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RESUMEN

La obesidad es una epidemia global que no solo compromete la salud general, sino que
también impone desafios significativos en la reproduccion, particularmente en mujeres.
Su impacto abarca diversos aspectos de la salud reproductiva, incluyendo alteraciones
en la funcion ovarica y menstrual, pero es a nivel uterino donde sus efectos podrian tener
repercusiones mas profundas y menos entendidas. Este estudio explora cémo la
obesidad altera la histologia uterina, utilizando como modelo la rata Zucker obesa, un
modelo bien establecido para estudiar la obesidad y sus implicaciones. Las ratas Zucker
obesas presentaron una disminucion significativa en el perimetro, diametro y grosor tanto
del miometrio como del endometrio. Estos cambios estructurales sugieren una alteracion
profunda en la arquitectura uterina, que podria traducirse en una capacidad reducida
para soportar el embarazo. La disminucibn en el grosor del endometrio es
particularmente critica, ya que este revestimiento juega un papel crucial en la
implantacion del évulo y en el soporte del embridén en las primeras etapas del embarazo.
Estos hallazgos destacan cémo la obesidad puede comprometer la integridad estructural
y funcional del Gtero, planteando serias preocupaciones sobre su efecto en la fertilidad.
Debido al incremento de la obesidad a nivel global, la necesidad de abordar sus
implicaciones en la salud reproductiva nunca ha sido mas urgente, y este trabajo

representa un paso significativo en esa direccion.



INTRODUCCION

La reproduccion es un evento esencial para garantizar la continuidad de una
especie. El sistema reproductivo femenino se compone de ovarios y oviductos, utero,
cérvix, vagina y los genitales externos. Los ovarios desempefian un papel central al
encargarse de la producir gametos y hormonas sexuales (Ovalle y Nahirney, 2021).
Mientras que el Utero desempefia un papel fundamental en el sistema reproductivo
femenino, actuando como el principal 6rgano para el desarrollo embrionario
proporcionando el entorno adecuado para que el embrion se implante y crezca, gracias
a su revestimiento rico en nutrientes. Durante el embarazo, el Gtero se expande,

protegiendo y nutriendo al feto hasta el momento del parto.

MARCO TEORICO

Utero

El Utero es un 6rgano muscular hueco localizado en la cavidad abdominal. Este
se divide en: cuello o cérvix, cuerpo y cuernos uterinos (Ungerfeld, 2020). El utero es el
sitio donde se lleva a cabo la implantacién del embridn, la placentacion y la gestacion
(Cordeiro da Silva, 2020; Machado et al., 2022).
La morfologia del Gtero varia considerablemente entre las diferentes especies, reflejando
una adaptacion evolutiva especifica a las necesidades reproductivas y al estilo de vida
de cada una. Esta variabilidad se clasifica en tres tipos principales: duplex, bicérneo y

simple (Matamoros Pinel y Salinas Pérez, 2017; Treuting et al., 2018).

1. Utero Duplex: Este tipo de Utero consta de dos cavidades uterinas separadas. Esta
morfologia es comun en especies con multiples embriones, como los roedores y
algunos marsupiales (Machado et al., 2022), permitiendo un desarrollo simultaneo
de multiples productos en cavidades separadas, o que minimiza la competencia

intrauterina y maximiza las posibilidades de supervivencia de la progenie.

2. Utero Bicérneo: En este caso, el Utero presenta dos cavidades uterinas
prominentes, parcialmente fusionadas que se unen al cuerpo del Utero y se conecta

con la vagina. Esta estructura es tipica de algunos mamiferos como: caninos,



felinos y rumiantes (Machado et al., 2022). Esta adaptada para albergar a mas de
un producto, proporcionando espacio suficiente para el desarrollo de cada uno,
aunque con un mayor grado de union que en el Gtero duplex.

3. Utero Simple: Este tipo de Utero se caracteriza por presentar una amplia cavidad
uterina. Esta morfologia es caracteristica de mujeres y primates no humanos
(Machado et al., 2022). La morfologia simple facilita la gestacién de un Unico
producto, permitiendo un desarrollo extenso y cuidadoso del mismo. Este tipo de

Utero aseguran que el producto reciba una éptima nutricién y proteccion.

Capas uterinas
En cuanto a su estructura interna, el Utero se compone de tres capas

fundamentales: perimetrio, miometrio y endometrio (Gartner, 2021) (Figura 1).

Figura 1. Micrografia Optica del corte transversal del cuerno uterino de la rata adulta, con un
aumento de 100x. La micrografia muestra las capas uterinas (perimetrio, miometrio y
perimetrio). Ademas, se observan otros componentes como: las glandulas endometriales,
vasos sanguineos y células epiteliales que revisten la capa endometrial.



Perimetrio

El perimetrio es la capa més externa y delgada y se continua con el ligamento ancho
(Matamoros Pinel y Salinas Pérez, 2017) y se conforma principalmente por tejido conjuntivo
(Gartner, 2021).

Miometrio

El miometrio es la capa intermedia y mas gruesa del 6rgano, esta conformada por tres
capas de musculo liso separados por tejido conjuntivo. EI musculo liso longitudinal
constituye las capas interna y externa, mientras tanto la capa media esta constituida por

musculo liso dispuesto circularmente y se encuentra altamente vascularizada.

Debido a que alberga las arterias arqueadas, se denomina estrato vascular (Gartner,
2020). El miometrio presenta receptores de estrégenos y progesterona ampliamente

diseminados (Matamoros Pinel y Salinas Pérez, 2017).

El tamafio y nUmero de células del mdsculo miometrial estan relacionados con los niveles
de estrégenos. Las células musculares son mas grandes y numerosas durante el
embarazo, cuando los niveles de estrogeno son mas elevados; y son mas pequefias al
final de la menstruacion, cuando los niveles de estrégenos son mas bajos (Gartner,
2020). Cuando el estrégeno esta ausente, el musculo miometrial se atrofia y algunas

células mueren por apoptosis (Gartner, 2020).

Endometrio

El endometrio es una mucosa que reviste al utero. Esta capa la forman un epitelio
cilindrico simple, compuesto por células cilindricas secretoras no ciliadas y células
ciliadas y una lamina propia que aloja glandulas tubulares ramificadas simples que llegan
al miometrio. Las células secretoras de las glandulas no tienen cilios (Gartner, 2021). El
endometrio esta formado por dos capas, la funcional y la basal.



Capa funcional: es una capa superficial gruesa cuyo espesor varia de 1 a 7 mm
dependiendo de la fase del ciclo menstrual, esta capa es la que se desprende en la
menstruacion. La capa funcional esta altamente vascularizada por numerosas arterias
helicoidales dispuestas en espiral. Las arterias helicoidales se originan de las arterias
arqueadas del estrato vascular de la capa media del miometrio. Las arterias helicoidales
aportan una rica red capilar que irriga las glandulas y el tejido conjuntivo de la capa
funcional (Gartner, 2021). A diferencia de los animales domésticos como en el caso de

los roedores este no se desprende (Matamoros Pinel y Salinas Pérez, 2017).

Capa basal: esta es la capa mas profunda del endometrio, es mucho mas estrecha y
posee un 1 mm de espesor, esta capa no se desprende durante la menstruacién. Las
glandulas y los elementos del tejido conjuntivo de la capa basal proliferan y asi se

regenera la capa funcional durante cada ciclo menstrual (Gartner, 2021).
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Figura 2: Diagrama del endometrio uterino. El endometrio se caracteriza por presentar dos
capas. La capa basal y funcional. En esta imagen se pueden observar los componentes de la
capa funcional, como arterias que se van a encargar de irrigar el endometrio y glandulas
tubulares uterinas. También se observa la capa basal, que regenerara la capa funcional
cuando esta se desprenda (Tomado de Gartner, 2021).



Cambios uterinos a lo largo del ciclo reproductivo

El ciclo sexual o ciclo estral se define como el intervalo de tiempo existente desde el
comienzo de un periodo de celo hasta el comienzo del siguiente, los ciclos se repiten
sucesivamente en el animal no prefiado durante todo el afio (Caravaca Rodriguez et al.,
2005).

El ciclo estral se divide en dos fases, una fase folicular o estrogénica y una fase luteina.
La fase folicular cuenta de dos fases: Proestro y Estro; y la fase luteinica se divide en

otras dos: Metaestro y Diestro (Caravaca Rodriguez et al., 2005).

_ Duracion (horas)
Fase del ciclo estral z
Rata Raton
e folicu Proestro 14 <24
ase folicular Estro 24-28 12-48
s lutein Metaestro 6-8 8-24
ase luteinica Diestro 48-72 48-72

Tabla 1. Duracion de las fases del ciclo estral en ratas y ratones (Tomado y
modificado de Ajayi y Akhigbe, 2020).

Proestro

En la rata, el proestro anuncia el proéximo celo y esta caracterizada por la accién de la
hormona foliculo estimulante (FSH) que actta sobre el crecimiento y maduracion de los
foliculos ovaricos, conforme los foliculos van creciendo se producen mas estrogenos
(Figura 3) (Caravaca Rodriguez et al., 2005). El incremento de estrogenos sensibiliza el
sistema nervioso central de tal manera que la hipoéfisis secrete hormona luteinizante (LH)

gue actuara durante el proceso de ovulacion (Caravaca Rodriguez et al., 2005).
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Figura 3: Tomado y modificado de Treuting y colaboradores (2018).

Histolégicamente el proestro en el Gtero se distingue por una pronunciada vasculatura
endometrial (hiperémico). Durante esta etapa, el revestimiento endometrial uterino
progresa hasta formar un epitelio alto cuboideo a columnar. La presencia de mitosis es
frecuente en las células epiteliales de las glandulas y del epitelio de revestimiento; sin
embargo, la degeneracién es muy evidente al final del proestro o al inicio del estro y hay
poca infiltracién de leucocitos. La duracién de esta fase en ratas es de 14 horas

(Tabla 1).

Estro

Durante el estro la hembra presenta un cambio de comportamiento para atraer al macho.
En los roedores, como las ratas los cambios de conducta comprenden la vibracién de las
orejas, la lordosis o el arqueo del lomo como respuesta de la préxima accién al macho
(Ruiz Durd, 1988), como consecuencia de la alta concentracion de estrégenos

circulantes.

Los estrogenos van a incidir en el hipotalamo- hipofisis para una mayor liberacion de
hormona luteinizante (LH). Estos pulsos de LH completan la maduracion del foliculo
hasta que se observa una descarga preovulatoria de LH de gran concentracion y corta

duracion, que provoca la ovulacién (Caravaca Rodriguez et al., 2005).



A nivel uterino, el Gtero sufre un aumento progresivo de tamafo y se distienden debido
a la acumulacion de un liquido en su interior (liquido luminal) gran parte de este liquido
se pierde antes de la ovulacion (Ruiz Dura, 1988). Esta fase se caracteriza por la
dilatacion luminal y la degeneracién/necrosis celular de las glandulas, seguido del epitelio
de revestimiento. Se acompafa de perdida de la actividad mitética e infiltracion de

leucocitos.

Metaestro

Esta fase corresponde al crecimiento del cuerpo Iuteo, debido a la accion del pico de LH
y la prolactina (PRL) (Ruiz Durd, 1988). Consecuentemente en esta fase aumenta la
secrecion de progesterona, convirtiendo al ovario en una glandula temporal (Caravaca
Rodriguez et al., 2005).

A nivel uterino durante el metaestro, el epitelio endometrial muestra una degeneracion
continua de las células epiteliales, pero también un marcado retorno a la actividad

mit6tica. También hay una infiltracion leucocitaria variable (Westwood, 2008) .

Diestro

El diestro representa la fase mas larga del ciclo y se corresponde a un periodo de
inactividad sexual. Esta fase se desarrolla desde la madurez del cuerpo Iuteo hasta su
lisis. Hay una gran produccion de progesterona, mantenida por el flujo de la LH. La
progesterona por retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo impide la liberacion de
GnRH, ocurriendo el bloqueo de la secrecion de FSH y LH y por ende la maduracion de
los foliculos (Figura 3)(Caravaca Rodriguez et al., 2005).

Al comienzo del diestro, los cuernos uterinos se observan pequefos y levemente
contraidos (Ruiz Durda, 1988), ademas carecen de vasculatura y generalmente muestran
una luz en forma de hendidura. El revestimiento uterino estd conformado por un epitelio
cuboideo o columnar bajo que muestra ocasionalmente células degeneradas. Hay pocas

mitosis al inicio de la etapa y las glandulas estan inactivas, que se van activando durante



la progresion de la fase (Westwood, 2008). Comprender los cambios uterinos a lo largo
del ciclo reproductivo es esencial para abordar los desafios relacionados con la fertilidad
como en el caso de la obesidad.

OBESIDAD Y LA SALUD REPRODUCTIVA EN LAS MUJERES

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como una acumulacién
excesiva del tejido adiposo que representa un riesgo para la salud (World Health
Organization, 2022). La OMS recomienda el uso del indice de Masa Corporal (IMC) para
clasificar el sobrepeso y la obesidad en adultos, este se calcula dividiendo el peso en
kilogramos entre la altura en metros cuadrados (kg/m?). Los individuos adultos que tienen
sobrepeso presentan un IMC igual o superior a 25 kg/m2y obesidad aquellos con un IMC

igual o superior a 30 kg/m2 (World Health Organization, 2022).

Esta condicién tiende a ser mayor en paises de Europa y América del Norte (World Health
Organization, 2022). De acuerdo con los datos recopilados por Abarca-Gémez et al.,
2017) y El Observatorio Global de la Salud (The Global Health Observatory, 2024)

revelan un notable incremento a nivel mundial en la prevalencia de esta condicién.

La obesidad es un proceso complejo que involucra diversos factores, sin embargo, su
desarrollo se debe principalmente a un desequilibrio entre la ingesta elevada de
alimentos de alto contenido caldrico y el gasto energético (World Health Organization,
2021; Gadde et al., 2018). Como se ha documentado ampliamente, la obesidad es una
condicion que desencadena multiples enfermedades no transmitibles (ENT), incluyendo

consecuencias en el ambito reproductivo (World Health Organization, 2021, 2022).

Existen gran diversidad de factores que afectan negativamente en la fertilidad femenina
abarcando desde infecciones tubaricas, endometriosis, factores cervicales y uterinos,
hasta elementos del estilo de vida como el estrés, drogas, la dieta y el peso corporal
(Silvestris et al., 2018). Entre estos factores, la obesidad destaca como condicidon que

altera los perfiles hormonales como el de la insulina y adipocinas, perjudicando la
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fertilidad femenina (Silvestris et al., 2018). La obesidad se ha vuelto un problema comun
en mujeres en edad reproductiva, eleva tres veces el riesgo de infertilidad en

comparacién con mujeres delgadas (Medenica et al., 2022; Rich-Edwards et al., 1994).

Mujeres adultas mexicanas con obesidad y sobrepeso

Datos publicados recientemente en el Informe de la Encuesta Nacional De Salud y
Nutricién 2021 Sobre Covid-19 (ENSANUT), muestran que la prevalencia de sobrepeso

y obesidad es de 75.0% en mujeres y 69.6% en hombres mayores de 20 afios en el 2021.

La prevalencia de obesidad (Tipo I, Tipo Il y Tipo Ill) en mujeres mexicanas es mayor
(41.1%) a diferencia de los hombres (31.8%), mientras que la tasa de sobrepeso en
hombres (37.8%) es mayor a comparacion de las mujeres (33.9%)(Shamah-Levy et al.,
2022)(Figura 4).

Este analisis también ha permitido comparar la prevalencia de obesidad y sobrepeso
entre los aflos 2012 y 2021 en ambos sexos, proporcionando un panorama mas completo

de la evolucion de este problema de salud publica en México (Figura 4).
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Figura 4. Comparacion de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en hombres y mujeres

de 20 afios 0 mas de edad en 2012 y 2021. Tomado y modificado de (Shamah-Levy et
al., 2022).
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Relacion de la obesidad en la salud reproductiva femenina

La obesidad puede ejercer efectos adversos en el eje Hipotalamo- Hipdfisis- Gonada
(HHG) en mujeres en edad reproductiva. Estos efectos se manifiestan a través de ciclos
menstruales irregulares, trastornos ovulatorios, disminucion de la calidad de los ovocitos,
aumento de padecer cancer de endometrio, infertilidad y sindrome de ovario poliquistico
(SOP) (Medenica et al., 2022).

La repercusion se extiende a la receptividad endometrial durante la implantacion (Bellver
et al., 2021), afectando las tasas de éxito en este proceso (Bellver et al., 2013; Rich-
Edwards et al., 1994). Estudios también sugieren que las mujeres obesas presentan una
mayor tasa de abortos espontaneos y un periodo de tiempo hasta la concepcién mas
prolongado a comparacién con las mujeres con peso normal (Wise et al., 2010). Ademas,
las mujeres obesas también experimentan tasas de embarazo mas bajas (Gesink Law et
al., 2007; Medenica et al., 2023).

Obesidad y Alteracion Endometrial

Otros estudios (Bellver et al., 2013, 2021; Provost et al., 2016) sefialan que las receptoras
obesas a donacion de 6vulos muestran una reduccion en las tasas de implantacion,
embarazo y nacidos vivos, lo cual, los ha llevado a concluir que la obesidad afecta
directamente sobre la receptividad endometrial.

El Andlisis de Receptividad Endometrial (ERA), es una prueba transcriptomica que sirve
para determinar la ventana de implantacion a nivel individuo, los resultados de esta
prueba permiten realizar una transferencia embrionaria personalizada, 1o que sirvié a
Bellver et al. (2021) y Comstock et al. (2015) para determinar que existe una mayor

probabilidad de presentar un endometrio no receptivo en mujeres obesas.

LA CEPA ZUCKER DIABETIC FATTY COMO MODELO DE OBESIDAD

Durante décadas, el uso de modelos animales se ha llevado a cabo con el fin de

comprender los mecanismos fisiopatoldgicos (Mittwede et al., 2016) de diversas
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enfermedades y para el desarrollo de terapias o tratamientos (Doulberis et al., 2020). La
utilizacion de modelos animales en la investigacién cientifica ha sido extensamente
documentada, abarcando desde organismos invertebrados, hasta vertebrados
(Doulberis et al., 2020).

Entre los vertebrados mas destacados se encuentran los roedores, especificamente
ratones y ratas. Estos animales son considerados modelos animales ideales para la
investigacion debido a su tamafio corporal y su capacidad de rapida reproduccion,
permitiendo su crianza de manera economica y eficiente (Doulberis et al., 2020).
Ademas, comparten numerosas similitudes anatémicas, fisiolégicas y genéticas con los
humanos (Bryda, 2013; Doulberis et al., 2020), convirtiéndolos en herramientas cruciales
para investigar enfermedades.

Se han empleado diferentes modelos animales para estudiar la respuesta del organismo
obeso a diferentes manifestaciones de la enfermedad, entre ellos esta la cepa Zucker
Diabetic Fatty. Esta cepa fue descrita por primera vez por Lois Zucker y Theodore Zucker
en 1961 como resultado del cruce entre la cepa Merck y Sherman (Zucker y Zucker, 1961).
Esta se caracteriza por presentar una mutacion (lida et al., 1996) de caracter autosémico
recesivo en el receptor de la leptina (lepr) que en homocigosis determina el fenotipo
obeso (Chua Jr et al., 1996). Esta caracteristica se manifiesta notablemente en la tercera
semana de vida (Zucker y Zucker, 1961), a diferencia de los organismos heterocigotos y

homocigotos dominantes presentan un fenotipo delgado.

En consecuencia, de la mutacion en el receptor de la leptina, las ratas Zucker obesas
muestran grandes cantidades de leptina (Aleixandre y Miguel, 2008; Hardie et al., 1996; Pic6
et al., 2002), hiperfagia, hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, hiperinsulinemia,
resistencia a la insulina (Stern et al., 1972) e hipercolesterolemia (Aleixandre y Miguel,
2008; Zucker y Zucker, 1961).
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De la misma manera, estas ratas muestran alteraciones reproductivas como la presencia
de un Utero poco desarrollado y de tamafio reducido, esterilidad (Zucker y Zucker, 1961),
menor frecuencia de lordosis (Chelich y Edmonds, 1981), pubertad y apertura vaginal
retrasada, ciclos estrales prolongados (7 a 8 dias de duracion)(Aguilar Benitez de Lugo y
Pinilla Jurado, 2006; Saiddudin et al., 1973) con aumento en la fase de diestro (Bivens y
Olster, 1997; Keen-Rhinehart et al., 2004).

JUSTIFICACION

La obesidad es una condicion de salud global que afecta a millones de personas y se
asocia con numerosas complicaciones médicas, incluidas enfermedades cardiacas,
diabetes y ciertos tipos de cancer. Sin embargo, su impacto en la salud reproductiva
femenina, particularmente en la estructura y funcion del Utero, es un area que requiere
una investigacion mas profunda y detallada.

Con el aumento de las tasas de obesidad a nivel mundial, comprender cémo esta
condicién afecta especificamente la salud reproductiva de las mujeres se vuelve cada
vez mas importante. Esto es especialmente relevante en sociedades como la nuestra
donde la obesidad es un problema de salud publica significativo. Ademas, la obesidad
puede afectar la calidad del endometrio, lo que a su vez puede influir en la implantacién
del embridn y el éxito del embarazo.

Con el fin de contribuir con informacion sobre los efectos de la obesidad sobre el utero
utilizaremos a la rata Zucker Diabetic Fatty que se destaca como un modelo excepcional
gracias a su predisposicion genética a la obesidad y las similitudes en las alteraciones
endocrinas como reproductivas que se manifiestan en el sindrome metabdlico humano.
El estudio se centra en caracterizar la estructura uterina en organismos con obesidad a

los 90 dias de edad durante el diestro.
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HIPOTESIS
Si la obesidad se asocia con alteraciones reproductivas a nivel del utero, entonces el
analisis histoldgico del Gtero de la rata obesa Zucker resultara en decremento del peso

uterino y en la morfologia histolégica del mismo.

OBJETIVO GENERAL
Analizar la morfologia uterina en ratas hembra intactas del fenotipo obeso y

delgado de la cepa Zucker Diabetic Fatty en fase de diestro.

Objetivos Especificos

e Comparar el diametro de la zona proximal, medial y distal de los Uteros de ratas
del fenotipo obeso y delgado

e Calcular el area miometrial y endometrial de la zona proximal, medial y distal
de los uteros de ratas del fenotipo obeso y delgado

e Calcular el grosor del miometrio y endometrio de la zona proximal, medial y
distal de los Uteros de ratas del fenotipo obeso y delgado

e Cuantificar el nimero de glandulas presentes en el epitelio luminal de las zonas:
proximal, medial y distal del Utero de ratas del fenotipo obeso y delgado de la

cepa Zucker Diabetic Fatty

MATERIAL Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (Ochoa, 2001).

Se aplicaron todos los esfuerzos encaminados a minimizar el sufrimiento y la cantidad
de animales a utilizar en el proyecto, asi como los criterios de manejo, anestesia y
eutanasia aprobados por el comité para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(CICUAL) de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP), el proyecto fue
avalado por el CICUAL bajo el protocolo niumero: VIEP/0537/2022 y financiado con el
proyecto numero 100274222-VIEP2023.
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Para llevar a cabo este estudio, se adquirieron ratas hembra de la cepa Zucker Diabetic
Fatty, la cual presenta dos fenotipos bien diferenciados: obeso y delgado. Se
seleccionaron cuatro hembras por grupo, estos animales fueron proporcionados por el
bioterio "Claude Bernard" de la BUAP.

Las ratas fueron alojadas en jaulas con tres individuos cada una, en condiciones
ambientales controladas de ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, humedad relativa de
55% + 5%, temperatura ambiental de 22 £ 2 -C y alimentadas ad libitum.

En este estudio, denominaremos al conjunto de ratas Zucker Diabetic Fatty con fenotipo
obeso como el grupo "Obesas", mientras que aquellas con fenotipo delgado de la misma

cepa seran identificadas como el grupo "Delgadas".

Procedimiento de la autopsia y obtencion de 6rganos

Las hembras fueron pesadas y sacrificadas a los 90 dias de edad en fase de diestro del
ciclo estral empleando una sobredosis de pentobarbital 63ml/mL (0.40 ml/100g de peso
corporal) entre las 11:00 y 12:00 horas del dia. Durante la autopsia, los uteros fueron
extraidos, pesados y embebidos en solucion Bouin durante un periodo de 24
horas. Posteriormente, los Uteros se deshidrataron en grados ascendentes de etanol,

fueron clareados en cloroformo e incluidos en parafina histologica (Figura 5).



16

e —
\
Solucion de Bouin Alcohol 70% Alcohol 96% Alcohol 96% Alcohol 100%
12-24h 1h30m 1h30m 1h30m
=S ~Le
Alcohol 100% Cloroformo usado  Cloroformo nuevo 1° Bafo de 1° Bano de
1Th30m Toda la noche 2h parafina parafina
2h 2h

Figura 5: Esquema donde se muestran los pasos de fijacién, deshidratacion e inclusién en
parafina de los cuernos uterinos y su respectivo tiempo empleado. Creado con BioRender.com
(Elaborado por Marijose Estefania Leon Garcia).

Obtencion y Tincidon de Cortes Histologicos

Para la obtencion de los cortes histologicos se utilizd la metodologia desarrollada por
Chavez-Genaro et al. (2022), se realizaron cortes transversales de 5um de la zona:
proximal, media y distal del cuerno uterino (Figura 6). Los cortes fueron colocados en
una camara humeda con formol durante 24h, seguido de su tincion con la técnica

hematoxilina-eosina (Figura 7).
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BioRender.com bio

Figura 6: Esquema de la vista anterior del aparato reproductor femenino de una rata, donde
se sefalan las diferentes estructuras que lo componen. Creado con BioRender.com
(Elaborado por Marijose Estefania Leon Garcia).
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Figura 7: Esquema en donde se muestran los pasos de la tincion Hematoxilina-Eosina y el
montaje de los tejidos. Creado con BioRender.com (Elaborado por Marijose Estefania Ledn
Garcia).
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Toma de micrografias

Se tomaron fotografias de los cortes en las tres zonas (proximal, media y distal) utilizando
un aumento de 100x con una separacion de 50 um entre cada corte. Posteriormente, las
imagenes se ensamblaron con el programa Adobe Photoshop CS6 Extended (version
13.01 x32). Para cada zona uterina, se fotografiaron 10 cortes histologicos, lo que
equivale a un total de 30 cortes por utero. Se mantuvieron constantes los ajustes de brillo,

contraste y saturacion durante la toma de micrografias.

Analisis Morfométrico

Para el analisis morfométrico se utilizé el programa ImageJ (version 1.53) y las medidas
fueron basadas en la metodologia descrita por Chavez-Genaro et al., (2022). Para
obtener el promedio del didmetro, se trazaron dos lineas perpendiculares, se designo
como Diametrol (D1) al que presentaba mayor longitud y como Didmetro 2 (D2) al de
menor longitud (Figura 8).

Figura 8: Diagrama del didmetro uterino. Lu: Luz uterina, E: Endometrio, M: Miometrio,
—perimetrio, D1: Diametro 1, D2: Diametro 2
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Figura 9: Diagrama del area miometrial y endometrial de los cortes histol6gicos del utero.

Se trazaron tres perimetros concéntricos que delimitaron: el area total del corte transversal
(Azul), el limite entre el miometrio y endometrio (Verde) y la luz uterina . Lu: Luz
uterina, E: Endometrio, M: Miometrio, —perimetrio

Para calcular el area del miometrio y endometrio se realiz6 lo siguiente: se llevo a cabo
un trazado manual de tres perimetros, el primer perimetro abarca el area total del corte,
definida por el perimetrio (Figura 9 en Azul), a continuacioén, se efectud un segundo trazo
gue separa al miometrio del endometrio (Figura 9 en Verde). La diferencia entre estas

medidas se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula:

Area miometrial= Area total del corte — Area del segundo trazo
Para calcular el area endometrial, se realiz6 un tercer trazo alrededor de la luz uterina y
se rest6 del area del segundo trazo obtenida previamente (Figura 9). Los célculos se

realizaron utilizando la siguiente formula:

Area endometrial= Area del segundo trazo —
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Figura 10: Diagrama que muestra el trazado de las medidas equidistantes alrededor del Utero
para la obtencion del espesor de las capas endometrial y miometrial. Las lineas verdes
abarcan el epitelio uterino hasta el limite exterior del miometrio, mientras que la linea negra
punteada delimita el grosor del endometrio. Lu: Luz uterina, E: Endometrio, M: Miometrio,
—perimetrio.

Para obtener el espesor de las capas: miometrial y endometrial se colocaron 20 lineas
equidistantes alrededor del lumen uterino. Para obtener las medidas se traz6 una linea
recta que abarcara todo el corte histologico, a continuacién, se fue rotando 18° hasta
haber dibujado 10 lineas que atravesaran el corte histologico. Después se midié la
longitud del grosor de las capas (Figura 10). Para obtener el espesor del miometrio se

empled la siguiente formula:

Grosor del miometrio = Grosor del corte — Grosor del endometrio
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Con respecto a la cuantificacion de las glandulas endometriales, estas fueron
identificadas y contabilizadas manualmente como se observa en la siguiente figura
(Figura 11).

Figura 11: Diagrama representativo de la identificacion y cuantificacion de glandulas uterinas.

Analisis Estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos se realizaron pruebas de normalidad mediante la
prueba de Shapiro- Wilks. Dado que los datos no eran paramétricos, se aplico la prueba
U de Mann-Whithey para la comparacion entre grupos. Considerando valores
significativos aquellos con un valor de p<0.05 usando el programa estadistico R (version
4.1.0; R Core Team, 2021).

RESULTADOS
En este trabajo se comparé la morfologia uterina de ratas hembra intactas del fenotipo
obeso y delgado de la cepa Zucker Diabetic Fatty en fase de diestro, a continuacion, se

muestran los resultados.
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Peso Corporal
Las ratas obesas presentaron un mayor peso corporal en comparacion con las ratas
delgadas (Grafica 1). Es importante destacar que esta diferencia de peso corporal fue

evidente desde temprana edad y se mantuvo a lo largo de la vida de los animales, siendo
determinado especificamente a los 90 dias de edad.

4001

3001

200 =

Peso (g)

100+

Delgada Obesa

Gréfica 1. Media + e.e.m. del peso corporal (g) de ratas delgadas y obesas, n=4 por grupo.
*p<0.05 (U de Mann- Whitney).
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Peso uterino

De acuerdo con nuestros resultados, se observo que el peso uterino de las ratas obesas
es menor a comparacion con las ratas delgadas (Grafica 2). En la Figura 12 se
presentan cortes histologicos representativos del Utero de ratas obesas y delgadas, se
puede visualizar claramente la diferencia del tamafio del Gtero, el diametro y el area

endometrial reducida en ratas obesas a comparacion del Gtero proveniente de animales

delgados.
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Gréfica 2. Media + e.e.m. del peso uterino (mg/100 g.p.c.) de las ratas delgadas y obesas, n=4
por grupo. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).
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Corte transversal de Utero de rata

Delgada Obesa

a) b)

1500um

Figura 12. Corte transversal de utero de rata. El Utero de la rata obesa b) presenta un tamafo
reducido en comparacion con rata delgada a). Tincion Hematoxilina Eosina. Aumento de 100x
Lu: Luz uterina, E: Endometrio, M: Miometrio, —perimetrio.

Diametro del Utero entre zonas
Las ratas obesas presentaron un menor diametro de las tres zonas del cuerno uterino en

comparacién con las ratas delgadas (Grafica 3).
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Gréfica 3. Media + e.e.m. del diametro del grupo de ratas delgadas y obesas, n=4 por grupo y
30 cortes por cada individuo. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).

Area endometrial

En relacion con el &rea endometrial de las tres zonas del cuerno uterino, se encontraron
diferencias significativas entre las ratas obesas y delgadas. En las tres zonas del cuerno
uterino las ratas obesas presentaban un area menor en comparacién con las ratas

delgadas (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Media £ e.e.m. del grosor del endometrio en el grupo de ratas delgadas y obesas, n=4
por grupo y 30 cortes por individuo. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).
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Grosor del endometrio

Las ratas obesas presentaron un area endometrial reducida en las tres zonas del cuerno

uterino a diferencia de las ratas delgadas (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Media + e.e.m. del grosor del endometrio en el grupo de ratas delgadas y obesas, n=4
por grupo y 30 cortes por individuo. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).

Area miometrial

El analisis del &rea miometrial de las tres zonas del cuerno uterino mostré que las ratas
obesas presentan un decremento del &rea miometrial en las tres zonas del cuerno uterino

a diferencia de las ratas delgadas (Gréfica 6).
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Grafica 6. Media + e.e.m. del area del miometrio (um2) entre las zonas proximal, medial y distal
del atero en el grupo de ratas delgadas y obesas, n=4 por grupo. *p<0.05 (prueba de U de Mann-
Whitney).
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El analisis del grosor de miometrial muestra que las ratas obesas presentaron un area

miometrial significativamente menor en comparacién con las ratas delgadas (Grafica 7).
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Gréfica 7. Medias + e.e.m. del grosor del miometrio (um) de ratas delgadas y obesas con una

n=4 por grupo. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).

Numero de glandulas uterinas

En los animales delgados, el analisis histologico revelé una mayor cantidad de glandulas

uterinas diseminadas alrededor de la luz uterina, en comparacion con las ratas obesas

(Figura 13).
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Corte transversal de Utero de rata

Delgada Obesa

Figura 13. Corte uterino de ratas delgadas y obesas, teflido con Hematoxilina y Eosina y
observado con un aumento de 100x. En la imagen de la izquierda, se pueden distinguir
claramente las glandulas endometriales, indicadas por asteriscos, mientras que en el tejido
uterino de las hembras obesas no se observan glandulas endometriales, lo que respalda los

resultados obtenidos.
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Gréfica 8. Media + e.e.m. del numero de glandulas presentes en las ratas delgadas y obesas,
n=4 por grupo y 30 cortes por cada rata. *p<0.05 (prueba de U de Mann- Whitney).
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DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que en el modelo de la rata Zucker obesa, se
observa un menor peso y didmetro uterino de ratas obesas a los 90 dias de edad en fase
de diestro. Ademas, se aprecia una reduccion en el grosor y area tanto de la capa
endometrial como de la miometrial, lo que sugiere que la obesidad resulta en dafios a

nivel del tejido uterino.

La obesidad tiene diversos efectos nocivos sobre la reproduccion humana (Mintziori et
al., 2020). Aunque las mujeres con sobrepeso u obesidad pueden concebir de manera
natural, presentan una fecundidad reducida (Gesink Law et al., 2007; Loy et al., 2018).
Los impactos clinicos de la obesidad en la infertilidad femenina han sido ampliamente
documentados, un mecanismo posible es que la obesidad afecte la regulacion del eje
hipotalamico-hipofisario-ovarico, resultando en perturbaciones de la funcion ovulatoria
(Broughton y Moley, 2017; Gambineri et al., 2019). La oligo-ovulacion o anovulacién es
comun en mujeres con sobrepeso u obesidad, especialmente aquellas con sindrome de
ovario poliquistico (Silvestris et al., 2018). Incluso después de restaurar la ovulacion, los
resultados del embarazo en estas pacientes siguen estando lejos de ser satisfactorios,
lo que sugiere que la calidad del oocito-embrién o el ambiente endometrial se ve afectado

por un IMC elevado (Alebi¢, 2022).

Nuestros resultados indican un aumento de peso corporal en los animales obesos a la
tercera semana de vida, lo cual concuerda con otros autores (Bray et al., 1976; Puga y

Colmenares et al., 2021), este incremento del peso corporal se relaciona con un estado
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de obesidad, conforme a la clasificacion establecida por Lee (1929). Ademas, nuestros
datos concuerdan con lo reportado por (Oana et al., 2005), quienes establecen que el
fenotipo de obesidad en las ratas Zucker fa/fa se manifiesta después de la tercera

semana de vida y se mantiene hasta la edad adulta.

Bray y colaboradores (1976) reportaron que existe una relacion entre el peso uterino y
los niveles de 17( estradiol. Demostraron que en ratas Zucker obesas castradas se les
administré diferentes dosis de 17p estradiol, estas mostraron un aumento en el peso
uterino a diferencia de sus controles obesas intactas. En su trabajo concluyeron que el
peso uterino reducido de la rata Zucker obesa puede deberse a una disminucion en la
estrogenizacion, otra posible explicacion pudiera ser la presencia alterada de receptores

a estrégenos en el tejido uterino de los animales obesos.

Un punto importante que notar es la disminucion del endometrio en las ratas obesas
Zucker, siendo el endometrio un tejido crucial para la implantacién del embrion y su futuro
desarrollo, la disminucién del area y grosor de esta region uterina podria explicar la
infertilidad de los animales. El desarrollo del endometrio es dependiente de hormonas
esteroideas ovaricas, principalmente del estrégeno (Greaves et al., 2013; Hapangama et
al., 2015) que ejerce sus funciones a través de receptores nucleares: el receptor de
estrogeno alfa (Era), distribuido principalmente en el Gtero y el receptor de estrogeno

beta (Erp) distribuido en los ovarios (Couse et al., 1997).
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Se piensa el receptor alfa es esencial para preservar la fertilidad, en cambio se ha
demostrado que, la activacion selectiva de ER[ podria disminuir la proliferacion inducida

por Era (Hall y McDonnell ,1999).

En el endometrio de animales delgados se ha evidenciado la expresion del ARNm del
receptor de estrogeno y beta de estrégeno y sus isoformas en el endometrio normal y
neoplasico sin embargo el mecanismo exacto de accion del estrogeno en el endometrio

sigue siendo poco claro.

Trabajos como el de Lubahn y colaboradores (1993) apoyan que ratones con mutacion
en el ER mostraban compartimientos disminuidos de tejido estromal, epitelial y
miometrial. A pesar de que el mecanismo de accidn del estrégeno es poco claro, nuestros
resultados apuntan que en nuestro modelo animal pareciera que los efectos de los

estroégenos estan desregulados por posibles alteraciones en los receptores.

Otra posible explicacién a los cambios drasticos observados en el tamafio del Gtero y en
la diminucion de glandulas puede ser debido a cambios en otras moléculas como la
kisspeptina y su receptor, pues se ha mostrado su participacion en el desarrollo uterino
y en su mantenimiento funcional en la etapa adulta. Le6n y colaboradores (2016)
demostraron que ratonas knockout para el péptido kisspeptina o para su receptor tienen
una disminucion del 97% de glandulas endometriales y una reduccion del 81% en el

crecimiento uterino en el adulto. Por lo que es necesario analizar en nuestro modelo de
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estudio la presencia del péptido y su receptor a nivel uterino para poder entender con

mayor precision lo que sucede en el Utero de la rata obesa.

La formacion de glandulas uterinas esta regulada por diversos factores de crecimiento
gue participan en eventos de proliferacion y diferenciacion celular como el FGF-7, FGF-
10, HGF, IGF-I (Gray et al., 2001; Kelleher et al., 2019; Spencer et al., 2005), sin
embargo, al momento no hay informacion sobre la presencia y vias de sefializacion de
dichos factores en el Utero de la rata obesa Zucker, por lo que esto también representa
un area de oportunidad para poder mostrar en trabajo futuros como estos factores estan

modificados en el Utero de la rata obesa.

El miometrio no solo participa en el trabajo de parto, sino que también en el transporte
del embrion y de los espermatozoides (Lyons et al., 1991). Se ha demostrado que la
contractilidad miometrial esta reducida en mujeres obesas y diabéticas, asi como
también en modelos animales de diabetes. Trabajos como el de Favaro y colaboradores
(2021) muestran que la exposicién del miometrio a altas concentraciones de glucosa es

capaz de alterar la morfologia miometrial.

Estas complicaciones se asocian con cambios en la expresién de factores de crecimiento
como la via de sefalizacion del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina-1
(IGF1R) encargado de regular la proliferacion y diferenciacion, este factor de crecimiento

es regulado por el estrégeno.
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La sobreexpresion de IGF1 en células musculares lisas de ratones promueve la
hiperplasia miometrial y el crecimiento longitudinal de los cuernos uterinos, mientras que
la ablacién de IGF1 conduce a la hipoplasia miometrial. En nuestro modelo de estudio,
la rata Zucker obesa presenta altos niveles de glucosa, lo cual podria sugerir que la via
de sefalizacion del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina-1 podria estar

alterado y que en su consecuencia el grosor y area del miometrio se ve reducido.

Este estudio no solo arroja luz sobre las consecuencias directas de la obesidad en la
morfologia uterina, sino que también abre nuevas rutas para futuras investigaciones. La
comprension detallada de los mecanismos subyacentes a estas alteraciones uterinas es
crucial para desarrollar estrategias terapéuticas especificas en mujeres obesas. Ademas,
los resultados subrayan la importancia de integrar la gestion de la obesidad dentro de los
enfoques de tratamiento para los trastornos reproductivos. Mirando hacia el futuro, es
esencial ampliar estos estudios para incluir diferentes modelos animales y eventualmente

traducir estos hallazgos a la practica clinica.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, caracterizamos la morfologia uterina de la rata Zucker del
fenotipo obeso. Los resultados indican que la rata obesa exhibe una disminucion
significativa en la morfometria uterina. Estos resultados proporcionan evidencia de que
la obesidad representa un impacto negativo en la regulacion de las funciones

reproductivas en un modelo animal de obesidad genética.
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