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Resumen

El acetato de leuprolida es un agonista de la GnRH con efecto directo en la secrecion
de LH y FSH, capaz de generar aumentos de peso, sin embargo, no hay experimentos bien
conducidos que estudien cambios en la composicién corporal y los mecanismos de accion
implicitos. La grelina y leptina son moléculas reguladoras del proceso hambre-saciedad,
mientras que, la liporoteinlipasa (LPL) es una enzima responsable del almacenamiento de
acidos grasos en adipocitos y células musculares. Posiblemente el acetato de leuprolida
pueda afectar la expresion del RNAm de esos componentes. El objetivo del trabajo fue
evaluar cambios en composicién corporal, tasa metabdlica y expresion del RNAm para
grelina, leptina y LPL bajo un tratamiento a largo plazo con acetato de leuprolida en ratas
Wistar hembra. Se formaron 4 grupos de ratas Wistar hembra de 146.8 g + 3.8 g con un
grupo integro (AL) y uno ovariectomizado (OVX+AL), ambos tratados con 5 ug/Kg de peso
de acetato de leuprolida cada 72 h por 120 dias. De igual forma dos grupos similares que
los anteriores (CTRL y OVX) pero solo con la aplicacion del vehiculo (0.9 % NaCl). Cada
20 dias se analiz6 la composicion corporal, analisis de carcasa, grasa bajo la piel, consumo
de oxigeno y producciéon de CO, para conocer la tasa metabdlica y adicionalmente un
ensayo de PCR para medir expresion de RNAm de grelina, leptina y LPL. EI grupo OVX
resulto con un 51 % de incremento en peso mientras que el grupo AL con 47 %, los grupos
OVX+AL y CTRL 38y 33% respectivamente comparado con el inicio. La masa grasa resultd
un 14 % por encima para AL vs CTRL 19 % para OVX vs OVX+AL, la masa libre de grasa
resultd mayor en AL comparado con CTRL en tanto que, OVX y OVX+AL compartieron
resultados muy similares. Al final del experimento la expresion de grelina resulto un 75 %
mas alta en el grupo AL que OVX+AL mientras que el grupo CTRL resulté con un 25 %
menos comparado con OVX. La expresion del RNAm de LPL resulté en un 48 % mas alta
para el grupo AL comparado con OVX+AL. Interesantemente El grupo CTRL tuvo una
expresion 51 % mas baja comparado con el grupo OVX. No se presentaron diferencias
importantes en el ensayo para leptina. El acetato de leuprolida puede modificar el peso, la
composicion corporal, la tasa metabdlica y generar cambios importantes en la expresion
del RNAm de LPL, y grelina, lo cual significa que posibles mecanismos orexigénicos y de
senalizacién de almacenaje de acidos grasos estén involucrados. Ademas, los resultados
indican un efecto directo del acetato de leuprolida no importando la presencia o ausencia

de hormonas gonadales sobre el peso y la composicién corporal.



Abstract

Leuprolide acetate a GnRH agonist has direct effect on LH and FSH secretion and
causes changes in body weight in experimental and clinical trials; however, there are no
studies properly directed on body composition analysis and possible mechanisms implied.
Ghrelin, an orexigenic peptide and leptin are associated to modulate hunger-satiety process,
while lipoproteinlipase (LPL) an enzyme that can facilitate fatty acid storage in muscle and
adipose tissues. Possibly mRNA expression of that components could be modified by
leuprolide acetate action.

The aim of this work was to evaluate changes in body composition, metabolic rate
and mRNA expression of ghrelin, leptin and lipoproteinlipase under a long-term leuprolide
acetate experiment in female Wistar rats.

Female Wistar rats (146.8 g £ 3.8) were used, forming the following groups: a non-
ovariectomized group (LA) and ovariectomized group (OVX+LA) both treated with a
leuprolide acetate dose every 72 hours for 120 days (5 ug/Kg). Likewise, another non-
ovariectomized (CTRL) and one ovariectomized (OVX) groups were formed, which received
only an equivalent volume of vehicle (0.9% NaCl). Every 20 days body composition was
assessed, carcass analysis and chemical analysis of fat mass under skin, oxygen uptake
and CO; production to measure metabolic rate and additionally RT-PCR was performed to
measure mMRNA expression of ghrelin, leptin and LPL.

OVX group had an increase in weight by 51% while the LA group by 47%, OVX+LA
and CTRL 38% and 33%, respectively compared to baseline. The analysis of fat mass (FM)
was 14% higher for LA vs CTRL and 19% higher for OVX vs OVX+LA, fat-free mass (FFM)
was higher in the LA group compared to CTRL while OVX and OVX+LA showed a pattern
very similar for both components. At the end of the experiment the mRNA expression of
ghrelin in the AL group was 75% higher than OVX+LA while CTRL group had an expression
of 25% lower compared to OVX. The LPL mRNA expression was 48% higher for LA
compared to OVX+LA group. Interestingly CTRL group had an expression of 51% lower
compared to the OVX group. It wasn't differences in leptin mMRNA assay.

Leuprolide acetate can modify weigh; body composition, metabolic rates and generates
significant changes in mRNA expression of LPL and ghrelin, which means that mechanisms
of orexigenic signaling and fatty acid storage maybe are implied. In addition, the results
indicate a direct effect of LA regardless of the presence or absence of gonadal hormones

on body weight and composition



1. Introduccién

En la actualidad existen diferentes enfoques de estudio acerca de las moléculas
responsables de gasto y almacén de energia, desde la busqueda de tratar de regular estas
sefiales con la finalidad de encontrar un equilibrio que permita brindar salud en el ser
humano, evitando problemas o desordenes metabdlicos hasta la contraparte en la que se
busca manipular este balance energético en algunos mamiferos de forma positiva de tal
forma que resulte ser benéfico para los grandes productores pecuarios obteniendo altos
rendimientos de carne y subproductos con valor econémico.

La regulacion metabdlica consiste en una compleja interaccion entre diferentes
factores que va desde la expresion génica muchas veces afectada por factores ambientales
y la produccion especifica de moléculas a nivel bioquimico que desempenan un papel
fundamental en el anabolismo y catabolismo de diferentes componentes, que al final,
mediante la interaccidén de estos se regula la tasa metabdlica manteniendo la homeostasis.
De manera general se han identificado algunos péptidos y proteinas que tienen la
capacidad de regular el apetito dependiendo de su concentracion y acciéon en 6rganos
blanco a los cuales se les ha llamado proteinas o péptidos orexigénicos y anorexigénicos.

Posiblemente uno de los péptidos involucrados en este proceso sea la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) y de ser asi su funcion aun no esta bien descrita en
este papel, ya sea activando a otras moléculas responsables de ingesta de alimento o bien
inhibiendo aquellas moléculas supresoras del apetito. Lo que es un hecho es que la GnRH
y sus analogos han tenido diferentes campos de aplicacion terapéutica en la medicina,
desde el area de la ginecologia, pediatria, urologia y neurologia. Desde su descubrimiento
a inicios de la década de los 70°s se ha demostrado que la GnRH y sus analogos han sido
utilizados para regular e influir sobre el eje hipotalamo-pituitario-gonadal en dos distintas
aplicaciones terapéuticas. La primera para influir y restaurar el potencial reproductivo en
hombre y mujeres con alteraciones en la secrecion de GnRH y la segunda mediante su
administracion prolongada produciendo una desensibilizacion de la GnRH enddgena, lo
cual significa la anulacion funcional del eje reproductivo. Esta desensibilizacién bioquimica
inducida por agonistas de GnRH es un método seguro y reversible que ayuda a
contrarrestar enfermedades como la endometriosis y fibromas en mujeres, cancer de

prostata en hombre y pubertad precoz para ambos géneros (Conn & Crowley, 1994).



1.1 Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) pertenece a un grupo de
neuropéptidos originalmente descubiertos y aislados como factores de origen hipotalamico
que ejerce su funcién controlando secreciones de la hipdéfisis anterior. La funcién de la
GnRH mejor descrita es la de regular la sintesis y liberacién de gonadotropina a nivel
pituitario (Schneider, Tomek, & Grindker, 2006). La GnRH es un decapéptido (pGlu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-HH,) que tiene un papel importante en el proceso de
reproduccion (Amoss et al., 1971; Matsuo, Baba, Nair, Arimura, & Schally, 1971). Es
producida por células neurosecretoras y liberada de una forma pulsatil a la circulacion porta
hipotalamo-hipofisiaria, mediante la cual es transportada a la region anterior de la glandula
hipdfisis (Cheng & Leung, 2005). En hipdfisis esta se une a su receptor transmembranal
(GnRHr) expresado en células gonadotrépicas para estimular la sintesis y liberacion de
dos gondadotropinas, hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), la cuales a
su vez regulan la gametogénesis y esteroidogénesis gonadal (Counis et al., 2009). A su
vez, la liberacion de GnRH esta regulada por la sintesis de estrogenos y testosterona que
en concentraciones significantes logran reducir esta liberacién y es de interés mencionar
que en animales castrados que son tratados con estrogenos y testosterona de forma
prolongada se ha logrado inhibir la secrecion de GnRH (Clarke & Pompolo, 2005). En
adicion a esto la GnRH es capaz de modular la secrecion autocrina y paracrina en otros
compartimentos extrapituitarios, como el ovario, placenta, utero y sistema inmune (Casan,
Raga, Bonilla-Musoles, & Polan, 2000; Chen et al., 2002).

1.2 Eje hipotalamo-hipofisis-génadas

El eje hipotalamo- hipéfisis es uno de los principales sistemas de control y regulacion
hormonal. El hipotdlamo es una estructura del sistema nervioso central (SNC) ubicada en
la base del cerebro en la porcién anterior del diencéfalo. Ademas de establecer multiples
conexiones con otras estructuras del cerebro, mantiene una estrecha relacién con la
hipdfisis a través del tallo hipofisario. La hipdfisis es una estructura oval localizada detras
del quiasma 6ptico en una cavidad del hueso esfenoides denominada silla turca. La hipofisis
esta compuesta de dos partes, cada una de ellas con un origen embriolégico diferente: la
hipéfisis anterior o adenohipéfisis proviene de una invaginacion ectodérmica bucofaringea
en tanto que la hipdfisis posterior o neurohipdfisis se deriva de una prolongacion del tercer

ventriculo y conserva su origen nervioso toda la vida. Los axones neurohipofisiarios, cuyos
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cuerpos celulares se encuentran en los nucleos supradptico y paraventricular del
hipotalamo, terminan en capilares conectados a la red vascular para después alcanzar la
circulacion general. La neurohipdfisis se encarga de la secrecion de oxitocina y
vasopresina, la primera incrementa la contraccion uterina durante el parto y la contraccion
de células mioepiteliales de los conductos mamarios durante la lactancia, la vasopresina
incrementa la reabsorcidn de agua en el rifdn y tiene propiedades vasoconstrictoras. La
adenohipdfisis es controlada en cuanto a su secrecion por hormonas del hipotalamo. Recibe
un abundante riego sanguineo a través de la red vascular del sistema porta-hipofisiario. Las
células de la adenohipdfisis se clasifican de acuerdo con el tipo de hormona que producen,
lactotropos que secretan prolactina (PRL), somatétropos hormona del crecimiento (GH);
tirétropos tirotropina (TSH); los gonaddétropos hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo
estimulante (FSH); los corticotropos hormona adrenocorticotrépica o corticotropina (ACTH)

(Texto de neurociencias cognitivas, 2001).

1. 3 Analogos de la GnRH

De forma natural se han identificado poco mas de veinte variantes de la GnRH en
algunas especies de vertebrados y estan ampliamente distribuidos en diferentes tejidos lo
cual sugiere funciones especificas (Millar, 2005). La principal modificacion o variante entre
estos péptidos corresponden principalmente al aminoacido glicina y su posicion terminal de
sus secuencias comparad con la GnRH original. Por otra parte también existen analogos
sintéticos agonistas y antagonistas los cuales pueden tener mayor efecto que la propia
GnRH endogena (Conn & Crowley, 1994). El uso de diferentes analogos de la GnRH se
asocia con tratamientos de tipo oncoldgico y de fertilidad tanto en humanos como otras
especies de mamiferos, en este sentido la administracién repetida de GnRH puede llegar a
desencadenar una saturacion de los gonadotropos impidiendo que estos a su vez realicen
de forma adecuada la secrecion de estrogenos y testosterona por supresion gonadal,
propiedad que ha sido aprovechada con fines terapéuticos (Belchetz, Plant, Nakai, Keogh,
& Knobil, 1978). La principal modificacién que suelen tener estos analogos a nivel de su
estructura quimica de estos, es la sustitucion del aminoacido glicina de la secuencia original

y en algunos casos la adicion de etilamida en la posicion terminal (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferentes analogos sintéticos de la GnRH y sus modificaciones quimicas respecto al péptido de GnRH
original.

Nombre Secuencia de aminoacidos

GnRH pyroGlu — His — Trp — Ser — Tyr — Gly — Leu — Arg — Pro — Gly —NH>
Decapeptil d-Trp -EtNH>
Leuprolida d-Leu -EtNH>
Buserelina d-Leu (tBu) -EtNH;
Nafarelina d-Nal (2) -EtNH>
Deslorelina d-Trp -EtNH2
Histrelina d-His (ImBzl) -EtNH,
Leuprorelina d-Leu -EtNH>
Goserelina d-Ser (Bu) -NHz

1.3.1 Acetato de Leuprolida

El acetato de leuprolida es un analogo sintético de la GnRH, el cual, esta constituido
por una cadena de nueve aminoacidos con la insercion de un aminoacido D-Leucina en la
posicion numero 6 de la molécula de GnRH original. Se le considera un super agonista
debido a la alta afinidad que posee a los receptores de GnRH (Conn & Crowley, 1994),
tomando en cuenta su prolongado efecto bioldgico (~ 3 h contra 3—4 min comparado con la
GnRH endogena) (Periti, Mazzei, & Mini, 2002; Sennello et al., 1986).

La biodisponibilidad de este analogo es similar si la via de administracion es
subcutanea como intramuscular. Se especula que el acetato de leuprolide no tiene
interacciones farmacoldgicas, a pesar de que no hay estudios formales en este sentido.
Este agonista asi como la propia GnRH han sido empleados con diversos fines terapéuticos
y experimentales, se han estudiado en su papel como factor neurotréfico en encefalomielitis
autoinmune experimental para el caso del agonista (Guzman-Soto, Salinas, Hernandez-
Jasso, & Quintanar, 2012a) y lesion medular en ambos compuestos (Calderén-Vallejo &
Quintanar, 2012a; Diaz Galindo et al., 2015).

1.4 Composicién corporal

El estudio de la composicidon corporal en el humano consiste en determinar los
diferentes componentes y compartimentos del organismo y las relaciones cuantitativas
entre ellos, esto bajo un estado de salud optimo pero también en estados patoldgicos, trata
de evaluar de igual forma, crecimiento y desarrollo, maduracién y envejecimiento

(Hernandez, 2010). La composicion corporal tiene diferentes formas de medirse ya sea in
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vitro, realizando diseccion de un cadaver o in vivo, mediante estimaciones y técnicas
especiales. Estas técnicas han permitido estudiar la composicion corporal desde el modelo
mas simple que divide al cuerpo humano en dos compartimentos, graso y libre de grasa,
hasta modelos multicompartimentales que intentan determinar lo mas exactamente posible

la composicién del cuerpo humano, desde un punto de vista clinico y experimental.

1.4.1 Niveles de organizacién de la composicién corporal

Si bien la masa corporal puede diferenciarse de dos simples formas como masa libre
de grasa y masa grasa, hay que considerar que la masa libre de grasa aun puede
subdividirse en mas compartimentos (Proteina Visceral, Musculo Esquelético, Proteinas
Plasmaticas, Agua Intracelular y Extracelular, asi como Piel y Esqueleto). Actualmente el
modelo mas aceptado para determinar los niveles de organizacion de la composicion
corporal es el propuesto por Wang et al., 1992, quienes dividen la composicion del cuerpo
humano en cinco niveles-compartimentos: nivel | - atémico, nivel Il - molecular, nivel Il —
celular, nivel IV — tejidos y nivel V — cuerpo completo (tabla 2), y a través de los cuales
puede abordarse el estudio de la composicién corporal ya que la suma de cada uno de los

componentes de cada nivel, correspondera a la masa corporal.

Tabla 2. Los cinco niveles de organizacion de la composicién corporal. FEC (fluidos extracelulares) y SEC
(Sdlidos extracelulares)

Nivel | Nivel Il Nivel Il Nivel IV Nivel V
Atoémico Molecular Celular Tejidos C. completo
Hidrégeno Proteina FEC Sanguineo Regiones del cuerpo humano
Carbono Lipidos SEC Oseo
Oxigeno Agua Células Adiposo
Musculo
Otros Otros )
esquelético

*(Z. M. Wang, Pierson, & Heymsfield, 1992)

De tal forma que el nivel | — atdomico incluye los elementos quimicos como el oxigeno,
hidrogeno, carbono, nitrégeno, calcio y fésforo, el nivel Il — molecular comprende los
compartimentos moleculares como agua, proteina, glucégeno, minerales y grasa, el nivel
I — celular estd constituido por células, fluidos extracelulares (FEC) y sélidos
extracelulares (SEC), el nivel IV — tejidos se compone como su hombre lo indica por todos

los tejidos, 6rganos y sistemas y por ultimo el nivel V — cuerpo completo el cual puede
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estudiar el cuerpo humano dividiéndolo en regiones como extremidades, tronco y cabeza
(S. Heymsfield, 2005). Es importante saber que el estudio de la composicion corporal esta
organizado en tres areas que se interrelacionan y las cuales son: reglas y modelos de
determinacion de composicion corporal, metodologia y variacion en la composicion
corporal. Cada nivel tiene sus diferentes métodos de valoracion y el desarrollo y mejora de

los mismos continua dia con dia (Tabla 3).

Tabla 3. Métodos de valoracion de los diferentes niveles de composicién corporal.*

Métodos de determinaciéon desarrollados y/o

Nivel Otros métodos

mejorados

- Conteo de trazador diluido de “’K
Atémico Analisis de activacion de neutrones
en cuerpo completo

Bioimpedancia eléctrica, energia dual, Peso hidrostatico, interaccion
Molecular absorciometria de rayos X, modelos infrarroja, trazador y dilucién de

multicompartimentales gas

Dilucion de trazador, ultrasonido,
Celular, tejidos ~ Tomografia axial computarizada (TAC), T
creatinina y 3-metil histidina de 24

y sistemas imagenologia de resonancia magnética. .
r.
Cuerpo )
Antropometria
completo

* (B. Heymsfield, Wang, Baumgartner, & Ross, 1997)

1.4.2 Determinacién de la composiciéon corporal a nivel molecular

El estudio de los componentes de la composicion corporal a nivel molecular es de
gran utilidad en investigacion a diferentes niveles, ya se valorando efectos nutricionales de
algun tratamiento, determinacion de energia, proteina y metabolismo lipidico, homeostasis
mineral ésea y balance hidrico. Dentro de este nivel se hace dos tipos de distinciones por
una parte la masa grasa que esta compuesta por el total de lipidos esenciales y no
esenciales y por otra parte la masa libre de grasa, la cual se distinguen subcompartimentos
como lo son: el agua corporal total (intracelular y extracelular), proteina corporal total,

glucégeno y minerales 6seos (S. B. Heymsfield, Wang, Baumgartner, & Ross, 1997).

Este modelo se puede expresar por la siguiente formula:
BW =FM +TW + TBPr + OM + STM
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Donde: BW es igual al peso corporal total, FM es igual a la masa grasa, TW es igual
al agua corporal total, TBPr es la proteina corporal total, OM son los minerales 6seosy STM

los minerales encontrados en los tejidos blandos (Ellis, 2000).

1.5 Densitometria hidrostatica

Una de las principales caracteristicas de los componentes a nivel molecular, visto
desde una perspectiva metodolégica es su densidad fisica. Esto es porque la densidad de
todo el cuerpo es relativamente facil de medir con precision en la mayoria de los nifios y
adultos sanos (S. Heymsfield, 2005) ademas, muchos modelos del nivel molecular estan
basados en la densidad o cercania al volumen corporal. La densitometria hidrostatica (DH)
se considera como el método de referencia para la determinacion de la masa grasa in vivo,
esta técnica se utiliza frecuentemente para la validacion de técnicas como bioimpedancia
eléctrica, absorciometria fotonica dual y demas técnicas destinadas a valorar la
composicion corporal in vivo. En humanos la densidad corporal (DC) puede calcularse a
partir del peso [en seco (P)], el peso hidrostatico (Py), el volumen residual pulmonar (VR) y

el volumen gastrointestinal (VGI) del siguiente modo:

PC = P/(P PHVRVGI)

PH y VR se determinan simultaneamente con el sujeto completamente sumergido y en
espiracion maxima, y se asume un valor de 100 mL para el VGI (Brozek & Henschel, 1961).
A partir de la densidad corporal se puede calcular el porcentaje de grasa asumiendo que el
peso corporal es la suma de dos compartimentos [Masa grasa (MG) y masa libre de grasa
(MLG)] con densidades fijas y conocidas, lo que implica que los componentes mayores de
la MLG (hueso, agua y proteinas) son sumatorios, conocidos y constantes en todos los
individuos (S. B. Heymsfield et al., 1990). La DH no requiere ajuste experimental siempre
y cuando se cumplan las asunciones anteriores, sin embargo, la mala mineralizacion,
desnutricidn proteica o alteraciones hidricas pueden afectar a la densidad de la MLG y por
ende la estimacion de la MG (Modlesky et al., 1996).

1.5.1 Calculo del porcentaje de grasa corporal por DH
La estimacion del porcentaje de grasa corporal (%MG) a partir de la densidad se

puede realizar mediante la ecuacion de Siri, la cual asume que la densidad de la masa

15



grasa (Dwg) y la densidad de la masa libre de grasa (Dwg) es de 0.9 y 1.1 g/mL
respectivamente (Siri, 1993). El valor de 1.1 g/mL para Dy.c se basa tomando en cuenta,
las densidades asumidas y contribuciones fraccionales de los componentes quimicos
principales de la masa libre de grasa. Respecto a los datos obtenidos de las sumatorias
hechas por Brozek et al. Los promedios de agua, minerales y proteina para la MLG son de
73.8, 6.8 y 19.4 % respectivamente con densidades de 0.9937, 3.038 y 1.34 g/mL,
respectivamente a una temperatura de 36 °C. Calcular el porcentaje de grasa corporal por
este método es muy confiable ya que se ha tenido resultados constantes en diferentes
ensayos realizados con una desviacion estandar de 0.0007 g/mL dentro de estudios entre
individuos o bien en diferentes depdsitos dentro del cuerpo humano (Fidanza, Keys, &
Anderson, 1953).

1.6 Crecimiento normal y composiciéon corporal de la rata Wistar

El tamafo de una rata de laboratorio esta usualmente expresado en términos del
peso corporal. La tasa de crecimiento depende no solo de la cepa, sino también de la
calidad y disponibilidad de comida, factores ambientales como la temperatura y la situacion

social (Fig. 1).
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Figura 1. Relacion entre el peso y edad de la rata Wistar macho (triangulos) y hembra (circulos) en condiciones
normales. linea de las hembras; linea de los machos. Modificado de (Pahl, 1969).
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Las ratas macho de laboratorio estan propensas a desarrollar obesidad y pueden
alcanzar pesos cercanos a los 800 g. (Koolhaas, 2010). El tamafio puede ser determinado
empleando parametros morfolégicos tales como la longitud del cuerpo y de la cola. La
longitud del cuerpo se mide desde la mitad de la nariz hasta la altura del orificio anal y la
longitud de la cola desde el orificio anal y la punta de la cola. La expectativa de vida para la
rata de laboratorio (Cepa Wistar) es cercana a los 1200 dias (3.2 afios) para los machos y
1400 dias (3.8 afios) para las hembras. Teniendo una media en dias de expectativa de vida
de 850 y 900 dias para machos y hembras respectivamente. Aunque existen diversos
estudios de analisis de la composicidn corporal en ratas, existen pocas referencias de datos
promedios para determinar composicion corporal del animal en condiciones normales, ya
que tales determinaciones estan en funcion del modelo y/o experimento a realizar y la
variabilidad de los datos puede ser grande. Es importante mencionar que cada experimento
planteado en este sentido, debe considerar siempre grupos controles que le permitan

evaluar los cambios en estudios longitudinales respecto a los grupos problema.

1.7 Cambios en composicion corporal asociados a tratamientos con GnRH

Como resultado a los diferentes usos terapéuticos y tratamientos a partir de
analogos de la GnRH se han reportado un gran niumero de estudios en los cuales los
cambios en la composicién corporal se hacen presentes, normalmente como una ganancia
de peso corporal como resultado concomitante del tratamiento con analogos, se ha
reportado este fenobmeno en tratamiento de pubertad precoz (Aguiar et al., 2006; Carel,
Eugster, Rogol, Ghizzoni, & Palmert, 2009; Chiumello et al., 2000), tratamiento de
endometriosis (Schlaff, Carson, Luciano, Ross, & Bergqvist, 2006; Szczurowicz & Wydra,
1996), cancer de prostata (Smith et al., 2002; Smith, 2004a) y recientemente se publicé un
estudio en donde se demuestra el papel de la GnRH como factor neurotréfico en la
recuperacion de un modelo animal con lesién medular inducida en el cual se reporta
ganancia de peso debido al tratamiento con GnRH (Calderon-Vallejo & Quintanar, 2012b).
Este fendmeno también se reporta en animales castrados con encefalopatia autoinmune
experimental que fueron tratados con acetato de leuprolida un analogo de la GnRH [Fig.2
(Guzman-Soto, Salinas, Hernandez-Jasso, & Quintanar, 2012b)].

Asi bien es claro que este fendbmeno esta bien conservado aun en diferentes
especies, sin embargo, no existen reportes especificamente con el objetivo principal de
evaluar cambios en la composicién corporal y entender el mecanismo que lo causa bajo un

esquema de tratamiento con un analogo de GnRH.
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Figura 2. Variacién en peso en encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en ratas Lewis tratadas con
acetato de leuprolida (cuadros vacios) y no tratados (cuadros llenos) Modificado de (Guzman-Soto et al.,
2012b)

En las ultimas tres décadas se ha tratado de proponer diferentes enfoques para
dilucidar la relacién entre el balance energético y la adipogénesis con base en la sefales
enddcrinas y metabdlicas. En este sentido, se sabe que el desarrollo de la adipogénesis en
condiciones no patolégicas esta vinculado a un alto consumo de alimento y a una reduccién
considerable de la actividad fisica. Bajo estos conceptos compuestos como grelina y leptina,
péptidos con actividad orexigénica y anorexigénica respectivamente, juegan un papel
fundamental actuando a nivel del sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso
periférico (SNP), cumpliendo funciones como el control de la ingesta, peso corporal,
adiposidad y metabolismo de la glucosa (Mdiller et al., 2015). Por otra parte, la
lipoproteinlipasa es una enzima con diferentes actividades fisiolégicas y una de ellas es
suministrar de acidos grasos a diferentes tejidos para su almacenaje o bien su oxidacion
inmediata (H. Wang & Eckel, 2009). Cualquier cambio en la expresion de estos compuestos
puede verse afectado simplemente por etapas fisioldgicas del organismo pero también,
derivado de tratamientos hormonales los cuales, podrian favorecer el incremento o
reduccién de la ingesta provocando cambios en la composicion corporal. De tal forma que
independientemente donde se dirija el tratamiento terapéutico con GnRH o sus analogos,
es de vital importancia estudiar los efectos que puede tener este tipo de tratamientos sobre
los cambios en la composicion corporal y asi manejar forma los posibles efectos indeseados

o incluso sacar provecho de ellos.
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1.7.1 Papel orexigénico de la grelina

Originalmente la grelina fue descubierta como un péptido de origen gastrointestinal
en forma de un ligando enddégeno para el receptor secretagogo de la hormona del
crecimiento (GHSR), capaz de estimular y liberar hormona del crecimiento (GH) desde la
hipdfisis anterior (Kojima et al., 1999). Posteriormente se describié su participacion en
procesos de ingesta, modificacion del peso corporal, adipogénesis y metabolismo de la
glucosa mediante procesos metabdlicos que incluyen la activacion de circuitos neurales
orexigeénicos (Nakazato et al., 2001; Matthias Tschop, Smiley, & Heiman, 2000). A partir de
estos primeros reportes este péptido ha sido estudiado en funciones a nivel del SNC y SNP
que incluyen motilidad gastrica, secrecion gastrica, regulacion del suefio, sensacioén de
hambre, metabolismo de la glucosa, supresion termogénica del tejido adiposo pardo,
proteccién contra la atrofia muscular y mejora de funciones cardiovasculares tales como

vasodilatacion y contractilidad del musculo cardiaco (Mdiller et al., 2015), (Fig. 3).
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Figura 3. Efectos fisioldgicos que ejerce la grelina en los diferentes tejidos involucrados en el proceso de
regulacion orexigénica. Modificado de (Miller et al., 2015).
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El papel mayormente aceptado de los efectos fisioldgicos de la grelina como péptido
orexigénico es que actua precisamente en la iniciacion del hambre que se produce
mediante sefializacion gastrointestinal al SNC con el desencadenamiento de procesos de
ingesta y regulacion del gasto energético (Cowley et al., 2003; Cummings, 2006).
Adicionalmente a estas funciones, la grelina es producida y liberada desde las glandulas
oxinticas del fondo gastrico y su concentracion mas alta en torrente sanguineo esta
relacionada a sensaciones intensas de hambre (M. Tschép et al., 2001), su receptor esta
localizado en las neuronas hipotaldmicas que regulan la ingesta y saciedad (Guan et al.,
1997).

Actualmente se sabe que los tratamientos con GnRH y sus analogos causan
modificaciones en el peso de sujetos en tratamiento pero también en modelos
experimentales y recientemente se ha descubierto que la grelina pudiera tener un papel
mas complejo en la regulacién del apetito y metabolismo. Es probable que pueda existir

una respuesta anormal de la grelina bajo efectos de analogos de GnRH.

1.7.2 Leptina y su funcién neuroendécrina

La leptina es un producto de 167 aminoacidos fue originalmente descubierto a través
de la clonacién posicional de ratones ob/ob, un modelo de obesidad en ratones encontrado
por serendipia en los Laboratorios Jackson (Zhang et al., 1994), los cuales, tenian una
mutacién del gen de leptina causandoles una deficiencia de la misma que a su vez, les
originaba hiperfagia, obesidad extrema, diabetes, anormalidades neuroenddcrinas e
infertilidad. Este compuesto se secreta principalmente por el tejido adiposo blanco y los
niveles de esta hormona esta positivamente correlacionada con la cantidad de masa grasa
(Licinio et al., 1997). Al igual que otras hormonas, la leptina es secretada de forma pulsatil
y sus niveles mas altos se han detectado a tempranas horas o cercana la noche (Sinha et
al., 1996). Esta hormona actua mediante la union de receptores de leptina (ObRs)
expresados tanto en SNC y SNP. Estos receptores a su vez permiten el cruce de leptina a
través de la barrrera hematoencefalica y su accion directa a nivel hipotalamico el cual, es
un sitio importante de regulacién energética y funcion neuroenddcrina (EImquist, Bjgrbeek,
Ahima, Flier, & Saper, 1998). El nivel de leptina circulante sirve como un indicador para las
reservas de energia y dirige el sistema nervioso central para ajustar la ingesta de alimentos
y el gasto de energia en consecuencia. La leptina ejerce efectos inmediatos actuando sobre
el cerebro para regular el apetito (Fig. 4). A través de la unién del receptor ObRb en el

hipotalamo, la leptina activa un circuito neural complejo que comprende activacion
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neuropéptidos anorexigenos (es decir, que disminuyen el apetito) y orexigénicos (es decir,
estimulantes del apetito) para controlar la ingesta de alimentos. Fuera del hipotalamo, la
leptina interactua con el sistema mesolimbico dopaminérgico, que esta implicado en
comportamiento de motivacion y recompensa hacia la alimentacion, y el nucleo del tracto
solitario del tronco encefalico para contribuir a la saciedad (Robertson, Leinninger, & Myers,
2008).

| Leptina i > TLeptina
Sistema_ Tronco encefélico
Hipotalamo:
mesolimbico
dopaminergico
PO: PVH: ARC: VMH: LHA: <« VTA NTS
GnRH- TRH- AgRP/NPY+ BDNF-  Orexin+
CRH +/- POMC/CART- MCH+
N g B - ¥4
Y F
Funcién neuroenddcrina: Homeostasis de energia:
{} Hormonas reproductivas {t Apetito
{} Hormonas tiroideas I Gasto energético
 IGF1
? Cortisol
? i ’ i~ I" N
" i , II - d
e 57. Nt A - % v
A S OET ) ‘
- =
R 38 8 a5 il

Déficit energético Exceso de energia

Figura 4. Efectos centrales de la leptina en estados de exceso de energia y deficiencia. Los estados de exceso
de energia se asocian con hiperleptinemia, pero el hipotalamo puede ser resistente o tolerante a los efectos del
aumento de la leptina, representado por la linea discontinua. La deficiencia energética da lugar a hipoleptinemia.
Como resultado, se activa un circuito neural complejo que comprende sefales orexigénicas y anorexigénicas
para aumentar la ingesta de alimentos. Modificado de (Robertson et al., 2008).

En respuesta al ayuno, los niveles de leptina caen rapidamente sin cambios
aparentes de masa grasa (Chan et al., 2003), desencadenado respuestas neuroenddcrinas

a una privaciéon aguda energética, esta respuesta puede incluir disminucion de los niveles
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hormonas reproductivas los cual evita la funcion reproductiva o bien gestacional (procesos
que requieren energia), disminuyen hormonas tiroideas lo cual implica una reduccion de la
tas metabdlica, incrementan los niveles de hormona de crecimiento para movilizar reservas
energéticas y disminuye el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) lo cual ralentiza
procesos de crecimiento con la finalidad de ahorrar energia (Ahima et al., 1996). Se ha
reportado que la administracion de leptina in vitro promueve la liberacién de GnRH-LH (Yu
et al., 1997), sin embargo, aun no esta claro si pudiera existir un efecto en sentido opuesto.
Dada la cercania de los sitios de accién de la leptina y GnRH es posible plantear que ambas
hormonas juegan un papel importante en la regulacion del balance energético y
posiblemente exista modificacién en los niveles de expresién de leptina bajo administracion

de GnRH o bien sus analogos.

1.7.3 Lipoproteinlipasa, descripcion y funcién metabdlica

La lipoproteinlipasa (LPL) es una enzima de 55 kDa sintetizada en adipocitos y células
musculares y liberada a circulacion donde mediante estructuras de glicosaminoglicanos se
une a la superficie luminal de los capilares (Santamarina-Fojo & Brewer, 1994). En
presencia de su cofactor apolipoproteina (apo) ClI, la LPL capta los triglicéridos presentes
en quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad que se encuentran en circulacién y
los hidroliza hasta acidos grasos libres, los cuales, pueden ser utilizados como fuente
inmediata de energia o se reesterifican para su almacenaje a nivel celular (Havel, Kane, &
Kashyap, 1973), (Fig. 5). Se ha demostrado que la LPL a parte de su funcién principal,
participa en otros procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos, la expresion anormal de esta
enzima, esta relacionada con la aparicion de aterosclerosis, obesidad, diabetes,
quilomicronemia, enfermedad de Alzheimer y caquexia (Mead, Irvine, & Ramiji, 2002).

La LPL tiene una distribucion en muchos tejidos y es regulada mediante
concentraciones de nutrientes y hormonas. Las hormonas tiroideas y los glucocorticoides
de igual forma juegan un papel en la produccién y regulacion de la LPL. En la glandula
mamaria, la actividad de la LPL se incrementa en la etapa final del embarazo y la lactancia,
y aparentemente. En tejido adiposo pardo, la exposicion al frio estimula la expresién de la
LPL por actividad de procesos que implican estimulacion B- adrenérgica. Tanto el estrés
crénico como agudo disminuye la actividad en tejido adiposo blanco pero estimula su
actividad através de catecolaminas en musculo cardiaco y esquelético al igual que en

glandulas suprarrenales (H. Wang & Eckel, 2009).
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Figura 5. Proceso de absorcién de los triglicéridos de la dieta (1-4) y empaquetamiento en forma de
quilomicrones para su posterior asimilacion a las células musculares o adiposas mediante la accion de la LPL
(5-7). Modificado de (Nelson & Cox, 2017).

Parece ser que la hormona del crecimiento y las hormonas sexuales esteroideas
como la testosterona y los estrégenos, inhiben la actividad de la LPL en el tejido adiposo y
promueve la movilizacion de lipidos, pero incrementa la actividad en tejido musculo
esquelético y cardiaco. Se sabe que los estrogenos reducen la ganancia de masa grasa
seguida de una ovariectomia en roedores, posiblemente la actividad de la LPL esté
involucrada en este proceso regulatorio. En sintesis la LPL contribuye al metabolismo de
las lipoproteinas, utilizacién y almacenaje de lipidos en diferentes tejidos, tiene actividad
metabdlica en respuesta a cambios hormonales y de medio ambiente, contribuye al balance

energético, accion de la insulina y regulacion del peso corporal.
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2. Hipétesis

La administracién del acetato de leuprolida promueve cambios en la composicion

corporal sobre la cantidad de masa grasa, masa libre de grasa, tamafio y peso de ratas

hembra Wistar integras y ovariectomizadas.

3. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de acetato de leuprolida sobre la composicion

corporal en ratas Wistar (Rattus norvegicus).

3.1 Objetivos especificos

1.

Determinar cambios fisicos corporales aparentes mediante estudios
antropomeétricos en los animales de estudio.

Determinar la composicién corporal de los grupos de estudio; porcentaje de grasa y
masa libre de grasa.

Evaluar los cambios en la ingesta de alimento y liquidos para determinar diferencias
en gasto energético.

Evaluar la tasa metabdlica por cociente de intercambio respiratorio (VO,/VCO,) para
determinar variaciones en la actividad metabdlica entre grupos controles y tratados
con acetato de leuprolida.

Medir la expresion del RNA mensajero para ghrelina, leptina y lipoproteinlipasa,
mediante RT-PCR.
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4. Material y métodos

4.1 Modelo animal y grupos de evaluaciéon

Se utilizaron 96 ratas hembra de la cepa Wistar de 30 dias de edad y se formaron 4
grupos de animales en funcién al peso homogéneo. Los grupos formados se mantuvieron
con acceso a agua y alimento para roedor ad libitum y se identificaron segun el tratamiento
que recibio cada grupo quedando de la siguiente manera:
Grupo 1 Control (CTRL): Este se conformé con animales integros a los cuales sélo se les
aplicé un volumen equivalente de solucion salina 0.9 % respecto a los grupos tratados con
el analogo de GnRH.
Grupo 2 Ovariectomizado (OVX): Este grupo se formé con animales a los cuales se les
practicé una ovariectomia bilateral total, y al igual que el grupo control, sélo recibieron un
volumen equivalente de solucion salina 0.9 %.
Grupo 3 Ovariectomizado + Acetato de Leuprolida (OVX+AL): se conformo por animales a
los cuales se les realizé una ovariectomia bilateral total y ademas recibieron una dosis de
5 ug/kg.dia de acetato de leuprolida.
Grupo 4 Acetato de leuprolida (AL): corresponde a un grupo formado con animales integros
sin ninguna intervencién quirdrgica, pero que ademas recibieron una dosis de 5 pg/kg.dia

de acetato de leuprolida.

4.1 Dosis de acetato de leuprolida

Para establecer la dosis de acetato de leuprolida se partio de diferentes
observaciones en el laboratorio y reportes en los cuales han observado efecto bioldgico
suficiente sin llegar a desensibilizar receptores a GnRH lo cual podria suponer una pérdida
en la efectividad del analogo y por lo tanto del efecto deseado. Partiendo de lo anteriormente
descrito, se utilizé una dosis de 5 ug/kg.dia de acetato de leuprolida (Sigma Aldrich, No.
Cat. L0399-5MG), el cual, es un analogo de GnRH sintético con mayor afinidad al receptor
que la propia molécula de GnRH de produccién enddégena, permanece con mayor actividad
biolégica debido a su prolongada vida media. Posee modificaciones en la secuencia de
aminoacidos que evita ser degradado por endopeptidasas internas lo cual aumenta su

tiempo de accion, la via de administracion que se utilizé fue intramuscular.
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4.2 Periodos de evaluacién

Una vez seleccionados los grupos de estudio (n=24 c/u), los animales tanto del
grupo identificado como OVXy OVX+AL se les realizé una ovariectomia bilateral total para
retirar los ovarios bajo las normas institucionales de trato animal, esto con la finalidad de
evitar el mecanismo de accién de la FSH y LH sobre la secrecién gonadal y asi poder medir
unicamente el efecto de la GnRH. Posterior a la intervencidn quirurgica los animales se
recuperaron durante un periodo de 15 dias para iniciar con el tratamiento de acetato de
leuprolida donde se establecié un esquema de aplicacion diaria del analogo por 120 dias y
durante este periodo se realizaron sacrificios cada 20 dias para la obtencion de diferentes

muestras (Fig. 6).

\ 0 (20) ' 180 | 100 120
|Hab1tua01on Aplicacion de 5 pg/Kg de acetato de leuprolida cada 3 dias

' Dias de sacrificio y obtencion de muestras de 4 ratas por grupo

Ovariectomias

- Periodos de evaluacion

Figura 6. Cronograma experimental, la duracién del experimento consté de un total de 120 dias bajo una
administracion continua de acetato de leuprolida y tiempos de sacrificio cada 20 dias para obtencién de
muestras para su posterior analisis.

4.3 Determinacion de indicadores murinométricos

Las variables a considerar para este ensayo se realizaron de forma continua para
evaluar los cambios morfolégicos del animal y poder calcular indicadores murinométricos.
Las variables que se consideraron para este propdsito fueron las siguientes: peso (g),
longitud naso-anal (cm), indice ponderal (g/°Ycm) y el indice de Lee (*Ng/cm). Para la
determinacion de peso corporal se utilizé una balanza granataria de canastilla de 0.1 g de
precision (Ohaus); el pesaje se realizé con los animales consciente. Para la determinacion
de la longitud naso anal se utilizé una cinta métrica con 0.1 mm de precision colocada sobre
una mesa con el animal bajo estado de anestesia en posicién de decubito ventral sobre la

cinta métrica. Para relacionar las variables de peso (g) y longitud total (cm) se seleccionaron

26



el indice ponderal y el indice de Lee, como buenos indicadores predictivos de composicion

corporal como la masa grasa y la masa libre de grasa.

4.4 Analisis de Hidrodensitometria

Para el efecto de determinar hidrodensitometria, se disefié un sistema que permite
realizar estas determinaciones con el animal in vivo, lo cual permite realizar intervenciones
de tipo longitudinal y asi dar seguimiento a los cambios corporales no invasivos. En el

siguiente esquema se muestra el disefio propuesto por Hohl et al (Fig. 7).
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Figura 7. Esquema original del equipo propuesto para determinar hidrodensitometria en ratas Wistar, el cual
consiste en dos tubos interconectados desde su base que permite ingresar al animal y tener lecturs precisas
con minimas variaciones. Modificado de (Hohl et al., 2007).

El sistema consiste en dos tubos conectados por la base mediante una manguera
flexible que permite reducir las variaciones en el nivel de agua causado por el animal, una
vez que este es colocado dentro del tubo correspondiente. En la figura 8 se muestra el
sistema elaborado en el laboratorio. El disefio del aparato de hidrodensitometria permite
tomar las lecturas de forma precisa minimizando las variaciones del desplazamiento del
nivel de agua por movimiento del animal. Este mecanismo es utilizado ampliamente para
la validacién de estudios de composicion corporal que son realizados por otro tipo de
técnicas (rayos x, absorciometria fotonica dual y bicimpedancia eléctrica) debido a alta

reproducibilidad y precision.
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Figura 7. Equipo de hidrodensitometria elaborado en el laboratorio para la determinacion de la densidad del
animal y su posterior calculo de composiciéon corporal. Cada animal era colocado dentro del tubo de mayor
diametro y se registraba los cambios del volumen desplazado de agua.

Previo a cada periodo de sacrificio se realizaron pruebas de hidrodensitometria para
todos los animales de cada grupo. Los tubos son llenados con agua a una temperatura de
30-34 °C y llevados a un volumen constante para tubo A y B, posteriormente los valores del
volumen de A y B son anotados y a estos valores se le conoce como volumen inicial. El
ensayo consistio en colocar al animal bajo el efecto de anestesia en el tubo A y se determiné
el desplazamiento de agua del mismo tubo y de igual forma del tubo B a este valor de
volumen desplazado se le conoce como volumen final. Para conocer la densidad del animal
solo se necesita dividir el valor del peso de cada animal entre el volumen de agua

desplazado del mismo y se obtiene un valor con unidades en g/mL.

4.4.1 Evaluacion de composicion corporal

Para determinar la composicién corporal, se eligid el modelo de dos y tres
componentes los cuales clasifican la composicion corporal en masa grasa (MG) y masa
libre de grasa (MLG) para el modelo uno y para el modelo dos MG, MLG y masa residual
(MR) para el segundo modelo. La diferencia entre estos dos métodos radica en que el
modelo uno calcula la composicion en porcentaje, mientras que el modelo dos lo hace en
unidades de masa (g).

Para calcular estos componentes se emplean ecuaciones predictivas las cuales

consideran diferentes variables. Ambas ecuaciones se muestran a continuacion:
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Tabla 4. Ecuaciones predictivas para determinar los componentes de masa grasa y masa libre de grasa.

Ecuacion 1 Ecuacién 2
%MG= (a/D + b) BWc MG= (-a)+(b*IP)
Doénde: Doénde:
MG= Masa Grasa expresada en porcentaje MG= Masa grasa expresada en gramos

Constantes: a y b con valores de 0.042 y -0.038 Constantes a y b con valores de -45.2 'y 1.09
respectivamente IP= indice ponderal de la rata
D= Densidad en mg/mL del animal IP= PALT
BW= Peso total del animal en gramos

Dénde:

P= Peso en gramos

LT= Longitud naso-anal en centimetros
Cossio-Bolanos et al., 2011

Lukaski H. etal., 1993

Para obtener los valores de porcentaje de masa grasa para la ecuacion 1 se
utilizaron los resultados de hidrodensitometria de cada animal. Para calcular la masa libre
de grasa por la ecuacion 1 basta con restar el porcentaje de grasa de 100 que representa
el peso total del animal. Para la ecuacion 2 se requirieron variables murinométricas como

peso total, longitud del animal y el indice ponderal.

4.5 Consumo de alimento y agua

Se realizé un registro de consumo de alimento y agua cada 24 horas durante la
realizacion del experimento, en donde a cada jaula se les proporcioné una cantidad igual
tanto de alimento medido en gramos y de agua medido en mL. Los dias subsecuentes se
registré el peso y el volumen consumido de alimento y agua respectivamente por la mafana
a la misma hora. Los valores obtenidos se promediaron por periodos de evaluacion los
cuales corresponden a los dias de sacrificio. Cada una de las determinaciones se normalizé

en funcién a 100 gramos de peso del animal para poder hacer comparaciones mas precisas.

4.5.1 Composicion de la dieta

La dieta utilizada en el experimento consistié en alimento balanceado para roedores
(Nutricubos ® Purina) elaborado a partir de cereales, pastas de oleaginosas, harina de
pescado y alfalfa. La tabla 5 proporciona el analisis proximal del alimento antes

mencionado.
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Tabla 5. Andlisis quimico proximal de la dieta utilizada en el experimento.

Humedad 12 % max. Proteina 23 % min.
Grasa 3.0 % min. Fibra 6.0 % max.
Cenizas 7.0 % max. E.L.N. 49.0 % P.Dif.
Calcio 1.0 % min. Fosforo 0.6 % min.

Los animales tuvieron acceso libre al alimento y agua, Unicamente permanecieron
en ayuno por 4-6 horas para realizar los estudios de composicion corporal y cuando eran
seleccionados para los sacrificios correspondientes para la obtencion de muestras y analisis

de indicadores bioquimicos.

4.6 Procedimiento de obtencién de muestras biolégicas y diseccion

En cada periodo de sacrificio se obtuvieron muestras para su posterior analisis, a
cada animal bajo efecto de anestesia se realizé una diseccién ventral y por cada animal se
colectod sangre periférica de la arteria aorta la cual se centrifugé a 3500 r.p.m. para separar
el suero y realizar determinaciones de concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos.
Se colectaron muestras de fondo gastrico, tejido musculo esquelético y tejido pericardico
para el aislamiento del RNA total y determinar expresiéon del RNAm de grelina,
lipoproteinlipasa y leptina respectivamente. Posteriormente el animal se eviscero
completamente desde la faringe hasta la ultima porcion del colon y se determiné el peso en
gramos al cual se le consider6 como masa residual. Una vez que el animal es eviscerado
se diseco la piel desde los mufiones de las patas traseras hasta las patas delanteras y a la
altura del cuello, a este componente se le consideré como la masa grasa del animal, asi
mismo, se determino el peso de este componente. Por ultimo a la carcasa remanente se le
determinoé el peso el cual corresponde a la masa libre de grasa. Con la obtencion de estos
componentes se determinaron los cambios de los mismos cada periodo de sacrifico durante

los 120 dia que duro el experimento.

4.6.1 Analisis quimico de grasa

Se realizaron ensayos de determinacion de grasa por el método de Bligh y Dyer en
la piel obtenida a cada muestra, esto con la finalidad de hacer estudios de correlacion entre
los resultados de este analisis y las determinaciones de grasa utilizando ecuaciones

predictivas. El método consiste en realizar un homogeneizado del tejido con volumenes 1:1
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de metanol:cloroformo en funcién del peso de la muestra (100mL/100g). Por cada 100 g de
muestra fresca o congelada se homogeneizé por dos minutos con una mezcla de 100 mL
de metanol y 100 mL de metanol. Posteriormente se agregoé a la mezcla 100 mL de agua
destilada se homogeneizé por otros 2 minutos. El homogeneizado se filtr6 a través de un
filtro Whatman No. 1 empleando un embudo de Blnchner con una ligera succidon empleando
matraz kitasato. El filtrado se transfirié a una probeta graduada y se esperd unos minutos a
que clarificara y separara. El volumen de cloroformo se registré (150 mL) y la fase alcohdlica
se retira por aspiracion, un pequefo volumen se retira para asegurarse de que se retird por
completo la fase superior. El cloroformo resultante contiene la parte lipidica purificada. De
la grasa total se tomo una alicuota del extracto lipidico y se secdé a temperatura de 40 o 50°
C en un recipiente previamente tarado y se determina el peso total de la grasa y se resta
del peso inicial (Fig. 9).
El contenido lipidico se calcul6 utilizando la ecuacion: Lipidos totales= (PLA)*(VCC)/VA
Dénde:

PLA= peso de los lipidos de la alicuota

VCC-= volumen de la capa de cloroformo

VA= Volumen de la alicuota

Figura 9. Procedimiento general de diseccién y extraccion quimica de lipidos totales. A) Diseccion de piel y
carcasa, B) Pesaje de los componentes, C) Extraccion quimica de lipidos a partir de la piel, D) Obtencién de
alicuotas para cuantificaciéon y E) Verificacion de lipidos por el método de sulfo-fosfo vainillina.
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4.7 Ensayos de quimica en sueros

A partir de los sueros obtenidos por centrifugacién de la sangre colectada en los
periodos de sacrificio, se realizd la valoracion de glucosa, colesterol y triglicéridos por un
método enzimatico de tipo colorimétrico utilizando kits de diagndstico DiaSys glucosa (No.
Cat. 1 2500 99 10 026), colesterol (No. Cat.1 1300 99 10 026) y triglicéridos (No. Cat. 1
5710 99 10 021). El procedimiento para los tres ensayos se realizé bajo las mismas
condiciones determinando la absorbancia (500 nm 1 cm paso 6ptico) del reactivo de cada
prueba con el suero de la muestra en turno con incubacion de 20 minutos a temperatura
ambiente y comparando con un blanco y estandares de concentracion conocida.
Para el calculo de la concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos se aplico la siguiente
ecuacion:
[mg/dL]= (Abs Muestra / Abs estandar) * ([estandar mg/dL])
Las concentraciones de los estandares fueron de 10, 200 y 200 mg/dL para glucosa
colesterol y triglicéridos respectivamente.
Los ensayos se realizaron cada periodo de sacrificio para registrar las variaciones en

funcion al tiempo y tratamiento.

4.8 Determinacion de consumo oxigeno y produccion de biéxido de carbono

Previo a la etapa de obtencién de muestras se realizara por cada animal que
conforme a cada grupo el volumen de oxigeno consumido (VO;) y de diéxido de carbono
(VCOy) producido para determinar el gasto calorico mediante el uso de una camara de
circuito abierto con medidores de CO, y O,. El modelo de la camara metabdlica a utilizar es

el propuesto por Stock, 1975 con adaptaciones realizadas en el laboratorio (Fig. 10).

4.8.1 Analizadores de gases

Para determinar las concentraciones de gases en la camara metabdlica se utilizé un
medidor de oxigeno (Oxygen Meter Modelo: DO-5510HA) el cual utiliza una sonda
polarografica con sensor de temperatura incorporado. La determinacion de bioxido de
carbono se realizé con un analizador (Thermo-Hygro-NDIR CO, meter Modelo: TES-1370)
que incluye sensor de temperatura y humedad relativa el cual se basa en el sistema de
deteccion infrarroja no dispersiva (NDIR). Ambos analizadores, previo a su uso, eran

calibrados de acuerdo a las indicaciones del fabricante y se acoplaron al sistema de circuito
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abierto en donde se colocaba a la rata por un periodo de tiempo y se tomaban las lecturas

de ambos gases.

Camara
Bomba de aire metahdlica
go Fase silica gel
. )
o o
o O
o O

Camara de aire Analizador CO2

Analizador de 02

Hielo L.
Fase de condensacion

Figura 1. Camara metabdlica para determinacion de VO, y VCO.. El sistema comprende un circuito abierto en
donde se registran la concentraciones de entrada de O, y CO; a la camara y durante aproximadamente 8
minutos se registra la concentracion de salida de O, y COa.

4.8.2 Descripcion del circuito abierto

El sistema comprende una camara elaborada de plexiglas con doble pared para
tener una interfase de aire el cual no permite la variacion de temperatura respecto al
ambiente exterior de la misma, cuenta con una tapa elaborada del mismo material y con un
empaque que permite el cierre hermético para evitar entrada o fugas de aire. Conectado a
la tapa se cuenta con un dispensador con flujo de aire continuo y una salida donde la mezcla
de aire producida por la respiracion del animal es pasado a través de una fase de
condensacion y enfriamiento con la finalidad de retener el agua y mejorar la exactitud de
las determinaciones (Fig. 10,11). Previo a la salida final del aire enfriado y condensado, se
hace pasar por una fase de silica-gel para retener la humedad remanente, sin embargo,
ensayos previos han demostrado que la fase de enfriamiento y condensacién es suficiente
para tener lecturas mas consistentes. Los sistemas de circuito abierto, estan disefiados con
la finalidad de tener un flujo constante de aire respirable para el animal sin cambios en
presion interna de la camara y posibles alteraciones en las determinaciones provocadas
por respuestas fisiolégicas adaptativas de los animales. Ademas que la mezcla de aire que
ingresa a la camara esta en las mismas condiciones ambientales que las del animal al

momento de ingresarlo.
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Figura 11. Ensayo de determinacion de O, y CO2 en camara metabdlica de flujo abierto con analizadores. Cada
animal permanecia por un periodo aproximado de 8 minutos con la finalidad de mantener constante el flujo de
ambos gases.

Previo a la determinacion de gases los animales se habituaron por tres dias antes
de la primer determinacién, esto con la finalidad de reducir episodios de estrés,
hiperventilacion y de desplazamiento dentro de la camara, lo cual puede alterar las
determinaciones. El animal es colocado dentro de la camara cerca de 8 minutos y
posteriormente al cerrado de la misma se hace pasar un flujo de aire del cual se conoce la
tasa de inyeccidon y se determina la concentracién del flujo de entrada de O, y CO..
Transcurrido este tiempo se procede a la determinacién de la concentracion de gases en el
flujo de salida de la camara metabdlica. Las unidades en la cuales los sistemas de deteccion
entregan las lecturas son en valores porcentuales para el medidor de oxigeno y en ppm
para el analizador de bioxido de carbono. Los pasos claves para realizar estas
determinaciones son los siguientes:

a. Se calcula el cambio de concentraciones de CO, o de O, entre la entrada de aire

y la salida (afectadas por el animal) de la camara metabdlica:

ACO, = salida de CO, - CO, entrada

AO, = entrada de O, - salida O,

b . Las unidades de CO; se miden en ppm, y de O, se miden en %, por lo que estos

valores se deben convertir a yL por mL de gas. (1 ppm = 0,001 yL/mL ; 1 % = 10

pL/mL)
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c . La frecuencia respiratoria (RO, 0 RCO,, como uL/min) se calcula multiplicando la
ACO; o AO; por los valores de la tasa de flujo de aire (en mL/min) utilizados en el
experimento:

RO, = AO; ( 1/ ml) x velocidad de flujo (mL/min)

RCO; = ACO; (| / ml) x velocidad de flujo (mL/min)

d. Para hacer posible la comparacién de tasas entre animales de distinta masa,
ajustar el resultado a una unidad (gramos) de masa animal dividiendo la masa del
animal en gramos.

Los resultados para ambos gases se expresaron en mL/min . 100 g de peso animal.

4.9 Expresion del RNAm de grelina, leptina y lipoproteinlipasa

A partir de muestras obtenidas en cada sacrificio de musculo esquelético, tejido
pericardico y fondo gastrico se realizé una extraccion de RNA total (RNAt) mediante la
homogeneizacion de los tejidos con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente se
realizé una reaccion de retrotranscripcion utilizando el kit High Capacity cDNA synthesis
(Applied Biosystems: Cat. 4,368,813) a partir de 3 ug de RNAt en conjunto con 0.8 ul de
25% dNTPs (100 mM), 2 pl 10% random primers, 2 ul 10x RT buffer y 1 U de Multiscribe RT
en un volumen final de reaccion de 20 ul el cual se completd utilizando agua libre de
nucleasas. La reaccion se realizé en un termociclador (Techne Genius: FGENO2TP) con
las siguientes condiciones de incubacion: 25 °C/10 min, 37 °C/120 min y 85 °C/5 min. Para
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cada ensayo se realizé con 0.25 de cDNA,
10X PCR Buffer Minus Mg, 10 mM dNTPs mix, 50 mM MgCI2, 10 mM para cada pareja de
oligonucleotidos a analizar (Grelina, leptina, lipoproteinlipasa y GAPDH), (Tabla 6), 0.25 pl

de Taq polimerasa en un volumen final de 25 pl.

Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en el ensayo de PCR y sus tamafios esperado de
productos de amplificacion.

Nombre Secuencia sentido 5-3’ Secuencia antisentido 5-3’ Tamafo
GHR TTGAGCCCAGAGCACCAGAAA AGCTTCTGCCTCCTCTGCAACT 347 pb
LEP ATGTGCTGGAGACCCCTGTGCCG GCGAGACCTCCTCCATCTGCTGG 334 pb
LPL CCCCAGCAAGGCATACAGGT CGGCAGGGTGAAGGGAATGT 292 pb

GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT 207 pb

35



Las condiciones 6ptimas para los ensayos de PCR fueron 35 ciclos de 94 °C/30 s,
56 °C/30 s, y 72 °C/ 30 s de desnaturalizacion, alineacion y extension respectivamente.
Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa (2%) horizontal para los
productos de amplificacion de los diferentes ensayos de PCR utilizando un marcador de 0-
1.2 kilobases para identificar el tamano esperado de los amplicones. Finalizada la
electroforesis, se impregno el gel con bromuro de etidio al 0.05 % y se visualizé bajo luz
UV. La intensidad de las bandas se analizaron utilizando el software QuantityOne®, estas
intensidades se normalizaron en funcion a la sefial del RNAm constitutivo GAPDH (analisis
proporcional de Grelina/GAPDH, Leptina/GAPDH y LPL/GAPDH). Los resultados se

analizaron mediante una ANOVA de una via con un post test de Tukey.

4.10 Analisis estadistico

Debido a la naturaleza del estudio en la mayor parte del analisis estadistico se
considero la interaccion entre el tiempo y el tratamiento por lo cual, la prueba estadistica
mas adecuada fue realizar analisis de ANOVA de dos vias con un post-test Bonferroni, para
saber si los efectos observados se produjeron por la aplicacion del acetato de leuprolida o
bien, si ocurren en funcion al tiempo. Los datos presentados en las figuras estan
representadas como la media y el error estandar de la media. Las diferencias estadisticas

se asumieron cuando p < 0.05.
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5. Resultados

5.1 Evaluaciones murinométricas
5.1.1 Peso corporal

El peso corporal es una variable determinante en estudios de composicion corporal,
ya que en funcion al mismo pueden calcularse diferentes indicadores que pueden demostrar

la variabilidad de composicidén corporal y la respuesta a los diferentes tratamientos.
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Figura 12. A) Peso corporal obtenido desde el inicio del experimento hasta los 120 dia para todos los grupos
de estudio, B) comparacion entre los grupos CTRL y AL y C) OVX vs OVX+AL. ANOVA 2V-BONFERRONI,
***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05
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En la figura 12 se muestra el peso corporal de todos los grupos en los diferentes
periodos de evaluacién y se observa una ganancia durante el transcurso del experimento,
sin embargo, el grupo OVX presenta mayores valores de ganancia de peso y se observan
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control para los periodos de
evaluacién que corresponden a los dias 40 (p<0.01), 60, 80 y 100 (p<0.001). El grupo
OVX+AL en comparacién al grupo CTRL presento diferencias desde el dia 60 hasta el dia
100 y unicamente con diferencias estadisticamente significativas en los periodos de 60 y
80 dias p<0.001 y p<0.01 respectivamente. El grupo AL presentd valores mayores de
ganancia de peso respecto al grupo control pero unicamente en el dia 100 tuvo diferencia

estadisticamente significativa p<0.01 (Fig. 12-B).

300- T

Gramos

CTRL AL ovX OVX+AL

Figura 13. Diferencia entre el peso al inicio y al final del experimento para cada grupo (dia 20 vs dia 120). t
Student a) *p < 0.05, b) **p < 0.01 y c) ***p <0.005.

Al finalizar el experimento todos los grupos presentaron una ganancia de peso considerable
y es importante resaltar que los grupos OVX, OVX+AL y AL presentaron al final mayor
incremento en funcién de su peso inicial y ademas, en cantidades importantes respecto al
grupo control. Si se compara esta ganancia de peso en valores porcentuales resulta que
existe una diferencia de 32.2%, 53.37%, 40.1% y 42,9 % para los grupos CTRL, OVX,

OVX+AL y AL respectivamente, esto en funcion de su peso inicial y final (Fig. 13, Tabla 7).
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Tabla 7. Porcentaje de incremento de peso en funcion al promedio del peso inicial y el peso final.

Grupo Peso inicial (g) Peso final (g) Porcentaje de incremento
CTRL 149.1+4.6 220.3+2.5 322 %
ovX 138.5+3.2 296.9+3.2 53.37 %
OVX+AL 149.1 £ 4.7 2494 £47 40.1 %
AL 150.6 +2.9 263.2+29 42.96 %

5.1.2 Longitud naso-anal

La longitud naso-anal es un indicador de crecimiento en cuanto a la longitud del

animal y las determinaciones se realizan durante el transcurso del tiempo. En la figura 14

se muestra las diferencias de longitud entre los diferentes grupos experimentales y

principalmente en los tres ultimos periodos de evaluacién es cuando esta diferencia es mas

notable. Respecto al grupo CTRL el grupo OVX fue el que presenté mayor diferencia con

una significancia estadistica con un valor p>0.001, 0.01 y 0.05 para los dias 40, 60 y 80

respectivamente. En tanto que el grupo OVX+AL sélo presento diferencias en el dia 80

respecto al grupo CTRL (p>0.05). Finalmente el grupo AL presentd en los dias 80 y 100

diferencias estadisticamente significativas con una p<0.01 y p<0.05 respectivamente.
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Figura 14. Longitud naso-anal obtenida en centimetros del dia 20 hasta el dia 120 en todos los grupos
experimentales. El grupo CTRL sirve como referencia de incremento de longitud normal y las diferencias que
este presenta respecto al resto. (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01 y p<0.001).
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cm

Para poder apreciar el efecto del tratamiento en los grupos experimentales, se
realizaron las comparaciones entre animales con similares condiciones experimentales y
se encontré que a partir del dia 80 al 120 el grupo AL resulté con mayor longitud naso-anal
en comparacion con el grupo CTRL (p<0.001). En tanto que el grupo OVX y OVX+AL no
tuvieron diferencias entre si, pero con valores muy similares al grupo AL (Fig. 15 A, B). La
longitud naso-anal se incrementé en animales integros tratados (AL) como en aquellos con

ovariectomia con y sin tratamiento (OVX y OVX+AL).
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Figura 15. Longitud naso-anal obtenida en centimetros del dia 20 hasta el dia 120. A) Comparativa de entre los
grupos CTRL y AL. B) Comparativa entre los grupos OVX y OVX+AL. ANOVA 2V-BONFERRONI, **p<0.01 y
*p<0.05.

5.1.3 Longitud nariz-cola

Debido a que la medicién de longitud del animal cuando se realiza la determinacion
desde la nariz al ano puede tener minimos margenes de variacion y por ende no observar
los cambios en el crecimiento bajo diferentes condiciones, es necesario determinar la
misma medicion pero considerando la longitud que existe entre la nariz y la parte final de la
cola (Fig. 16). Los resultados muestran que como se esperaba hubiera un incremento
gradual en la longitud de los animales, sin embargo, a diferencia del ensayo de longitud
naso-anal, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos
equivalentes aunque si una clara diferencia de los grupos problema en comparacion con el
grupo CTRL (Fig.17). Al final del experimento el incremento porcentual de longitud nariz-
cola para cada grupo fue de 10.9 %, 12.5 %, 13.6 % y 14.7 % para los grupos CTRL, AL,
OVX 'y OVX+AL respectivamente (Fig. 18 A, B). Contrario a lo esperado, la determinacién
de longitud naso-anal resulté ser un mejor indicador de los procedimientos experimentales

de este estudio.
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Figura 16. Imagen representativa de la determinaciéon de longitud nariz-cola en dos ratas de los grupos
experimentales CTRL y AL a los 120 dias. El grupo AL en gran parte del experimento resulté con mayor longitud
y volumen corporal comparado con el grupo CTRL.
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Figura 17. Longitud nariz-cola en cm del dia 20 hasta el dia 120. Los datos estan representados como la media
y el error estandar de la media. (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01 y p<0.001).
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Figura 18. Longitud nariz-cola de los grupos equivalentes en su condicion experimental. A) Grafica comparativa
entre los grupos CTRL y AL C) Grafica comparativa entre los grupos OVX y OVX+AL. Cada punto representa
la media y el error estandar de la media. (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01 y p<0.001).

Esta determinacion de longitud es de valor debido a que el hecho de que no sean
diferentes los valores durante los periodos de evaluacion o varien muy poco significa que
la tasa de crecimiento en tamafo no se ve afectada considerablemente, mas sin embargo,
la composicién corporal de los animales si cambia debido a que en un mismo promedio de
tamano longitudinal pueden existir diferentes contexturas en los animales y por ende

diferente composicion corporal.

5.1.4 indice Ponderal

El indice ponderal (IP) es un indicador de masa corporal que mide la proporcion de
masa corporal en funcion a la longitud del animal. En términos generales, un bajo indice
ponderal esta asociado a una reducida masa magra, ademas, este resultado fue de utilidad
para calcular la composicion corporal mediante el uso de hidrodensitometria. Este indicador
predice el volumen del animal en funcién de sus dimensiones murinométricas. Al finalizar
el experimento el grupo CTRL tuvo un incremento de su IP 33.8 % final mientras que el
grupo AL resulto mayor con solo 2 % por encima del grupo CTRL. El grupo OVX finalizdé
con un incremento de IP de 48 % mas que al inicio del experimento y cabe resaltar que el
grupo OVX+AL finalizé con un 34.2 % de aumento de IP, manejando practicamente valores

muy similares a los del grupo CTRL (Fig. 19).
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Figura 19. A) indice Ponderal de los 4 grupos experimentales medido del dia 20 al 120. B) El indice ponderal
de los grupos CTRL y AL. C) indice ponderal de los grupos ovariectomizados tratados y no tratados con acetato
de leuprolida. Cada punto en los graficos representa la media y el error estandar de la media. El grupo OVX
terminé con un aumento considerable de IP que se manifestd en el tamafio y peso mayor respecto al resto de

los grupos. (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01 y p<0.001).

El IP en el grupo AL resulté ligeramente por encima del CTRL pero sin diferencias

considerables (Fig. 19-B). En la figura 19-C se muestra el grupo OVX el cual resulté con un

indice ponderal mayor a partir del dia 60 hasta el dia 120, con importante diferencia

estadisticamente significativa para los dias 80, 100 y 120 (***p<0.001) en comparacion del

grupo OVX.
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5.1.5 Ganancia especifica de peso (GEP)

La ganancia especifica de peso representa la cantidad de gramos que se incremento
por cada kilogramo de peso del animal en un lapso de tiempo determinado, tomando como
referencia el ultimo periodo de registro de peso corporal y el peso actual. Estas
determinaciones permiten conocer la tasa de ganancia de peso entre los diferentes
periodos de evaluacion. Como se puede observar en la figura 20-B la GEP para los grupos
CTRL y AL se mantuvo similar a lo largo del experimento, con ganancias de entre 6.5y 7
g/Kg de peso mientras que los grupos ovariectomizados desde el inicio del experimento
muestran GEP de mas de 7.5 g/kg de peso lo cual demuestra que en estos ultimos grupos
de estudio la ganancia de peso fue mayor y por ende un peso corporal aumentado en
comparacion con los grupos integros con y sin tratamiento. La GEP de peso para los grupos
OVX'y OVX+AL (Fig. 20-C) resulté tener diferencias estadisticamente significativas del dia
80 al 120 con valores p<0.01 y p<0.001. Esta diferencia de GEP puede ser atribuido al
tratamiento con acetato de leuprolida en el grupo OVX+AL, el cual practicamente mantuvo
constante su ganancia de peso a partir del dia 80 hasta el final del experimento en valores
muy similares a los grupos integros con y sin tratamiento, lo cual podria significar un posible
papel del acetato de leuprolida especificamente en los animales ovariectomizados sobre la
GEP.
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Figura 20. Ganancia especifica de peso en gramos (GEP). A) La grafica muestra el aumento promedio en g/Kg
que mantuvieron los diferentes grupos en todo el experimento. B) Comparativo entre el grupo CTRL y AL, la
GEP fue similar durante todo el experimento para ambos grupos y C) GEP de los grupos ovariectomizados con
y sin tratamiento, se aprecia una mayor GEP para el grupo OVX mientras que el grupo OVX+AL regulé la GEP
al final del experimento. (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

5.2 Determinacion de composicién corporal

Para la determinacién de composicion corporal se realizé6 mediante la aplicacion de
tres procedimientos metodoldgicos diferentes, cada una de ellos con diferentes variables a
considerar que van desde las determinaciones de peso, talla, indice ponderal, medidas de
hidrodensitometria hasta analisis directos como lo es la diseccion y estudio del analisis
quimico de masa grasa. Estos procedimientos se tomaron en cuenta para aprovechar al
maximo los animales de estudio y de igual forma para tener analisis in vivo desde el punto
de vista murinométrico y ademas, con un seguimiento longitudinal. Asi mismo, se colectaron
datos mas precisos sobre la composicion corporal una vez realizados los sacrificios de las
muestras en los diferentes tiempos de analisis mediante los estudios de diseccion y de
analisis quimico de grasa. En conjunto estos datos permitieron una mejor apreciacion de

los cambios en la composicion corporal y establecer correlaciones de forma mas puntual.

5.2.1 Porcentaje de masa grasa (MG) por ecuacion de Siri
Para la determinacion del porcentaje de grasa se utilizé la ecuacion de Siri adaptada por
Cossio-Bolafios et al., (2011), la cual se calcula a partir de conocer los valores de peso,

longitud naso-anal e hidrodensitometria. Los resultados muestran un porcentaje mayor de

45



masa grasa del inicio al final de la evaluacién para los grupos OVX (50.9 %), OVX+AL (38%)
y AL (40.7%) en comparacién con el grupo control (33%), (Fig. 21).
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Figura 21. Diferencia entre el porcentaje inicial de MG (0 dias) y porcentaje final de MG (120 dias) para los

grupos de estudio. a) 34 % (CTRL-0 dias vs 120dias), b) 40.7 % (AL-0 dias vs 120 dias), c) 49 % (OVX-0 dias
vs 120 dias) y d) 38.6 % (OVX+AL-0 dias vs 120 dias).

Los mayores aumentos porcentuales de masa grasa se presentaron en los grupos
OVX y OVX+AL, esto comparado con los grupos integros en las mismas condiciones, sin
embargo, en los animales AL resulté con mayores ganancias porcentuales de MG al final
del experimento comparado con el grupo CTRL con una diferencia entre ambos de 5.3 %
(Fig. 21).

Como referencia de una ganancia de porcentaje de MG en condiciones normales se
considera el grupo CTRL, el cual, si se compara con el resto de los grupos se puede
observar que hubo un efecto claro a través del tiempo producido por el acetato de leuprolida
sobre estos grupos (Fig. 22-A). El grupo AL mantuvo diferencias importantes de mayor
porcentaje de MG comparado con el grupo CTRL de 4-6 % mas practicamente desde el dia
60-120 (Fig. 22-B). Los grupos OVX y OVX+AL resultaron con mayor porcentaje de MG
respecto a los grupos integros a partir del dia 40 al 80 y cabe resaltar que en los ultimos
tres periodos de evaluacion el grupo OVX+AL se mantuvo constante, es decir, no cambié
su porcentaje de MG hasta el final del experimento o al menos tuvo minimas variaciones
(Fig. 22-C).
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Figura 22. A) Porcentaje de masa grasa (% MG) mediante la ecuacién de Siri para los grupos. B) Analisis
comparativo del % MG del grupo CTRL y AL. C) Analisis comparativo entre el grupo OVX vs OVX+AL del %MG.
Cada punto representa la media y error estandar de la misma (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05, **p<0.01).

5.2.2 Masa libre de grasa (MLG) por ecuacion de Siri

La MLG en la mayoria de los mamiferos es mayor en etapas posnatales y edad
temprana en comparacion con la MG respecto a etapas adultas, a medida que avanza el
desarrollo y crecimiento de estos organismos la MLG se aminora por la pérdida de agua

principalmente y también, la ganancia paulatina de peso en forma de tejido adiposo. En la
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figura 23 se muestran los resultados de la MLG para todos los grupos experimentales en la
cual se aprecian valores porcentuales similares desde el inicio del tratamiento hasta los 80
dias y durante este lapso se puede observar que independientemente del tratamiento existe
un mayor porcentaje de MLG para grupos integros (CTRL y AL) en comparacion con los
OVXy OVX+AL (Fig. 23 B, C).
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Figura 23. A) Porcentaje de MLG de los grupos integros y ovariectomizados con y sin tratamiento en los
diferentes periodos de evaluacion experimental. B) Porcentaje de MLG entre el grupo CTRL y AL. C) Porcentaje
de MLG entre el grupo OVX y OVX+AL. Cada punto representa la media y error estandar de la misma (ANOVA
2V-BONFERRONI, *p<0.05).

En los resultados finales (dia 120) de esta variable se puede apreciar que los grupos
CTRL y AL resultaron con pérdidas porcentuales de MLG al final del experimento de 7.3 %
y 11.6 % respectivamente (Fig. 23-B), esto es tomando como referencia el porcentaje de

MLG obtenido al inicio del estudio, ademas de que no se obtuvieron diferencias
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estadisticamente significativas entre ambos. Mientras que el grupo OVX resultdé con
pérdidas de MLG al final del experimento de 14.1 % en comparacion al porcentaje inicial,
practicamente el doble comparado con el grupo CTRL. Cabe resaltar que el grupo OVX+AL
presentd soélo una reduccion porcentual de la MLG de 10.2 %, un valor incluso ligeramente
inferior al grupo AL con 11.6 % y esta tendencia se observa practicamente a partir del dia
80 de tratamiento (Fig. 23 B, C). Este resultado podria significar un posible papel del acetato
de leuprolida en la disminucion de la pérdida de MLG progresiva en animales

ovariectomizados.

5.3 Determinacion de composicion corporal mediante indicadores murinométricos
5.3.1 Masa grasa por murinometria (MGm)

Los resultados a continuacion fueron calculados de a partir de determinaciones de
las diferentes dimensiones corporales y mediante ecuaciones basadas en estudios previos
de composicién corporal de ratas. Con la aplicacion de este segundo método, se busco
comprobar similitud de los datos obtenidos previamente utilizando la ecuacion adaptada de
Siri, la cual para fines practicos utiliza indicadores mas precisos como lo es la densidad
corporal. Cabe sefalar que el siguiente método utiliza variables como la longitud del animal,

peso e indice ponderal.
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Figura 24. Andlisis general de los gramos de masa grasa calculados por murinometria (MGm) de todos los

grupos experimentales durante 120 dias. Cada punto en la grafica representa la media y el error estandar de la
media.
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Los resultados arrojaron una ganancia de MGm para todos los grupos al final del
experimento sin embargo, tomando como referencia el grupo CTRL el cual en términos
generales es aquel grupo que representa la referencia de ganancia normal de MGm, es
claro notar que el resto de los grupos presentaron resultados diferentes entre si, segun las
condiciones experimentales de cada uno (Fig. 24).
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Figura 25. A) Analisis comparativo de MGm para los grupos CTRL vs AL. C) Analisis comparativo de MGm para
los grupos OVX vs OVX+AL. Cada punto en los graficos representa la media y el error estandar de la media.
(ANOVA 2V-BONFERRONI, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05).

El grupo AL durante todo el experimento, present6 ligeros incrementos de MGm en
los diferentes periodos de evaluacion y con mayor diferencia al grupo CTRL al final del
experimento en los dias 100 y 120, en tales casos el incremento porcentual al final del
experimento en comparaciéon con los valores obtenidos al inicio del mismo fueron de 60.5
% y 64.6 % para los grupos CTRL y AL respectivamente (Fig. 25-A). Por otra parte, el grupo
OVX presenté un incremento de MG considerable al final del experimento en comparacion
con el determinado al dia 20 con un 77 % de aumento en comparacion con el grupo
OVX+AL con un 62.4 % y practicamente diferencias estadisticamente significativas desde
el dia 80 al 120 del experimento (Fig. 25-B, tabla 8).

Tabla 8. Diferencias de MGm para los grupos CTRL vs AL y OVX vs OVX+AL en los dias 80, 100 y 120.

Grupo Dia 80 Dia 100 Dia 120
CTRL 416+238 471 +1.1 51.0+1.3
ns p <0.05 ns
AL 449+1.8 574+25 58.6 +5.4
oVvX 63.6+1.8 72.6+25 729+3.8
p <0.01 p < 0.001 p <0.01
OVX+AL 52.6+2.2 52.9+27 53.2+6.6
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Durante este lapso, el grupo OVX+AL no incrementé su MGm del mismo modo que
ocurrié con el grupo OVX y ademas, se mantuvo con valores que pueden considerarse
normales, esto si se compara con el grupo CTRL. Es posible que el tratamiento en estos
animales redujo considerablemente su incremento de peso en forma de grasa conservando

la ganancia de MLGm.

5.3.2 Masa libre de grasa por murinometria MLGm

Cuando la MLG es expresada en gramos y no términos porcentuales en estudios
longitudinales, el comportamiento natural es observar incrementos del componente a través
del tiempo, a diferencia de cuando se expresa porcentualmente en donde ocurre lo contario,
este disminuye. Dependiendo de las condiciones experimentales los resultados pueden ser
variables y la ganancia de MLG puede aumentar o disminuir. En la figura 26 se puede
observar el comportamiento de la ganancia de MLGm que tuvieron los grupos
experimentales, todos con un incremento considerable. En grupos integros como lo son
CTRL y AL las diferencias en la MLGm entre ambos resulté tener variaciones de entre 10
a 20 g desde el dia 80 hasta el 120. El grupo AL mantuvo mayor ganancia de MLGm en la
parte final del experimento (Fig. 27-A, tabla 9).
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Figura 26. Resultados de MLGm obtenidos para todos los grupos experimentales obtenida durante todo el
experimento. Cada punto representa la media y el error estandar de la misma.
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Tabla 9. Diferencias de MLGm para los grupos CTRL vs AL y OVX vs OVX+AL en los dias 80, 100 y 120.

Grupo Dia 80 Dia 100 Dia 120
CTRL 146.7+48¢g 156.0+1.1g 167.0+£49g
p <0.01 p <0.05 ns
AL 165.6 +3.8g 173.8+4.3¢g 175.7+9.3¢g
ovX 184.3+31g b <0.01 199.9+43¢g b < 0.001 2004 +6.59g b <0.01
OVX+AL 165.6 +3.8g 169.5+3.6¢g 166.5+1.4¢g

Los grupos OVX y OVX+AL resultaron con diferencias importantes entre ambos del
dia 80 al 120, el mayor incremento de MLGm fue para el grupo OVX con un 48.6 % final
mientras que OVX+AL termind con un incremento de 32 % final, valor porcentual que
practicamente conservé desde el dia 60 al 120 con minimas variaciones (Fig. 27-B, tabla
8). Un resultado que deja entrever el papel del acetato de leuprolida sobre la MLGm en

animales ovariectomizados.

210 210- o .
200 A) 200 B) 5 .................... l)
190 190 e
180 k l 180 e

D —— 5 1
*%k
170- o] 170~ 2 L .

o ; l 3 I ) 1. I )

O 160 £ 160

5 - 5 .

&5 150 & 150 %

140+ 140

130 130+

1204 1204

O O0vX
A  OVX+AL

® CTRL
® AL

1104 11047

100 T T T
20 40 60 80

Dias

] 100 T T T
120 20 40 60 80

Dias

T T 1
100 100 120

Figura 27. A) Comparativa de MGm para los grupos CTRL vs AL. B) Comparativa de MGm para los grupos
OVX vs OVX+AL. Cada punto representa la media y el error estandar de la misma. (ANOVA 2V-BONFERRONI,
***p<0.001, **p<0.01, p<0.05).

5.4 Estudio de la composicion corporal mediante diseccion

Existen métodos proximales que se basan unicamente en la contextura del
organismo y sus dimensiones (masa y longitud), frecuentemente estas aproximaciones
resultan inconsistentes y dificiles de comprobar. Hasta el momento se han mostrado
resultados de variables de composicion corporal basadas en calculos indirectos que utilizan
variables murinométricas y estudios de hidrodensitometria, los cuales, tienen validez ya que

pueden ser utilizados en un estudio longitudinal donde el organismo puede ser evaluado en
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diferentes lapsos de tiempo. En el siguiente apartado se describen los resultados obtenidos
a partir de muestras representativas por periodos de evaluacion (n=4 +1 para cada grupo)
lo cual implica un método directo de analisis de composicidon corporal con el que es posible
validar las determinaciones realizadas In vivo y que ademas representa un analisis de

mayor precision.

5.4.1 Peso de la piel

Los resultados que se presentan a continuacién constituyen el peso de la piel
disecada de cada animal la cual, es considerada como el 6rgano con mayor distribucién de
grasa corporal en comparacién con el resto del organismo. El peso de la piel resultd
levemente mayor en el grupo AL sobre el grupo CTRL en la mayor parte del experimento
pero con diferencias estadisticamente significativas s6lo hasta los dias 100 (CTRL 28.5 +
0.3gvsAL 36.2+1.06g; p<0.05)y 120 (CTRL 28.4 £+0.9gvs AL 38.6 £2.3. g; p <0.05)
del experimento (Fig. 28). En cuanto a los grupos OVX'y OVX+AL el peso de la piel fue muy
similar en los diferentes periodos de evaluacién aunque ambos grupos resultaron con los

mayores valores de peso de la piel en comparacion con los grupos integros (Fig. 29 A, B).
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Figura 28. Vista general de los resultados de peso de la piel disecada en gramos para todos los grupos
experimentales durante todo el experimento. Cada punto representa la media y el error estandar de la misma
(n=4).
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Figura 29. A) Resultados de peso de la piel disecada en gramos para los grupos CTRL y AL. B) Peso de la piel
disecada para los grupos OVX y OVX+AL. Cada punto en la grafica representa la media y el error estandar de
la misma, n=4 (ANOVA 2V-BONFERRONI, *p<0.05).

5.4.2 Peso de la carcasa

Un componente altamente representativo de la MLG es el peso de la carcasa y esta
corresponde al peso de cada animal totalmente eviscerado y sin tejido cutaneo. Como era
esperado el peso de la carcasa cambié para todos los grupos dependiendo de las

condiciones experimentales (Fig. 30).
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Figura 30. Vista general de los resultados obtenidos de peso de la carcasa para todos los grupos en todo el
experimento. Cada punto representa la media y el error estandar de la misma (n=4).
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Un resultado a destacar es el que se observa en la figura 31-A en donde se compara
el grupo CTRL vs AL durante todo el experimento y es notable un mayor peso de la carcasa
del grupo CTRL sobre el grupo AL en practicamente todo el experimento con diferencias
estadisticamente significativas y un peso final de carcasa de 32 % y 44.2 % mayor respecto
al inicio del experimento para el caso del grupo CTRL (95.2 £3.4 g; dia20vs 140.3+5.6 g
dia 120) y el grupo AL (92.7 + 2.2 g; dia 20 vs 166.3 + 2.5 g; dia 120) respectivamente.
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Figura 31. A) Resultados del peso de la carcasa con diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
CTRL y AL, las cuales se observan practicamente desde los dias 40 al 120. B) Analisis comparativo del peso
de la carcasa del grupo OVX vs OVX+AL. Cada punto representa la media y el error estandar de la misma n=4,
(ANOVA 2V-BONFERRONI, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05).

Cabe sefalar ademas, que el grupo AL termindé con un peso final de carcasa
ligeramente por encima el grupo OVX+AL del cual, se esperaba hipotéticamente que
finalizara con el mayor registro de peso de carcasa sobre el resto de los demas grupos de
estudio. Los resultados de los grupos OVX y OVX+AL fueron similares en el peso de la
carcasa en buena parte del experimento (dia 20-80) y unicamente en los dos ultimos
periodos de evaluacion resultaron estadisticamente diferentes entre si, con un mayor peso
de la carcasa para el grupo OVX en los dias 100 y 120 de evaluacion (Fig. 31-B). Al final
del estudio el grupo OVX tuvo un incremento de 48 % de peso de la carcasa (92.5 + 3.7 g;
dia 20 vs 180 = 2.3 g; dia 120) respecto al inicio, mientras que el grupo OVX+AL su
incremento final fue de 39.2 % (97.9 £ 5.1 g; dia 20 vs 161.2 £ 1.2 g; dia 120).
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5.5 Analisis quimico de lipidos totales en piel

Como se esperaba, la cantidad de lipidos totales en piel fue directamente
proporcional al peso de donde fueron extraidas, a mayor peso en piel, mayor fue la
concentracién de lipidos totales obtenidos. Al igual que ocurrié con los resultados de peso
de la piel (Fig. 28, 29-B), los grupos OVX 'y OVX+AL mantuvieron incrementos importantes
en la mayor parte del experimento y finalizaron con los porcentajes de lipidos totales en piel
mas altos con un 66 % y 50 % respectivamente, esto con referencia a los valores iniciales

del experimento (Fig. 32).
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Figura 32. A) Gramos de lipidos totales en piel de todos los grupos a partir de extraccién con
metanol:cloroformo. B) Analisis comparativo entre el grupo CTRL y AL. El grupo AL mantuvo mayor cantidad
de lipidos extraidos en piel a partir del dia 4 hasta el 120. C) Analisis comparativo de lipidos en piel entre el
grupo OVX y OVX+AL, los cuales, finalizaron con los mayores niveles. Cada punto representa la media y el
error estandar de la misma n=4, (ANOVA 2V-BONFERRONI, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05).
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El grupo AL resulté tener mayor cantidad de lipidos extraidos en piel desde el dia

40 hasta el 120 que el grupo CTRL, con una diferencia estadisticamente significativa de
entre 4-6 g por periodo de evaluacion (Fig. 32-B). El grupo OVX en este sentido, tuvo un
aumento con comportamiento logaritmico desde el inicio del experimento finalizando con
un 65.8 % mayor de lipidos totales en piel respecto al inicio. El grupo OVX+AL finalizdé con
un 52.9 % mas que al inicio, lo cual indica que a pesar de que el peso total en piel para
ambos grupos fue muy similar en todo el experimento, la cantidad de lipidos extraidos fue
mayor en el grupo OVX (Fig. 29-B, 32-C). Sin embargo, a pesar de esta observacion la
relacion entre el peso total de la piel y los lipidos extraidos de cada muestra resultd
proporcional para todos los ensayos realizados, esto se demostré con un analisis de
regresion lineal (Fig. 33).
80+

~
o
L

[ )

(=2}
o
1

[2)]
o
1

w
o
1

N
o
1

Peso total de la piel (g)
IS
o

10- y=1.85y +9.54
r’=0.74
o T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Lipidos totales en piel (g)
Figura 33. Analisis de regresién entre el peso total de la piel disecada (g) y los lipidos totales en piel (g) para

todas las muestras obtenidas del experimento (r2= 0.74, p < 0.001). Cada punto representa la relacion entre el
peso de la piel y la cantidad de lipidos presentes del total de muestras del experimento.

Una vez demostrado lo anterior, se realizé un nuevo analisis de regresién, pero
ahora para saber si existia cierta proporcionalidad entre el indice ponderal (IP) es decir, la
complexion del animal y la cantidad de lipidos totales en piel (Fig. 34). Tal regresion se
elabord comparando el promedio por sacrificio para cada grupo contra la media de los
lipidos en piel obtenidos de igual forma, por grupo y sacrificio. El analisis indicé en efecto,
que a mayor IP mayor era la cantidad de lipidos presentes en piel. El grupo OVX representd

una linealidad constante desde el inicio del experimento hasta el final mientras que los
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grupos AL y OVX+AL resultaron similares en este mismo analisis y con la ubicacién de sus
puntos muy préximos entre si. Como era esperado, los puntos del grupo CTRL se resultaron

como aquellos que representaron los minimos valores del analisis.
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Figura 34. Analisis de regresion entre el extracto lipidico total de piel (g) y el indice ponderal. Cada punto
representa el analisis comparativo entre las medias de ambas variables por grupo y periodo de sacrificio (r2=
0.76, p < 0.001).

5.6 Validacion de los estudios de composiciéon corporal

Para confirmar que los resultados de composicidén corporal que se obtuvieron a partir
de 3 tipos de ensayos fueron obtenidos de forma adecuada y ademas demostrar la
confiabilidad de los mismos, se realizé un analisis de correlacion de los componentes
principales de la composicién corporal (MG y MLG) entre el método mas preciso y directo
que es la diseccion de la muestra y aquellos calculados de forma indirecta mediante las
ecuaciones adaptadas de Siri y por estudios de murinometria. En la figura 35-A se muestra
una correlacion entre las medias obtenidas para todos los grupos de los 0-120 dias de MG
obtenida por la ecuacion de Siri (MG-s) y la que fue obtenida por diseccion (MG-d), un
meétodo /n vivo y uno Post mortem con unar =0.90 y una p < 0.001, tal y como se observa,

existe una similitud muy alta entre ambas metodologias. En la misma figura en el apartado
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B, se realizé un analisis similar esta vez comparando la correlacién de datos obtenidos para

el calculo de MG-s y aquel que fue obtenido por murinometria MG-m en cual se observo

una correlacion positiva y estadisticamente significativa (r = 0.89, p < 0.001).
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Figura 35. Correlaciones de las medias de los diferentes métodos de calculo de MG expresado en gramos
desde los 20 hasta los 120 dias. A) Correlacién positiva (Pearson r = 0.90) entre la MG calculada por ecuacién
de Siri (MG-s) y MG calculada por diseccion (MG-d). B) Correlacion positiva entre la MG obtenida por
murinometria (MG-m) y la MG-d (Pearson r= 0.89). C) Correlacion positiva entre los dos métodos in vivo MG-m
y MG-s (Pearson r= 0.98). D) Dispersion de las medias obtenidas para los tres métodos de analisis de MG para
todos los grupos de los 0 a 120 dias.

Se encontro de igual forma, que la correlacion entre los métodos de calculo de masa grasa
in vivo (MG-m y MG-s), resulté ser positiva y con una significancia estadistica importante (r
= 0.98, p < 0.001), (Fig. 35-C). Para poder interpretar de mejor forma estas correlaciones,
se realizdé una dispersion de las medias de los tres métodos de obtencion de MG (MG-d,

MG-s y MG-m) en la cual, se observd una distribucién muy similar entre las tres
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metodologias que corresponden ampliamente a lo observado en las graficas de correlacion.
Las dispersiones que resultaron tener gran similitud fueron las realizadas para MG-s y MG-
m que a pesar de utilizar diferentes variables para su calculo, los resultados fueron

consistentes (Fig. 35-D).

En este mismo sentido, se realizaron los mismos analisis para los resultados

obtenidos de MLG bajo las mismas condiciones.
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Figura 36. Correlaciones de las medias de todos los grupos experimentales de MLG expresada en gramos
desde los 20 hasta los 120 dias para las tres metodologias. A) Correlaciéon entre los gramos de masa libre de
grasa obtenidos mediante la ecuaciéon de Siri (MLG-s) y por diseccion (MLG-d), (Pearson r = 0.95). B)
Correlacion entre MLG-d y MLG-m (Pearson r = 0.95). C) Correlacién positiva entre MLG-m y MLG-s (Pearson,
r=0.99). D) Dispersion de las medias obtenidas para los tres métodos de analisis de MLG para todos los grupos
de los 0 a 120 dias.
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En estos analisis se pudo comprobar la alta correlacién entre los métodos de célculo
de MLG por los 3 métodos aplicados en este experimento (Fig. 36). La correlacion entre los
datos obtenidos mediante los métodos in vivo MLG-s y MLG-m con los datos de MLG-d
resultaron en valores muy similares con unar =0.95y p < 0.001 en ambos casos (Fig. 36-
A, B). Los resultados del mismo analisis entre los métodos in vivo (MLG-s y MLG-m),
mostraron una alta correlacion con unar =0.99 y p <0.001 (Fig. 36-C). En la dispersién de
la medias de las tres metodologias de calculo de MLG se pueden observar que los datos
estan ubicados en posiciones muy similares con variaciones en la media de cada ensayo
(Fig. 36-D).

Lo anterior indica que las técnicas de estudio /n vivo seleccionadas para este
experimento, son altamente reproducibles y que el calculo de ambos componentes (MG y
MLG) mediante estas metodologias es valido ya que a pesar de que cada técnica implica
utilizar diferentes variables, los resultados siempre fueron consistentes y con una similitud

amplia.

5.7 Estudio de intercambio respiratorio

Los resultados de intercambio respiratorio se calcularon midiendo la frecuencia de
consumo de oxigeno y produccién de biéxido de carbono por unidad de tiempo. A partir de
estas frecuencias se determind el coeficiente respiratorio que se deriva de la relacién de
oxigeno y biéxido de carbono que se intercambia (VCO,/VOy), este valor es adimensional
pero sirve para determinar la tasa metabdlica y la principal fuente de oxidacidn bioldgica

que utiliza el organismo para la obtencion de energia.

5.7.1 Frecuencia de consumo de oxigeno

La frecuencia de consumo de oxigeno resulté ser mayor en los grupos AL, OVX 'y
OVX+AL en comparacion con el grupo CTRL, esto se observo a partir del dia 40 hasta el
final del experimento (Fig. 37-A). Durante este periodo fue cuando entre el grupo CTRL y
AL se presentaron diferencias estadisticamente significativas (Fig. 37-B). Estas diferencias
indican que existe un efecto del acetato de leuprolida sobre la frecuencia de consumo de
oxigeno al menos para el grupo AL ya que a pesar de que los grupos OVX y OVX+AL
tuvieron una frecuencia ligeramente mayor de consumo de oxigeno respecto a los grupos
integros no se podria asegurar que este fendmeno haya sido producido por el analogo o

bien por la ovariectomia (Fig. 37-C).
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Figura 37. Frecuencia de consumo de oxigeno. Los grupos OVX, OVX+AL y AL resultaron con una mayor tasa
de incorporacién de oxigeno respecto al grupo control (ANOVA 2V-BONFERRONI, ***p>0.001, **p>0.01,

*p<0.05).

A los 120 dias del experimento la frecuencia de consumo de oxigeno entre grupos
equivalentes CTRL y AL resulté con diferencias estadisticamente significativas (CTRL, 0.71
+ 0.02 pyL/min.g vs AL 1.08 + 0.08 pL/min.g; p<0.05). Por otra parte el grupo OVX+AL
terminé con una mayor frecuencia de consumo de oxigeno respecto al grupo OVX
(OVX+AL, 1.28 £ 0.10 pL/min.g vs OVX 0.93 + 0.06 uL/min.g; p<0.05). Estos resultados se
pueden contrastar con los que se obtuvieron al dia 20 en donde se puede observar que los

cuatro grupos tienen valores iniciales practicamente iguales (Fig. 38).
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Figura 38. Frecuencia de consumo de oxigeno para todos los grupos al inicio y el final del experimento. Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran entre grupos equivalentes en un mismo dia (CTRL vs

AL y OVX vs OVX+AL). (ANOVA 2V, *p<0.05).

5.7.2 Frecuencia de produccion de biéxido de carbono

La cantidad de CO, producido en funcidon del tiempo para todos los grupos en
general fue disminuyendo gradualmente, sin embargo, tanto al inicio como al final no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos equivalentes,

permanecio constante con minimas variaciones (Fig. 39).
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Figura 39. Frecuencia de produccion de CO; para todos los grupos al inicio y el final del experimento. Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran entre grupos equivalentes en un mismo dia (CTRL vs

AL y OVX vs OVX+AL). (ANOVA 2V, *p<0.05)
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Los contrastes entre grupos equivalentes para esta variable fueron minimos y en

cada periodo de evaluacion se puede apreciar esta constante (Fig. 40 A, B).
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Figura 40. A) Analisis de frecuencia de produccion de CO; entre el grupo CTRL y AL por cada periodo de
evaluacién. B) Analisis de frecuencia de produccion de CO> entre los grupos OVX y OVX+AL. Cada punto en
las figuras representa la media y su error estandar (ANOVA 2V-BONFERRONI).

5.7.3 Coeficiente de intercambio respiratorio

Los resultados de coeficiente de intercambio respiratorio (R) como se observan en
la figura 41, fueron similares para los grupos AL, OVX y OVX+AL en comparacion con los
del grupo CTRL el cual desde el dia 20 al 120 practicamente tuvo un R cercano a 1. El resto
de los grupos tuvieron un inesperado aumento en el dia 40 (R de 1.1-1.3) y para las
siguientes determinaciones R se encontr6 alrededor de los 0.65 unidades (Fig. 41).

Los analisis entre grupos equivalentes indican que los grupos CTRL y AL resultaron
con diferencias estadisticamente significativas pero sélo en el periodo que comprende de
los 40 -120 dias (Fig. 41-B), mientras que los grupos OVX y OVX+AL compartieron gran
similitud en los valores de R en todo el experimento (Fig. 41-C). Los resultados para los
grupos AL, OVX y OVX+AL en funcion de su R indican que producian mayor cantidad de
CO2 respecto al oxigeno que consumian. El grupo CTRL con valores de R cercanos a 1
estuvo mas cerca de un equilibrio de intercambio gaseoso, lo cual significa un adecuado

balance energético.
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Figura 41. A) Coeficiente de intercambio respiratorio de todos los grupos. B) Analisis comparativo de R entre el
grupo CTRL y AL. C) Analisis comparativo de R para los grupos OVX y OVX+AL. Cada punto en las figuras
representa la media y su error estandar (ANOVA 2V-BONFERRONI, ***p>0.001, **p>0.01, *p<0.05).

En el lapso del dia 40 a 80 dias los valores de R para los grupos OVX, OVX+AL y
AL presentaron un descenso respecto al grupo control. Los valores cercanos a 0.7 respecto
al coeficiente respiratorio representan que el principal aporte de energia se esta dando a
partir de los lipidos, lo cual resulta contradictorio ya que estos grupos son los que presentan

un mayor incremento en la ganancia de peso corporal. Finalmente cuando se comparé la
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diferencia al dia 120 entre grupos equivalentes, solo el grupo CTRL finalizé con un R mayor

que el grupo AL.
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Figura 42. Coeficiente de intercambio respiratorio para todos los grupos al inicio y al final del experimento. Las
diferencias estadisticamente significativas se muestran entre grupos equivalentes en un mismo dia (CTRL vs
AL y OVX vs OVX+AL), (ANOVA 2V, *p<0.05).

5.8 Ensayos bioquimicos

5.8.1 Determinacion de glucosa
La concentracidon de glucosa fue ligeramente superior para los grupos AL, OVX y
OVX+AL en comparacion de grupo control pero casi la totalidad de las determinaciones

resultaron estar dentro del rango aceptable como normal para la rata Wistar (Fig. 43 A, B).
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Figura 43. A) Concentracion de glucosa en sangre (mg/dL) para los grupos CTRL y AL. B) Concentracion de
glucosa de los grupos OVX y OVX+AL. La linea discontinua representa, el rango normal de glucemia en rata
Wistar. Los ensayos se realizaron por triplicado en una n= 4 por cada grupo (ANOVA 2V-BONFERRONI).
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Aunque es poco perceptible pero posiblemente el tratamiento y/o la ovariectomia parece
aumentar ligeramente las concentraciones de glucosa en sangre, sin embargo, esto no

significa un factor de riesgo.
5.8.2 Determinacion de triglicéridos

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la concentracion
de triglicéridos en sangre durante todo el experimento. Los resultados fueron similares en
practicamente todo el experimento y ningun valor estuvo por encima del limite considerado

como saludable para la concentracién de triglicéridos en rata (Fig. 44).
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Figura 44. Concentracion de triglicéridos en sangre (mg/dL) en todos los grupos experimentales. Cada punto
representa la media y su error estandar. Los ensayos se realizaron por triplicado en una n= 4 por cada grupo.
(ANOVA 2V-BONFERRONI).

5.8.3 Determinacion de colesterol total y HDL

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la concentracion
de colesterol en sangre durante todo el experimento. Los resultados indican que en cada
periodo de evaluacién los valores que se obtenian eran similares para todos los grupos y
en practicamente todo el experimento estos valores resultaron dentro del rango permisible
de colesterol total en la rata Wistar como se observa marcado con las lineas discontinuas
en la figura 45-A. Al igual que con los otros indicadores bioquimicos las concentraciones de
colesterol HDL no presentaron cambios o variaciones entre grupos y permanecieron
constantes durante todo el experimento. La mayor parte de los valores obtenidos se

encontraron por encima del limite inferior saludable para una rata (Fig. 45-B)
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Figura 45. A) Concentracion de colesterol total en sangre (mg/dL) y B) Concentracion de colesterol HDL en
sangre (mg/dL) en todos los grupos experimentales. Cada punto representa la media y su error estandar. Los
ensayos se realizaron por triplicado en una n= 4 por cada grupo. (ANOVA 2V-BONFERRONI).

5.9 Consumo de alimento

Los resultados de consumo de alimento se reportan en g/dia*100 g de peso del
animal. Al finalizar el experimento el grupo AL registro un 9.37 % de consumo de alimento
mayor que el grupo CTRL. El mismo analisis indicé que el grupo OVX tuvo un 1.68 % mas

de consumo de alimento comparado con el grupo OVX+AL.
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Figura 46. A) Analisis de consumo de alimento para los grupos CTRL y AL; B) Analisis de consumo de alimento
para los grupos OVX y OVX+AL. Cada punto en las graficas representa el promedio acumulado cada 20 dias
de mediciones diarias del alimento consumido (ANOVA 2V-BONFERRONI)
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Cuando el analisis se realizé en funcion del tiempo se observé que las diferencias
entre grupos equivalentes resultaron minimas en los diferentes periodos de evaluacién (Fig.
46), sin embargo, por un largo periodo esas minimas diferencias resultan en una mayor
ingesta acumulada y por ende mayor posibilidad de ganancia de peso. Para poder saber si
la ingesta de alimento tenia un impacto directo sobre el desarrollo de peso corporal, se
realizé un analisis de regresion con los promedios de consumo de alimento por cada grupo
y periodo de evaluacién y se comparé con los pesos promedio en el mismo orden. Los

resultados de este analisis indicaron que el peso del animal es proporcional al consumo de

alimento (Fig. 47).
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Figura 47. Anélisis de regresion entre el peso corporal y el consumo de alimento de todos los grupos por los 6 periodos
de evaluacién. Cada punto representa la comparacion de la medias entre ambas variables.

5.10 Consumo de agua

A partir del dia 40 tanto grupos integros como ovariectomizados resultaron tener
diferencias considerables entre si, hasta el final del experimento. El grupo AL tuvo un 3.1
% mas de consumo de agua respecto al CTRL en el dia 120 mientras que el grupo OVX+AL
al final resulté con un 7.2 % mayor que el grupo OVX (Fig. 48-A). Aunque no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas, se observé que los grupos ovariectomizados

tuvieron un consumo menor al final del experimento respecto a los grupos integros, pero
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ademas esta diferencia se observé practicamente a partir del dia 60 del experimento (Fig.
48-A,B).

A) o CIRL B) 81 120 dias
¢ AL
o 0OVX
74 A OVX+AL 64
o 9. o
g vl 8
S e £ 4
R L - S
E & A i :
5 hc) 24
4 T T T T 1 0-
- B CTRL AL OVX  OVX+AL

Figura 48. A) Consumo de agua para todos los grupos experimentales durante todo el proyecto. B) Histograma
de consumo de agua a los 120 dias para todos los grupos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas pero si un historial de consumo igual tanto para grupos integros como ovariectomizado

5.11 Analisis de RT-PCR

Los resultados de expresion de RNAm se expresaron como la proporcién de la sefal
emitida de las bandas de los productos de amplificacion deseados, normalizados con la
sefal de GAPDH. Los analisis se realizaron de muestras obtenidas a los 20 y 120 dias,

lapso considerado como el inicio y final del experimento respectivamente.
5.10.1 Expresion de RNAm de Ghrelina

Como se puede observar en la figura 49 al final del experimento, la expresion del
RNAm de grelina incrementé en cerca de un 70 % para el grupo AL comparado con el grupo
CTRL (p<0.05), mientras que el grupo OVX+AL resultdé con un 27 % menos de expresion
de RNAm de grelina en comparacion con el grupo OVX (p<0.05). De hecho, el grupo OVX
tuvo los valores mas altos de expresion de RNAm de grelina que el resto de los grupos de
estudio (Fig. 49). A pesar de que la expresion de RNAm de grelina del grupo AL en el dia
20 fue mayor que el grupo CTRL, la expresion a los 120 dias incremento

considerablemente pero no asi para el grupo CTRL.
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Figura 49. Expresion del RNAm de grelina a los 20 y 120 dias para todos los grupos experimentales. Se
comparan grupos equivalentes integros y ovariectomizados (inicio vs final). (ANOVA-2V, *p < 0.05).

Los cambios en expresion de grelina también se notaron en funcion del tiempo, el
grupo AL tuvo una mayor expresion del RNAm de grelina en el dia 120 en comparacion que
la que obtuvo el dia 20. El grupo CTRL fue el unico que no presenté cambios en este
sentido. Los grupos OVX y OVX+AL de igual forma resultaron con aumentos importantes
en la expresiéon del RNAm de grelina al dia 120 en comparacion con el dia 20. En la figura
50 se observa una imagen representativa de los ensayos realizados de productos de PCR
para el RNAm de grelina (347 pb) y GAPDH (207 pb), los cuales, posteriormente se
analizaron y cuantificaron.
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Figura 50. Fotografia representativa de los productos de amplificacion del RNAm de grelina (347pb) y GAPDH
(207 pb) de todos los grupos experimentales a los 20 y 120 dias. Pozo A-CTRL, pozo B-OVX, pozo C-OVX+AL
y pozo D-AL.

5.10.2 Expresion de RNAm de Leptina

La expresion del RNAm de leptina no tuvo cambios considerables en su expresion,

unicamente el grupo OVX+AL al final del experimento aumento un 8 % su expresion
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respecto a su grupo equivalente OVX (p<0.05). El grupo AL a pesar de que desde el inicio
del experimento resultdé con una menor expresion del RNAm comparado con el grupo
control, a los 120 dias ambos grupos tuvieron una expresion de leptina muy similar (Fig.
51).
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Figura 51. Expresién del RNAm de leptina a los 20 y 120 dias para todos los grupos experimentales. Se
comparan grupos equivalentes integros y ovariectomizados. (ANOVA-2V, *p < 0.05).

En relacion al analisis de expresion del RNAm de leptina inicial y final por cada
grupo, se observo que para el caso del grupo CTRL no hubo cambios y permanecio
practicamente igual, respecto al grupo AL a pesar de que en un inicio tuvo menor expresion
de RNAm de leptina comparado con el grupo CTRL, este, finalizé con 23 % mas de
expresion (Fig. 51).
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Figura 52. Fotografia representativa de los productos de amplificacion del RNAm de leptina (334 pb) y GAPDH

(207 pb) de todos los grupos experimentales a los 20 y 120 dias. Pozo A-CTRL, pozo B-OVX, pozo C-OVX+AL
y pozo D-AL.

Para los grupos OVX 'y OVX+AL se presentaron incrementos de expresion de leptina
de 15 y 22 % respectivamente. La figura 52 es una fotografia representativa de los ensayos

de leptina con los productos de amplificacion del RNAm de leptina y GAPDH.
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5.10.3 Expresion de mRNA de Lipoproteinlipasa

Los resultados de expresion del RNAm de LPL indicaron que el grupo AL finalizd
con una mayor expresion de LPL de 40 % por encima del grupo CTRL (p<0.05), el cual,
resultd con igual expresion que al inicio del experimento. Interesantemente cuando se
realizé el mismo analisis en los grupos ovariectomizados, el grupo OVX resulté con una

mayor expresion de LPL con un 55 % mas que el grupo OVX+AL (p<0.05), (Fig. 53).
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Figura 53. Expresion del RNAm de LPL a los 20 y 120 dias para todos los grupos experimentales. Se comparan
grupos equivalentes integros y ovariectomizados. (ANOVA-2V, *p < 0.05).

Cuando el analisis se realizdé en funcién al tiempo y un mismo grupo, se pudo
observar que a diferencia del grupo CTRL, el resto de los grupos de estudio, tuvieron
cambios notables, como es el caso del grupo AL el cual, tuvo un aumento de expresion del

RNAmM de LPL de 44 % al dia 120, comparado con el dia 20.
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Figura 54. Fotografia representativa de los productos de amplificacion del RNAm de LPL (292 pb) y GAPDH

(207 pb) de todos los grupos experimentales a los 20 y 120 dias. Pozo A-CTRL, pozo B-OVX, pozo C-OVX+AL
y pozo D-AL.

El grupo OVX bajo el mismo analisis aumenté un 54 % y el grupo OVX+AL disminuyo
un 24% respecto a la expresion de RNAm de LPL obtenida al dia 20 (Fig. 53). En la figura
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54 se muestra una fotografia de los productos de amplificacion de LPL (292 pb) y GAPDH
(207 pb) obtenidos a los 20 y 120 dias.
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6. Discusion

En la actualidad el uso de analogos de GnRH esta ampliamente distribuido debido
a su papel central de regular directamente procesos de tipo reproductivo. Las aplicaciones
mas reconocidas a nivel clinico de la GnRH y sus analogos, son la estimulacion o supresion
gonadal permitiendo incrementar o reducir la fertilidad en mamiferos, regulacion hormonal
en casos de pubertad precoz o tardia, tratamientos oncoldgicos en hombres y mujeres
como: hiperplasia prostatica, endometriosis, ovarios poliquisticos, fibromas uterinos, cancer
de ovario, etc. (Millar & Newton, 2013). Este papel le ha dado afios de investigacion no solo
en profundizar y conocer sus mecanismos de accion, sino en desarrollar analogos con igual
o mayor efecto terapéutico debido a las manipulaciones en la molécula original, se sabe
que la substitucion de aminoacidos por isomeros D, aumenta la afinidad al receptor
potenciando su efecto de 10 (D-Leu, Leuprorelina) a 100 (D- triptéfano, Triptorelina) veces
mas respecto a la GnRH enddgena. Las modificaciones en la parte final de la molécula le
confieren resistencia a protedlisis y por ende mayor tiempo de vida en circulacion (Karten
& Rivier, 1986). Esto se traduce en mejores efectos bioldgicos y respuestas terapéuticas,
sin embargo, esto también podria causar efectos indeseados, uno de los frecuentemente
reportados es la ganancia subsecuente de peso, sin embargo, existen escasos estudios
dirigidos a entender este fendmeno.

El empleo del acetato de leuprolida como agente terapéutico en problemas del
sistema reproductivo y oncoldgicos es considerado como uno de los mas seguros y de facil
disponibilidad (Wilson, Meethal, Bowen, & Atwood, 2007). Ademas, gracias al papel
neurotrofico que le ha sido conferido a la GnRH, en los ultimos afios esta hormona y sus
analogos han sido probados en procedimientos experimentales relacionados con
problemas del sistema nervioso, Guzman-Soto y colaboradores en 2012 encontraron que
un tratamiento con acetato de leuprolida mejora los signos clinicos de locomocion en ratas
con encefalopatia autoinmune experimental, incrementando marcadores como proteina
basica de mielina, neurofilamentos y con una ganancia considerable de peso corporal.
Tanto a nivel clinico como experimental este efecto secundario sélo se ha reportado como
un dato adicional y con muy poca atencion en describir si el cambio de peso genera cambios
en algun componente de la composicion corporal, como lo son MG y MLG.

Este estudio demostré que el tratamiento a largo plazo con acetato de leuprolida es
capaz de generar cambios en la composicién corporal tanto en animales integros como

ovariectomizados ademas de que produce cambios importantes en indicadores
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murinométricos, metabdlicos y marcadores orexigénicos. Referente al peso corporal se
confirmé que el tratamiento, genera aumento incrementos a largo plazo en un animal
integro (AL) esto concuerda con observaciones hechas en tratamientos de pubertad precoz
(Aguiar et al., 2006; Anik et al., 2015; Chiumello et al., 2000), cancer prostatico (Basaria et
al., 2002; Smith, 2004b) y regulacion de fertilidad (Herbert & Trigg, 2005; Lessey, 2000).
Esto indicd un efecto directo sobre el peso corporal de animales integros y sin ninguna
patologia asociada como en los reportes anteriormente mencionados. Cabe senalar que los
animales ovariectomizados sin tratamiento (OVX), terminaron con el mayor aumento de
peso en comparaciéon con el resto de los demas grupos (CTRL, AL y OVX+AL), esto también
confirma que la remocion gonadal y por ende la pérdida de secrecion esteroidal, es
suficiente para inducir cambios en el peso corporal como ya ampliamente se ha difundido,
esto sucede en la mayoria de los mamiferos (Moorman et al., 2009; Wegorzewska et al.,
2008; Wei et al., 2014). Nguyen et al 2004, en un modelo de ovariectomia en gatos reporté
un incremento de 53 % de aumento de peso después de 60 dias después de la cirugia en
comparacion con un grupo sham con solo el 27 %. En una buena parte de los trabajos que
estudian los efectos de la gonadectomia el reemplazo de hormonas esteroidales parece
controlar estos aumentos de peso corporal. Sin embargo, parece ser que el acetato de
leuprolida tuvo un efecto similar cuando se aplicé en animales castrados (OVX+AL) ya que
no incrementaron su ganancia en peso de la misma forma que lo hizo el grupo OVX. Este
hallazgo posiblemente conduzca al planteamiento de nuevos experimentos para conocer si
el acetato de leuprolida juega un papel en la prevencion de aumento de peso y como ocurre
en animales con ausencia de gonadas. Ademas, practicamente es nulo encontrar esta
asociacion en otros estudios, se puede hipotetizar quizas, que existe algun otro tejido
blanco que esté supliendo la funcién secretora de la gonadas.

Es importante sefialar que los animales utilizados en este experimento, se
encontraban en una edad todavia de crecimiento y tal situacion fue aprovechada para saber
si el acetato de leuprolida afectaria esta condicion. Al igual que sucedié con el peso, la
longitud de los grupos experimentales se modificd en respuesta a los tratamientos, tal y
como se observé con el grupo AL que practicamente de la mitad del experimento hasta el
final los animales tuvieron registros de mayor longitud naso-anal en comparacioén que el
grupo CTRL. El aumento de estatura después de un tratamiento con analogos a GnRH se
ha reportado desde casos de pacientes con insensibilidad a hormona de crecimiento (El

Kholy & Elsedfy, 2011) hasta en adolescentes que llegan a la pubertad con una estatura
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baja (Tanaka et al., 1997). En animales experimentales tratados por largos periodos con
triptorelina un analogo de GnRH se observo un incremento final en la longitud con cambios
en la secrecion de hormona del crecimiento (Gevers, Wit, & Robinson, 1998).

Hasta este este punto sdlo se habia confirmado que el acetato de leuprolida tenia
un efecto sobre el peso final y la longitud de los animales, sin embargo, en nuestro estudio
el consumo de alimento guardaba una relacion importante con los grupos experimentales
que presentaban incrementos importantes en peso. Al parecer los animales mas pesados
como los del grupo OVX también tuvieron un consumo de alimento alto en todo el
experimento, esto se pudo verificar con el indicador de ganancia especifica de peso (GEP)
que también fue alto para este grupo. El aumento en el consumo de alimento o hiperfagia
se ha asociado como una de las principales causas de ganancia de peso en modelos
experimentales que fueron sometidos a ovariectomia como es el caso del estudio de Jiang
et al., 2008 que reporté que la hiperfagia era la causa principal de ganancia de peso en
ratas Sprague-Dawley y recientemente en un nuevo estudio se reporté que si se previene
esta sobrealimentacion en ratas ovariectomizadas, se puede incidir sobre la ganancia de
peso corporal y los depdsitos de lipidos a nivel hepatico (Kitson et al., 2015).

La mayoria de los estudios que reportan estas respuestas derivadas de los
tratamientos con GnRH o sus analogos sélo se limitan a dar a conocer peso, talla o longitud
segun sea el caso y en escasas ocasiones miden los componentes de composicion
corporal. En este experimento la determinacion de los componentes de la composicion
corporal fue el principal eje de estudio. Se buscé la forma de poder evaluar a través del
tiempo estos componentes mediante técnicas no invasivas y de alta reproducibilidad, para
esto se montd la determinacién de la composicién corporal mediante hidrodensitometria y
ecuaciones predictivas de MG y MLG. Bajo estos analisis se observo que el grupo AL tuvo
valores de MG mayores en comparacion con el grupo CTRL, en cuanto al componente de
MLG este no tuvo diferencias considerables. En ensayos clinicos de terapias dirigidas a
tratamiento de cancer de préstata con acetato de leuprolida para causar disminucién de
androgenos, se ha reportado que hay incrementos de peso corporal y ademas aumentos
en MG, esto ha sido determinado por diferentes técnicas como bioimpedancia eléctrica y
absorciometria foténica dual de rayos x (Smith, 2004a; Stoch et al., 2001). Al igual que
ocurrio con el peso corporal, el grupo OVX obtuvo los valores de MG mas altos en
comparacion con los demas grupos de estudio y nuevamente se observo una relacion del

efecto del acetato de leuprolida sobre este componente de MG en el grupo OVX+AL, ya
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que a partir del dia 60 hasta el final del experimento no cambidé y sélo tuvo minimas
variaciones. De modo que con este analisis se pudieron observar dos respuestas, primero
el efecto que tiene el acetato de leuprolida sobre el aumento de MG en el grupo AL (integro)
y segundo el papel que el acetato de leuprolida ejerce sobre la modulacién del aumento de
MG en funcion del tiempo en el grupo OVX+AL (ovariectomizado).

Se sabe desde hace tiempo que los tratamientos a largo plazo con analogos de GnRH
pueden causar una desensibilizacion de los gonadotropos hipofisiarios, o que conduce a
una parcial o total falta de respuesta de FSH o LH en sujetos eugonadales (Meldrum et al.,
1982). Esta condicién limita la produccién de esteroides evitando una retroalimentacion
negativa a nivel hipotalamico e hipofisiario en la secrecion de GnRH (Ohtsuka et al., 1989).
De tal forma que esta ausencia de esteroides puede ser de origen quirdrgico o bien
farmacolégico y esto generar una respuesta similar para ambos casos tanto en ganancia
de peso, incremento en la ingesta y por ende modificaciones en composicién corporal.
Shimizu et al., en 1996 demostré que los niveles reducidos de estradiol (E;) en circulaciéon
derivado de una ovariectomia bilateral total, incrementa la expresion del RNAm de
neuropeptido Y (NPY) a nivel hipofisiario, un péptido de tipo orexigénico. Se reportado que
no solo los niveles bajos de E; ocasionan un aumento en la secrecién de NPY sino también
una disminucion en la sensibilidad a la leptina, una hormona implicada en procesos de
saciedad. Estas observaciones podrian asociarse a la ganancia de peso que registro el
grupo AL en el experimento, que posiblemente pudo tener una respuesta similar a lo
explicado anteriormente. Actualmente se ha demostrado que la terapia de reemplazo de
estrégenos, ayuda a prevenir el incremento en peso corporal tanto en procedimientos
clinicos como experimentales (Ainslie et al., 2001; Litwak et al., 2014).

Para asegurar que las determinaciones de composicion corporal fueran las
adecuadas se realizo el calculo de MG y MLG mediante un segundo método el cual se valia
de mediciones murinométricas. Se esperaba que con este tipo de calculo pudiera existir
mayor variabilidad de los datos obtenidos, sin embargo, no fue asi ya que se pudo constatar
que los datos obtenidos guardaban una relacion muy estrecha con los calculados mediante
hidrodensitometria. Practicamente confirmaron los hallazgos de composicién corporal del
primer método utilizado sin embargo, ambos métodos servian para determinar la
composicion corporal In vivo, por tal motivo en cada periodo de evaluacién se decidié tomar
una muestra representativa de cada grupo y hacer un analisis de composicion corporal mas

exacto mediante un estudio de diseccion. Interesantemente en este ensayo se confirmo
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que el grupo AL presentd valores mas altos de MG (peso de la piel) y MLG (carcasa)
respecto al grupo CTRL. Los grupos ovariectomizados resultaron con similar MG y la MLG
solo fue diferente a partir del dia 80 al 120, con valores mayores para el grupo OVX. Se
realizd una consulta bibliografica acerca de los cambios en composicion corporal
producidos por el uso de analogos de GnRH y de los escasos reportes encontrados se
puede constatar que los analogos de GnRH son capaces de generar cambios en
composicion corporal, sin embargo, estos estudios fueron realizados en condiciones
fisiopatologicas y sin control dietético alguno, aun asi buena parte de estos estudios indican
que los principales cambios producidos después de una terapia con agonistas a GnRH son
en MG y con ligeros cambios en MLG (Boxer et al., 2005; Park et al., 2012; Smith, 2004b;
Yamasaki et al., 2001).

Adicionalmente se realizo la extraccion de lipidos totales en piel con el propdsito de
saber si el tratamiento generaba deposiciones de MG. Se pudo confirmar que los animales
que presentaron mayor peso en piel y extracto lipidico correspondian a aquellos que
presentaron un indice ponderal. Esto indica que el indice ponderal ademas de significar que
tan grande es un animal en funcién al resultado del mismo, bien podria asociarse a la
cantidad de masa grasa subcutanea, algo que no esta asociado aun en el acervo cientifico.

Una vez realizados los estudios de composicion corporal y confirmar la similitud de
los datos obtenidos por las dos metodologias In vivo y de analisis directo (diseccién), se
elaboré un estudio de correlacion para verificar con pruebas estadisticas que realmente los
meétodos de estudio de composicién corporal arrojaron resultados confiables, para esto se
relacionaron variables de MG y MLG obtenidas con los métodos /n vivo con aquellas
obtenidas por diseccién. El analisis fue satisfactorio y se comprobd que las técnicas de
analisis de composicién corporal tuvieron una similitud muy alta no sélo entre los métodos
In vivo sino también con el método de diseccion. En estudios de antropometria se asume
que cuando se realizan analisis de composicién corporal por el método que sea, es
necesario validar los resultados con un segundo estudio ya sea diferente del primero o bien
el mismo estudio pero realizado por otra persona (S. B. Heymsfield et al., 1990; LaForgia,
Gunn, & Withers, 2008). En este sentido, el experimento se logré verificar los resultados
por 3 diferentes vias.

Para tratar de dilucidar el mecanismo por el cual se producen los cambios en la
composicion corporal realizaron estudios de tipo metabdlico en los cuales basicamente se

pretendia conocer la tasa metabdlica de los diferentes grupos experimentales. Se encontro
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que los grupos AL, OVX 'y OVX+AL tuvieron consumos de O2 muy similares entre si y con
valores mayores 1.1 uL/min*g, esto esta directamente relacionado con el tamafio, peso y
composicion corporal del animal. Esto se debe a que el aumento en el consumo de oxigeno
guarda una estrecha relacién en funcion de la ganancia de peso corporal, ya que a mayor
incremento de tamafio y peso de igual forma incrementara la demanda de oxigeno (Holliday
et al., 1967). Esta observacion parece tener relacién para los grupos AL, OVX y OVX+AL
quienes fueron los que presentaron mayor incremento de peso corporal. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Novelli et al., 2010 quien incluso propone el consumo de
oxigeno como un biomarcador de obesidad. Sin embargo, este resultado por si solo no
indica que a pesar de que haya mayor consumo de oxigeno el animal tenga una buena
eficiencia energética. Por otra parte la produccion de CO; resulté ser menor a 0.8 yL/min*g
practicamente en gran parte del estudio para los grupos AL, OVX y OVX+AL. De tal forma
que al menos en estos 3 grupos la eficiencia de intercambio respiratorio no fue la mas
adecuada. En otras palabras, aunque estos animales incorporaron mayores voliumenes de
oxigeno, el intercambio de CO, no fue equivalente como se esperaria en cualquier
organismo en condiciones basales de equilibrio. A nivel metabdlico este resultado indica
que no hay una correcta asimilacion de oxigeno y por ende no hay una eficiencia de
oxidacién de los nutrientes adecuada. Principalmente la fuente de energia de estos tres
grupos experimentales como lo indica su coeficiente respiratorio, provenia de la oxidacion
de lipidos mas que de los propios hidratos de carbono. En cambio el grupo CTRL en todo
el experimento mostré valores de intercambio respiratorio cercanos a 1 yL/min*g, esto habla
de una eficiencia energética optima ya que practicamente el oxigeno que incorporaban era
casi igual al CO;, que producian, ademas que en funcidon a su coeficiente respiratorio se
puede afirmar que su principal fuente energética provenia de los carbohidratos.

En un estudio con ratas hembras con aumento de peso y masa grasa a las cuales
se les administré hormona del crecimiento y alimentacién a libre demanda se le asocio un
coeficiente de intercambio respiratorio bajo, algo muy similar a lo que se observo en nuestro
estudio (Greenbaum, 1953). Hainer et al., 2000, reportaron que el coeficiente de
intercambio respiratorio puede aumentar en pacientes obesos tratados con una dieta muy
baja en calorias y que pacientes obesos quienes perdieron peso durante un afio el
coeficiente respiratorio puede ser bajo. Mientras que un estudio reciente en humanos, se
observo lo contrario aquellos sujetos que presentaron mayor peso corporal y masa grasa el

coeficiente respiratorio fue alto (Shook et al., 2016).
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Debido a la naturaleza del estudio, se determinaron las concentraciones de
biomoléculas en circulacion glucosa, colesterol, triglicéridos y colesterol HDL, esto con la
finalidad de observar si el tratamiento con acetato de leuprolida podria generar cambios en
la movilizaciéon de estos sustratos. Sin embargo, en ninguno de los indicadores antes
mencionados se encontraron variaciones en funcion de los valores que se consideran
normales para la rata Wistar. Referente a las determinaciones de glucosa llamo la atencién
que los grupos AL, OVX y OVX+AL tuvieron los valores mas altos de glucosa en
comparacion con el grupo CTRL, sin embargo, como se menciond anteriormente estos
valores aunque altos, se encontraban dentro de un rango aceptable para la bioquimica

sanguinea.

En lo que corresponde a los estudios de RT-PCR se encontré una alta expresion de
RNAm de grelina en el grupo AL, mismo grupo que tuvo ganancia en peso e ingesta de
alimento comparado con el grupo CTRL. Hasta ahora, las presentaciones comerciales de
acetato de leuprolida de uso humano, advierte acerca de la rapida ganancia de peso
durante su uso, sin embargo no hay una clara explicacion de este fendmeno. En este
estudio se encontrd que el tratamiento a largo plazo con acetato de leuprolida incrementa
la expresion del RNAm de grelina y que esto a su vez, podria asociarse con un alto consumo
de alimento y un aumento secundario en la ganancia de peso. De igual forma también se
observé que hubo una mayor expresion de RNAm de grelinay LPL en el grupo OVX en un
valor incluso por encima del que registré el grupo AL. Este ultimo grupo a su vez termind
con una mayor expresion de LPL por encima del grupo CTRL. Esta condiciéon puede
favorecer incrementos en el peso y mayor predisposicion a la ganancia de masa grasa
debido a una mayor expresion de la LPL. Ademas, se ha reportado que la administracion
de grelina puede favorecer un mayor consumo de alimentos y en adicién cuando existe una
supresion de estrogenos hay una predisposicion a desarrollar obesidad y que ademas estos
estrégenos ayudan a regular la transcripcion del gen LPL (Homma et al., 2000; Pedersen
et al.,, 1992). La expresion del RNAm de leptina en el grupo CTRL y AL no tuvo cambios al
final del experimento, sin embargo, el grupo que presentd una mayor expresion del RNAm
de esta hormona fue el OVX+AL en comparacion con el grupo OVX, este aumento final de
la expresion de leptina podria estar relacionado con la estabilizacién de ganancia de peso

y masa grasa en este grupo. Se ha reportado que la secrecién de leptina no siempre se
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altera en cuanto a sus niveles plasmaticos cuando hay una condicion de obesidad, asi que
posiblemente no se logré ver cambios en esta hormona por esta situacién. Quizas un mejor
indicador de leptina para este estudio pudo haber sido el receptor a leptina, el cual parece

ser el mas afectado por estimulos externos.
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7. Conclusiones

La administracién de acetato de leuprolida a largo plazo promueve la ganancia de
peso y longitud, en animales integros, mientras que en animales ovariectomizados genera
un efecto contrario, regulando la ganancia del mismo. Este hallazgo parece ser que le
confiere al acetato de leuprolida un papel no descrito aun y por ende es necesario

esclarecer esta funcion con futuros experimentos.

Tanto en animales integros como ovariectomizados el tratamiento con acetato de
leuprolida genera cambios en la composicion corporal los cuales se reflejaron en sus dos
principales componentes MG y MLG, sin embargo, la ovariectomia también produce

cambios en la composiciéon corporal principalmente en el componente MG.

El consumo de alimento es mayor para los animales integros tratados con acetato
de leuprolida y de igual forma para los ovariectomizados tratados con solucion salina.
Nuevamente cuando el acetato de leuprolida se aplicdé por largos periodos en animales
ovariectomizados redujeron considerablemente su consumo de alimento. Ademas hay una

asociacion muy fuerte entre el peso total de cada animal y su consumo de alimento.

Parece ser que hay una combinacién de factores que desencadenan el aumento de
peso corporal y por ende los cambios en la composicion corporal, por una parte el paulatino
aumento de consumo de alimento a lo largo del experimento y por otra la eficiencia
metabdlica de los grupos experimentales que tuvieron cambios importantes en el

coeficiente respiratorio.

El tratamiento con acetato de leuprolida generé cambios en la expresion del RNAm
de grelina, que es considerado como un péptido inductor de hambre y esta expresion fue
mayor en los grupos tratados con este analogo, tanto integro como ovariectomizados. No
hubo cambios en la expresion de leptina a excepcion del grupo ovariectomizado tratado con
acetato de leuprolida que tuvo la mayor expresion del RNAm y esto probablemente fue
fundamental para evitar la ganancia de peso. La expresion de LPL fue mayor en los grupos

que mayor peso corporal registraron.

El acetato de leuprolida no genera cambios en los sustratos energéticos en

circulacion.
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Este estudio es uno de los primeros que describen un efecto directo del acetato de
leuprolida sobre la composicion corporal a largo plazo en animales que no sufren eventos
fisiopatologicos y ademas con un control en la dieta. Actualmente el uso del acetato de
leuprolida tiene diferentes aplicaciones terapéuticas y es ampliamente utilizado en todo el
mundo. El estudio de modelos experimentales de este tipo puede ayudar a proponer los
posibles mecanismos por los cuales los analogos de GnRH como el acetato de leuprolida
promueven cambios en la composicion corporal. Los hallazgos de este estudio pueden ser
de utilidad en la prevencién de efectos indeseados por tratamientos con analogos de GnRH

y tomar las medidas profilacticas.
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OLVERA et al: EFFECT OF LEUPROLIDE ACETATE, A GNRH AGONIST, ON BODY
COMPOSITION AND MRNA EXPRESSION OF GHRELIN AND LIPOPROTEIN
LIPASE IN RATS

Abstract

Leuprolide acetate a GnRH agonist causes changes in body weight in experimental
and clinical trials, however, there are no studies properly directed on body composition
analysis. The aim of this study was to evaluate a long-term effect of leuprolide acetate
administration on body composition and the mRNA expression of ghrelin and lipoprotein
lipase (LPL) in rats. Ovariectomized (OVX), ovariectomized with treatment (OVX+LA),
non-ovariectomized (CTRL) and non-ovariectomized with treatment (LA) rats were used.
We use Sug/kg i.m. of leuprolide acetate every 72 h during 120 days. Body composition
determinations and mRNA expression of ghrelin and lipoprotein lipase were performed. We
found significant changes in body composition after treatment, OVX group increased their
weight at 51 % while LA group was 47 %, OVX+LA and CTRL 38 % and 33 % respectively
compared to baseline. The analysis of FM was 14 % higher for LA vs CTRL, and 19 % higher
for OVX vs OVX+LA, while FFM was higher in LA group compared to CTRL while OVX
and OVX+LA showed similar results. At 120 days of treatment, LA group had an up-
regulation around 70 % of mRNA expression than CTRL while OVX+LA resulted with a
down-regulation in comparison to OVX group at 120 days; the results of LPL mRNA
expression were similar to ghrelin. We confirm changes in body composition and mRNA
expression of ghrelin and LPL caused by leuprolide acetate administration in long-term.
Possibly this condition contribute to regulate food consumption and a subsequent control
over adipogenesis.

Key words: leuprolide acetate; ovariectomy; body composition; ghrelin; lipoprotein lipase.

Introduction

Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is a decapeptide originally discovered as a
factor of hypothalamic origin that controls secretions of the anterior pituitary gland. GnRH

has a direct effect on reproductive processes by regulating synthesis and release of pituitary
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gonadotropins. In addition to this, it has been reported that GnRH has neurotrophic properties
on dendritic spine density and in cultured cerebral neurons of rat embryos by increasing
growth and neurite number, modifying neurofilament expression (1,2).

On the other hand, several synthetic GnRH agonists, designed for increased biologic
effect have been used with different therapeutics applications e.g., oncological treatments,
precocious puberty, in vitro fertilization techniques and others (3).

Leuprolide acetate (LA) is a synthetic analog of GnRH formed by nine aminoacids
with a high biological effect due to its increased affinity to GnRH receptors and its prolonged
action compared to endogenous GnRH (3.,4). This agonist has an increased resistance to
enzymatic degradation and a high protein binding due to its non-natural aminoacids and
prolonged serum half-life (5,6). This agonist has been previously used for the same purposes
mentioned above (7). Likewise, has been used as a neurological recovery factor in
experimental autoimmune encephalomyelitis and in spinal cord injury (8-10).

There are evidence that therapeutic applications in humans and experimental models,
that GnRH or agonists administration has the secondary effect of increasing body weight
(8,9,11). The mechanisms involved in this process are not clear, however, in the last two
decades different approaches have been proposed to elucidate the relationship between
energy balance and adipogenesis trying to correlate endocrine and metabolic pathways. In
this sense, the development of adipogenesis in non-pathological conditions responds to a high
food consumption and loss of physical activity. Under this concept ghrelin an orexigenic
peptide, plays a fundamental role acting in the brain regulating food intake, body weight,
adiposity, and glucose metabolism (12). On the other hand, lipoprotein lipase (LPL) is an
enzyme with many physiological activities mainly regulating the supply of fatty acids to
various tissues for either storage or oxidation (13). Changes in ghrelin and LPL expression
depends on physiological stages and probably under GnRH agonists stimuli, this condition
can favored to increase or suppress food consumption and changes in body weight. However,
it is necessary to know the main changes in body composition that occur in treatments with
this agonist and the implications that might have in neuroregeneration studies, where weight
gain possibly is associated with a better recovery or similarly in other therapeutics
applications like oncological, fertility or precocious puberty treatments, in which is necessary

have a nutritional care in order to control undesired effects. We hypothesized that long-term
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use of leuprolide acetate may generate changes in body composition and modify the mRNA
expression of ghrelin and lipoprotein lipase, two important molecules with high repercussion
in the control of hunger and adipogenesis. In order to elucidate this assumption, the aim of
this study was to evaluate a long-term effect of LA administration on body composition and
determine the mRNA expression of ghrelin and LPL in non-ovariectomized and

ovariectomized rats.
Methods
Animal groups and housing conditions

Ninety six female Wistar rats (120-150 g), 6 weeks old, were used and treated
according to the Institutional Normative Welfare Standards at Aguascalientes University,
México. They were maintained in separated cages with controlled conditions (23°+ 2°C) with
alternative dark and light cycle. They were fed with a standard rodent pellets (Nutricubes ®
Purina) and water ad libitum. The animals were divided in four groups: untreated (CTRL),
treated with Leuprolide Acetate (LA), ovariectomized (OVX) and ovariectomized treated
with Leuprolide Acetate (OVX+LA). All rats were habituated for 10 days prior to the
experiment.

Ovariectomy and Leuprolide Acetate administration

On the 10" day of habituation, two groups of animals were surgically ovariectomized.
After, the animals were kept in a stable and clean environment and were allowed to recover
for 10 days from the surgery. For LA and OVX+LA groups the treatment with Leuprolide
Acetate (Sigma-Aldrich, USA) began on day 20 with the administration of Spug/kg i.m. in 0.1
ml of saline solution (0.9 % NaCl) every 3 days until day 120. The other two groups, CTRL
and OVX received only saline solution with the same treatment scheme.

Murinometric evaluations and nutritional measurements

Food consumption (g/24 h/100 g) was measured daily at the same time (between
09:00 - 10:00 h) and body weights were measured once a week to adjust leuprolide acetate
dose and to observe weight changes in treated and non-treated groups during all experiment.
Food was weighed in a digital balance (500 g capacity x 0.1 g, Ohaus V31X501, Parsippany,
USA). Body length (nose—anus length) was determined in all groups at 0, 20, 40, 60, 80, 100
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and 120 days of experiment with a metric tape fixed to a worktable. Body weight and body
length were used to determine body mass index (BMI= g/cm”) and ponderal index (PI=
g/*Nem). Animal weight and food consumption was used to determine specific rate of body
mass gain (g/kg), all measures were used according to equations described by Novelli et al
2007, where specific rate of body mass gain is expressed by: (g/kg) = dM/Mdt, where dM
represents the gain of body weight during dt =t2 - t1 and M is the rat body weight at t1 (14).
Body composition analysis in vivo

Body composition changes were registered in vivo throughout the different evaluation
periods. To determine body density, hydrostatic weighing was performed each 20" day until
day 120 as reported by Hohl et a/ 2007 (15). Briefly, a device was designed with two
graduated cylinders linked by a flexible hose were the rat was placed inside of one and
changes in water volume in both cylinders are recorded. Recommendations for calibration
and animal measurements were followed. Once the animals” density was determined, a
densitometry-based equation was used to calculate fat mass (16). The data obtained were
converted to grams in order to compare the values with those from the dissection study. In
this study, fat free mass was considered as the difference between total body weight and fat
mass.
Carcass analysis and chemical lipid extract

Each 20" day, four rats from each group were sacrificed under anesthesia. Blood
samples were collected from central aorta and weighed to calculate residual mass. Rats were
eviscerated and skin was completely dissected from neck region until front and rear
trunnions. All components were weighed in a calibrated balance (500 g capacity x 0.1 g,
Ohaus V31X501, Parsippany, USA) and were classified under following criteria: the carcass
was considered a major component of fat free mass (FFM), skin previously shaved as fat
mass component (FM) and a third component: residual mass (RM) formed by blood and
viscera weights. From the skin, previously dissected fat mass was extracted in accordance
with the Bligh and Dyer method, which consists in a homogenized mixture carried out with
1:2:1 methanol:chloroform:tissue (15).
RNA isolation and RT-PCR assay

Total RNA was isolated by tissue disruption with TRIzol reagent (Invitrogen,

Carlsbad, CA) from samples of stomach and central aorta to measure ghrelin and
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lipoproteinlipase respectively. The reverse transcriptase (RT) reactions, were performed with
a High Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystems: Cat. 4,368,813) using 3 ug of RNA
with 0.8 pl of 25x ANTPs (100 mM), 2 pl 10x random primers, 2 pul 10x RT buffer and 1 U
of Multiscribe RT in a final volume reaction of 20 ul completed with nuclease-free water
using a thermocycler (Techne Genius: FGENO02TP) with the following incubation conditions:
25°C/10 min, 37 °C/120 min, 85 °C/5 min. Each polymerase chain reaction (PCR) was
performed in 25 pl of final volume with 0.25 pl of cDNA, 10X PCR Buffer Minus Mg, 10
mM dNTPs mix, 50 mM MgCI2, 10 uM of each ghrelin, LPL and GAPDH specific primer
and 0.125 U of Taq polymerase. A 347 bp DNA fragment coding for rat ghrelin was
amplified with forward primer 5'-TTG AGC CCA GAG CAC CAG AAA-3' and reverse
primer 5’- AGC TTC TGC CTC CTC TGC AAC T -3', oligonucleotide designed from the
sequence of gene (GenBank, accession number AB029433.1). In the case of LPL a 292 bp
DNA fragment was amplified with forward primer 5'-CCC CAG CAA GGC ATA CAG GT-
3" and reverse primer 5'-CGG CAG GGT GAA GGG AAT GT-3', oligonucleotide designed
from the sequence of gene (GenBank, accession number NM 012598.2). As an internal
control for amplification, a fragment of 207 bp rat GAPDH was amplified from the same
cDNA, forward primer 5'-AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT-3' and reverse primer 5'-CTT
GCC GTG GGT AGA GTC AT-3' designed from the sequence of gene (GenBank, accession
number NM_017008.4). Optimal PCR conditions were 35 cycles of 94 °C/30 s, 56 °C/30 s,
and 72 °C/ 30 s. PCR products were analyzed in ethidium bromide-stain agarose gels (2 %).
Intensity of the amplified bands was analyzed using QuantityOne® software. Band
intensities were normalized to GAPDH signal (Ghrelin/GAPDH and LPL/GAPDH rates).
The results were analyzed by a one-way ANOV A with a Tukey test.
Statistical analysis

Data are expressed as means =SEM. Data were with two-way analysis of variance
(ANOVA) with Bonferroni post-test using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) in most experiments. Significant differences were assumed for p < 0.05.
Results
Body weight, length, food consumption and specific weight gain.

From day 40 of treatment, all groups showed significant differences in body weight

until the end of the experiment, the highest weight gain was found in OVX, OVX+LA and
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LA groups (53.3 %, 40.25 % and 42.1 % respectively) compared to CTRL group (32.3%).
At the end of the experiment groups treated with LA had higher weight compared to their
equivalent groups who received NaCl 0.9% (Fig. 1). Regarding to analysis of length, the LA
group had considerable increase but without significant differences. Apparently, animals that
received leuprolide injections had lightly incremented their body length in comparison whit

untreated animals (Fig. 2).

O CIRL

300 © LA % ________ g
O owx ok ’_.~""' #x
275 ¥ OVX+LA = ?
"-,_,-' ’5 ‘‘‘‘ o
250 SO e

200 4

Body weight (g)

0 20 40 60 80 100 120

Time (Days)

Fig. 1 Body weight changes with leuprolide acetate administration (5 pg/kg/each 3 days)
during 120 days. Results are presented as mean = SEM of body weight throughout the
experimental period in non-ovariectomized and ovariectomized groups. Comparisons
were made between equivalent groups (CTRL vs LA and OVX vs OVX+LA). Statistical
Significance: *p<0.01; **p<0.001 (2way ANOV A-Bonferroni test).
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Fig. 2 Representative image comparing length of an intact CTRL and intact LA rats at
120 days of leuprolide acetate treatment. Nose-anus length was measured during all

experiment.
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Food consumption (FC) was positively correlated with body weight (BW) as shown
in figure 3-A. Both LA and OVX+LA groups were found to have a positive correlation
between intake and weight gain in the last three sacrifices. The OVX group consumed more
food and gained more weight compared to CTRL group which practically did not change
their food consumption and weight gain was minimum (FC vs. BW, r 0.874, P < 0.0001).
Specific rate of body mass gain was higher in OVX animals compared to the other groups
during the entire experiment. No significant differences were observed between CTRL and
LA, however, the OVX+LA group showed an important reduction in weight gain compared
to the OVX group in all experiments with significant differences on day 80 (OVX 7.51 +
0.19 vs. OVX+LA 6.33 £0.26 g; P <0.05; Fig. 3-B) and 100 day of treatment (OVX 7.53 +
0.26 vs. OVX+LA 6.25 £ 0.15 g; P <0.05; Fig. 3-B).
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Fig. 3 A) Regression analysis of food consumption (g/24 h/100 g) and body weight (g) in
all experiment in non-ovariectomized and ovariectomized rats. A significant
relationship was observed in food consumption and body weight. B) Specific rate of
body mass gain represented as mean £ SEM. Comparisons were represented between
equivalent groups (CTRL vs LA and OVX vs OVX+LA). Statistical Significance:
*p<0.05; (2way ANOV A-Bonferroni test).

Body composition measured by hydrodensitometry

Significant differences for fat free mass and fat mass were observed on days 80 and
100 in all study groups. Fat mass was higher 18.3 in LA animals compared to CTRL at day
100 (P< 0.05; Fig. 4) and 23.3 % at 120 days (P < 0.05; Fig. 4). It was found that the
OVX+LA group had less fat mass compared to the OVX group on days 80, 100 and 120. At
the end of the experiment, the OVX group increased to 15.6 % compared to OVX+LA group
(P<0.01; Fig. 4).
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Fig. 4 Fat mass determined by hydrodensitometry represented as mean £ SEM.
Comparisons were represented between equivalent groups (CTRL vs LA and OVX vs
OVX+LA). Statistical Significance: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (2way ANOVA-

Bonferroni test).
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Carcass analysis and total lipid extract from skin

All groups had substantial changes in carcass, residual mass and skin weights
compared to CTRL animals. However, analyses from equivalent groups for each component
showed significant differences for skin weight in the case of LA vs. CTRL at day 100 (36.2
+ 1.0 vs. 28.5+ 0.3 g; P <0.05) and 120 (38.6 + 2.3 vs. 28.4 + 0.9 g; P < 0.01; data not
shown). No substantial differences were found between OVX and OVX+LA, though, at day
120 both groups had higher values than CTRL and LA. At the end of experiment carcass
weight of LA group increased approximately 44 % while CTRL carcass weight 32.1 % (Fig.
5). Under the same analysis, carcass weight in OVX group had an increase of around 48.6 %

compared to OVX+LA animals, which only increased 39.3 % (Fig. 5).
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Fig. 5 Assay of carcass weight from dissection study considering this tissue as a major
component of fat free mass. Four rats were used each 20 days per group for assay
dissection. Data are represented as mean = SEM and comparisons were made between
equivalent groups (CTRL vs LA and OVX vs OVX+LA). Statistical Significance:
*p<0.05; **p<0.01; 2way ANOVA-Bonferroni test).
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Ponderal index was positively correlated with lipid extract from skin (r 0.7603, P <
0.0001; Fig. 6) where the highest relation between ponderal index and lipid extract from skin
was presented in OVX animals while the lowest relation was in CTRL group. Both leuprolide

acetate treated groups, LA and OVX+LA, had similar results on this correlation (Fig. 6).

110 -
O CTRL O

@ LA
O ovxX
¥ OVX+LA

100 4

90 4

/3/em

O
o

80

Pl

70

604 O

v
O

y=3.023 x +46.19 1*=0.7603

50

I I ]
5 10 15 20

Total lipid extract from skin (g)

Fig. 6 Regression analysis of ponderal index (g/*Vcm) and total lipid extract (g) in all
measures for each groups from 0 to 120 days. There was positive relationship of

ponderal index with lipid extract from skin.

Ghrelin and LPL mRNA expression

As shown in figure 7-A, ghrelin mRNA expression increased 70 % in LA group
compared against CTRL group at the end of experiment (P < 0.01) while OVX+LA resulted
with 27 % less ghrelin mRNA expression in comparison with OVX group (P < 0.05). Indeed
OVX group had the highest ghrelin mRNA expression among the others. Similar results
obtained in LPL mRNA measurements (Fig. 7-B); the LA group resulted a 40 % higher
expression than CTRL group (P < 0.05), and interestingly OVX+LA showed a 55 % less
expression in comparison to OVX (P> 0.01). All the results of mRNA expression normalized

with the GAPDH constitutive gene.
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Fig. 7 Changes in ghrelin and LPL mRNA expression at 20 and 120 days of the
experiment. A) Ghrelin PCR products (347 bp) and mRNA expression. B)
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Lipoproteinlipase PCR products (292 bp) and mRNA expression. Data are presented
as mean = SEM and comparisons were made between equivalent groups (CTRL vs LA
and OVX vs OVX+LA). Statistical Significance: *p<0.05; **p<0.01; (1lway ANOVA-
Tukey test).

Discussion

It has been reported that leuprolide acetate is a safe method for treating certain types
of cancer and hormonal disorders associated to reproductive system (7). Recently, GnRH and
its agonist leuprolide acetate, have been used in experimental studies of neuronal
regeneration (8,10,18). However, weight gain is one of the side effects reported more
frequently by these treatments and little attention has been addressed on body composition
and possible responsible pathways. This study has demonstrated that leuprolide acetate
promote changes in body composition both in non-ovariectomized rats and ovariectomized
rats and variations in mRNA expression of ghrelin ad LPL. We found that long-term
leuprolide acetate administration causes an increase in body weight in LA rats compared with
those CTRL. This subsequent effect has been reported in humans mainly in treatments for
precocious puberty using GnRH and leuprolide acetate (17,18), cancer (21,22) and fertility
regulation (23,24).

On the other hand, OVX group showed the highest weight gain compared to other
groups (CTRL, OVX+LA and LA). Ovariectomy by itself causes this condition and this has
been reported in other studies (25). Nguyen et al 2004 (26), reported an increase of 53 % in
body weight in cats after ovariectomy compared to only 27% from a sham surgical
intervention was observed. Apparently this increase in corporal weight is highly correlated
with food consumption. In our study a positive relationship was observed between high food
consumption and heavier animals, which was also supported by the specific weight gain, with
the OVX group’s weight being higher during the entire experiment. Jiang et al 2008 (27), in
an osteoporosis model induced by ovariectomy, found that hyperphagia is the main cause of
gain weight in Sprague-Dawley rats. An outcome to highlight is the stabilization in weight
gain for animals OVX+LA, which since day 60 of treatment had minimum variations until

the end of experiment.
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Regarding the body composition by hydrodensitometry, we found an increase of FM
in the LA group at the end of the experiment and no difference was found in FFM when
compared to the CTRL group. In clinical trials with androgen deprivation therapy using
leuprolide acetate to treat prostate cancer, an increase in weight and FM measured by dual-
energy x-ray absorptiometry and bioelectrical impedance devices has been reported (22,28).
It is well established that long-term therapy with GnRH agonists causes a desensitization of
the pituitary gonadotrophs, which leads to a complete or acute lack of response of FSH or
LH in eugonadal subjects (29). This condition restrains gonadal steroidal production avoiding
a negative feedback at hyphophyseal level in GnRH secretion (28). However, not only
steroidal production exerts this function, Shimizu et al., (29) showed that reduced levels of
circulating estradiol (E;) in response to total bilateral ovariectomy, increases the mRNA
expression of neuropeptide Y (NPY) at hyphophyseal level. It is possible that NPY, an
orexigenic peptide, could induce hyperphagia with subsequent weight gain. This fact could
explain the weight gain in the AL group in which long-term administration of leuprolide
acetate, partially decreased the production of E; and favored an increase in food consumption.
It has reported that decreasing E, causes not only an overproduction of NPY, but also an
impaired leptin sensitivity in ovariectomized rats (30). Currently, estrogens replacement has
been studied as a way to prevent increase in body weight both in experimental and clinical
trials (31,32). Nevertheless, in our study, the OVX+LA group resulted in less FM and FFM
compared to the OVX group.

To confirm the previous in vivo assays, the dissection study showed that LA group
had higher FFM (carcass weight) and FM (skin weight) than CTRL group, while the
OVX+LA and OVX groups resulted in similar skin weight but carcass weight did not change
from day 60 on. Several studies indicate that GnRH agonists therapy modify body
composition in which FM is the main affected component with slight reductions in FFM
(34,20,35,36). However, these treatments were carried out to treat specific
pathophysiological conditions with no diet control. Additionally, we found a positive
correlation between PI and total lipid extract from the skin, which means that animal size, is
not only related to this indicator but also to a FM under skin.

Currently, there is no evidence of the use of GnRH agonists after ovariectomy or its

direct effects on body composition in the long-term in this condition. Furthermore, recent
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findings report that GnRH can play different roles outside the hypothalamus-pituitary-
reproductive-axis (33).

In our study, we found an increased ghrelin mRNA expression in LA animals, which also
presented high food consumption and weight gain in comparison with CTRL animals. Until
now, commercial leuprolide acetate preparations warn about rapid weight gain during
treatments for example in central precocious puberty (19,39), but these phenomena are not
well explained. We find that a long-term therapy of LA increases ghrelin mRNA expression,
which probably leads to hyperphagia and a subsequent weight gain with body composition
changes as previously mentioned. Intake, body weight, fat mass gain as we observed in our
experiment (40). In addition, we noticed a highly mRNA ghrelin and LPL expression in OVX
group even more than LA group. Interestingly, as well as ghrelin, LPL mRNA expression
was higher in LA compared with CTRL group. This condition can favored to an increase of
weight gain an FM deposition due to high LPL activity. There are studies indicating the effect
of ghrelin administration and how can modify food previously mentioned suppression of
estrogens is associated with obesity development in mammals and there is evidence that
estrogen can block transcription of LPL gene (41-43). However, we thought that leuprolide
acetate has different effect in OVX+LA animals because we found a down-regulation both
ghrelin and LPL mRNA expression at levels similar to LA group at the end of experiment,
which probably, permitted decrease food consumption and less FM deposition which in fact
correspond to our findings of body composition. We hypothesized that maybe exists a
replacement of steroidal secretion stimulated by leuprolide acetate administration in
ovariectomized rats in other specialized tissues, this supported by findings of GnRH receptor
outside of hypothalamic-pituitary-reproductive axis (38).

In summary, administration of leuprolide acetate in long-term promotes changes in
weight and body composition in ovariectomized and non-ovariectomized rats. Also promotes
increments in mRNA expression of ghrelin and LPL in non-ovariectomized animals while a
down regulation is presented in ovariectomized animals with the same treatment, probably,
this variation can affect food consumption and adipogenesis. This is one of the first studies
describing the direct effect of leuprolide acetate on body composition in long-term, taking
into consideration a controlled diet and the absence of pathophysiological events. Currently,

the use of leuprolide acetate in therapeutic applications is widespread throughout the world,
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and experimental models of this type may serve to elucidate the mechanisms involved in
changes in body composition or for nutritional prophylaxis in subjects treated with GnRH
analogs. To explain the mechanisms implied to this phenomenon, further experiments should
be performed.
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