones de hormonas esteroideas, la evidencia sugiere que la
disminucién del colesterol sérico podria reflejar una mayor captacion y utilizacion de este lipido por
parte del ovario en respuesta a la estimulacion hormonal inducida por leuprolide y que llevo a una
mejora en los parametros reproductivos como se discute en los siguientes parrafos.

En cuanto al peso relativo de los érganos, las ratas Zucker obesas presentaron valores inferiores en
comparacion con las ratas Long-Evans. Este hallazgo es consistente con estudios previos que han
asociado la obesidad con una reduccion en el tamafio relativo de los érganos, atribuida a un entorno
proinflamatorio cronico y a alteraciones en la regulacion hormonal (Silvestris et al., 2018). Marin
Bivens y Olster (1997) sugieren que esta disminucion podria deberse a una menor vascularizacion
tisular, como consecuencia de la resistencia a la insulina y del desequilibrio en la secrecion hormonal
caracteristico del estado metabdlico obeso. Trabajos futuros son necesarios para entender mejor
este fendmeno.

Respecto a los parametros reproductivos, los resultados del presente estudio evidenciaron multiples
alteraciones en las ratas Zucker obesas, entre las que destacan una menor masa ovarica,
alteraciones en la dinamica del ciclo estral, una reduccién en la ovulacion y una mayor presencia de
foliculos atrésicos y estructuras quisticas. No obstante, la administracion de LEU durante 21 dias
indujo una respuesta favorable en estas ratas, lo que contribuy6 a restaurar parcialmente la funcién
reproductiva en este modelo de obesidad. En primer lugar, se observé un aumento significativo en
el peso relativo de la hipdfisis en las ratas obesas tratadas con LEU, este hallazgo sugiere una
activacion sostenida del receptor de GnRH (GnRHR), acoplado a proteinas G, que puede
desencadenar cascadas de sefalizacion intracelular como las vias MAPK, particularmente ERK y
JNK (Kraus, Naor y Seger, 2001). En células gonadotropas, esta activacion implica a proteinas como
PKC, c-Src y Ras, promoviendo la expresion de factores de transcripciéon como c-Fos y c-Jun,
esenciales para el crecimiento celular.

Respecto al ciclo estral, las ratas obesas mostraron ciclos prolongados e irregulares, con predominio
de la fase de diestro y reduccién de fases proliferativas como proestro y estro, reflejo de una
disfuncion en la sefalizacion ciclica del eje hipotalamo-hipdfisis-génada. Tras el tratamiento con
LEU, se document6 una mejoria en la ciclicidad, con mayor frecuencia de fases proliferativas, lo que
sugiere una reactivacion funcional del eje (Tortoriello et al., 2004; Brann et al., 2002). En contraste,
en ratas normopeso, LEU provocd una inhibicion del ciclo, probablemente por desensibilizacion
hipofisaria, como se ha observado en humanos bajo tratamiento crénico con agonistas de GnRH
(Practice Committee of ASRM, 2021). La restauracion parcial de la ciclicidad observada en ratas
obesas tratadas con LEU puede estar relacionada con una reactivacion de la sefalizacion del eje
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hipotalamo-hipéfisis-génada inducida por el agonista de GnRH. Se ha propuesto que el LEU puede
revertir la atrofia ovarica al modular la secrecion de LH y FSH, permitiendo una mejor sincronizacién
del ciclo estral y una mayor actividad esteroidogénica (Centeno, 2016). Por otro lado, en mujeres
normometabdlicas, el uso continuo de LEU provoca supresion hipofisaria y detencion del ciclo
ovarico, efecto deseado en contextos como endometriosis o preparacién para técnicas de
reproduccion asistida (Practice Committee of ASRM, 2021).

En cuanto a la funcion ovarica, las ratas Zucker obesas presentaron una reduccion del peso de los
ovarios en comparacion con las ratas normopeso. Tras el tratamiento con LEU se observé una
recuperacion parcial de la masa ovarica en ratas obesas, probablemente mediada por la activacion
de GnRHR ovaricos y por vias intracelulares como MAPK y calcineurina-NFAT (Pratap et al., 2017,
Scotti et al., 2011). Este efecto coincide con estudios previos donde el LEU mejoro la arquitectura
ovarica en modelos de sindrome de ovario poliquistico (SOP) o estrés oxidativo (Patel y Shah, 2018;
Torres et al., 2005).

La administracion de LEU también promovié una mejora significativa en la capacidad ovulatoria de
las ratas obesas, reflejada en el aumento del numero de cuerpos luteos. Este hallazgo es coherente
con los efectos de estimulacion inicial de las gonadotropinas antes de la desensibilizacién hipofisaria,
descritos tanto en modelos animales como humanos (Patel y Shah, 2018; Elkind-Hirsch et al., 1993).
En ratas normopeso, sin embargo, LEU redujo la ovulacién, lo que refuerza la necesidad de
considerar el estado metabdlico al definir esquemas terapéuticos. Este hallazgo concuerda con
estudios como el de Patel y Shah (2018), quienes observaron un aumento en el nimero de cuerpos
luteos tras la administracion de LEU en ratas con sindrome de ovario poliquistico inducido por
letrozol. Del mismo modo, Ozcelik et al. (2014) demostraron que la administracién prolongada de
LEU puede inducir ovulacion y regular la funcién ovarica. La presencia de estructuras quisticas fue
mas frecuente en las ratas obesas y se redujo tras el tratamiento con LEU, mientras que en las ratas
normopeso se observd un aumento en dichas formaciones. Este hallazgo es coherente con la
literatura, que indica que la administracion prolongada de agonistas de GnRH puede inducir un
estado hipogonadotrépico sostenido al desensibilizar los receptores hipofisarios, lo que disminuye la
secrecion de LH y FSH. Esta supresion hormonal puede impedir la maduracién folicular y la
ovulacion, generando la acumulacion de foliculos no ovulados con potencial de convertirse en quistes
(Scotti et al., 2011; Serrano-Mujica et al., 2017).

En relacion con la poblacion folicular, las ratas obesas presentaron una reduccion significativa de
foliculos en desarrollo y foliculos totales y un incremento de foliculos atrésicos, lo cual se ha atribuido
a estrés oxidativo, inflamacién crénica y alteraciones en la sefializacién de gonadotropinas (Serrano
Muijica et al., 2017). El tratamiento con LEU en este grupo promovié un aumento en los foliculos en
desarrollo, foliculos totales y una reduccién en la atresia folicular, este efecto coincide con lo
reportado por Patel y Shah (2018), quienes encontraron que el tratamiento con leuprolide en ratas
con SOP promovié el crecimiento folicular y redujo la apoptosis en células de la granulosa.

Los resultados histologicos en utero muestran que las ratas Zucker obesas presentaron un diametro
uterino y un grosor endometrial significativamente menores en comparacion con las ratas Long
Evans. Esta disminucién podria deberse a la disfuncidon endocrina caracteristica de la obesidad,
como la hiperinsulinemia, la resistencia a la leptina y la alteracion del eje hipotalamo-hipéfisis
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goénada, que afectan negativamente la esteroidogénesis y reducen la estimulacion estrogénica. Tras
la administracién de LEU, se observé una reduccién significativa del diametro uterino y del grosor
endometrial en ratas obesas y normopeso. Este efecto fue mas evidente en las ratas normopeso,
donde la disminucion fue estadisticamente significativa respecto al grupo control. En el caso de las
ratas obesas, aunque la tendencia fue similar, la reduccion del grosor endometrial no alcanzo
significancia estadistica tras el tratamiento prolongado. Estos hallazgos coinciden con lo reportado
por Tesone et al. (2008), quienes demostraron que el acetato de leuprolide, administrado en
concentraciones de 1 a 100 ng/ml durante 24 horas en cultivos primarios de células epiteliales
endometriales humanas, ejerce un efecto atrofiante sobre el endometrio. Este efecto se explica por
la supresion hipofisaria de gonadotropinas y la consecuente disminucion de estrégenos circulantes,
pero también por mecanismos directos sobre el tejido endometrial. En este contexto, estudios como
los de Borroni et al. (2000) y Tesone et al. (2008) han documentado que el LEU induce apoptosis
endometrial a través de la regulacion de proteinas pro apoptoticas (Bax, FasL) e inhibicion de anti-
apoptéticas (Bcl-2), lo cual contribuye a la regresion del tejido.

A nivel molecular, también se ha observado una reduccion en la expresion de factores angiogénicos
como VEGF-A e IL-1B, que limita la proliferacion y vascularizacion endometrial (Tesone et al. 2008).
El efecto del LEU sobre el utero se ha aprovechado clinicamente en el tratamiento de condiciones
como miomatosis y endometriosis, donde se busca una atrofia funcional del endometrio (Emons y
Schally, 1994; Khan et al., 2010). Estos efectos no solo derivan de la supresion hormonal central,
sino también de acciones locales sobre el tejido uterino. Se ha identificado la expresion de receptores
de GnRH en el utero, lo que permite una respuesta directa al agonista mediante vias autocrinas y
paracrinas (Cheng y Leung, 2000; Meresman et al., 2008). Khan et al. (2010), mostraron que los
agonistas de GnRH reducen el volumen uterino total y el grosor endometrial como parte de su accion
terapéutica, por lo que es claro que leuprolide tiene una acciéon dual, tanto central como periférica, lo
que permite explicar la reduccion progresiva del diametro y grosor uterino observada en ambos
grupos experimentales. Sin embargo, la menor magnitud de respuesta en las ratas obesas sugiere
una posible resistencia tisular o una alteracion en la expresion local de GnRHR en el utero bajo
condiciones metabdlicas.

En conjunto, los resultados del presente estudio sugieren una posible utilidad terapéutica del LEU
para restaurar la funcién reproductiva en contextos de obesidad severa, posicionandolo como un
candidato experimental de interés en el estudio de la infertilidad asociada a alteraciones metabdlicas.
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CONCLUSION

A través de una curva de concentracion-respuesta, se determiné que la dosis éptima de 2.5 ug/rata
permitid preservar la poblacion folicular y estimular la ovulacién sin inducir efectos adversos sobre el
metabolismo, estableciendo asi su utilidad como herramienta experimental en contextos de
disfuncion reproductiva asociada a obesidad.

Durante el tratamiento prolongado de 21 dias con LEU, se observaron mejoras notables en la
dinamica folicular, la ciclicidad estral y la ovulacion, junto con una recuperacion parcial del peso
ovarico.

En términos metabdlicos, si bien la administracion de LEU por tres dias no produjo cambios
significativos en glucosa ni lipidos, su uso durante 21 dias redujo de manera significativa los niveles
de colesterol total en las ratas obesas.

En el Utero, los resultados histolégicos revelaron una disminucion significativa del diametro uterino y
del grosor endometrial en ambos esquemas de tratamiento con LEU en ratas delgadas. En las ratas
obesas, aunque se observd una tendencia a la reduccion del grosor endometrial, esta no fue
estadisticamente significativa tras el tratamiento prolongado, lo que podria reflejar una resistencia
tisular al efecto del LEU.

En conjunto, estos hallazgos respaldan la hipétesis de que el acetato de leuprolide estimula la funciéon
ovarica y modula el espesor endometrial en organismos con disfuncién metabdlica

PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Futuros estudios deberan enfocarse en caracterizar los mecanismos moleculares especificos
mediante los cuales el LEU ejerce sus efectos sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-gbnada en
condiciones de obesidad. Sera fundamental evaluar la calidad de los ovocitos a través de estudios
de morfologia, asi como analizar la capacidad de lograr prefiez en modelos experimentales, lo que
permitira determinar el impacto funcional del tratamiento sobre la fertilidad. Ademas, se recomienda
investigar la expresion de marcadores de proliferacion celular ovarica y de apoptosis, a fin de
comprender en mayor profundidad los procesos celulares subyacentes al remodelado ovarico
inducido por LEU. Finalmente, el disefio de estudios preclinicos y clinicos contribuira a validar la
eficacia y seguridad del tratamiento en mujeres con trastornos reproductivos vinculados a obesidad.
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