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Efecto de la obesidad sobre el ambiente intrauterino y la gestación: 

mecanismos involucrados. 

 

 

La obesidad es un problema de creciente prevalencia a nivel mundial que impacta 

negativamente sobre la salud reproductiva femenina, desconociéndose los mecanismos 

involucrados. El objetivo general del presente fue estudiar si la obesidad afecta el desempeño 

reproductivo femenino y si el mecanismo a través del cual lo hace involucra alteraciones en el 

ambiente intrauterino y/o en el proceso de implantación embrionaria. Para ello se utilizó un 

modelo murino de obesidad. Un grupo de ratas Wistar recibió dieta estándar (grupo control) 

mientras en un segundo grupo se indujo obesidad por administración de dieta de cafetería 

(CAF) ad libitum durante 60 días (grupo obeso). Al finalizar el protocolo dietario se evaluó el 

efecto la obesidad sobre el ambiente uterino previamente a que ocurra la concepción, así 

como también su impacto sobre el desarrollo de la gestación. Se evaluaron los días de 

gestación (gd): 4.5 (pre-implantación), 5.5 (post-implantación) y 18.5 (gestación tardía). 

Se observó que la administración de CAF por 60 días generó obesidad asociada a insulino 

resistencia. Los animales obesos presentaron menores tasas de fertilidad que los animales 

control y les llevó más tiempo alcanzar la concepción.   

Al evaluar a aquellos animales que alcanzaron la gestación, se encontró que la obesidad 

materna generó una disparidad en el número de embriones presentes en ambos cuernos 

uterinos, así como también alteró el espaciamiento entre ellos. El hecho de que esto fue 

evidenciado tanto en 18.5, 5.5 y 4.5 gd lleva a concluir que la obesidad genera dicha alteración 

antes de que los embriones se implanten en el útero materno. A fines de estudiar las posibles 

causas de dichas alteraciones, se evaluaron los principales factores que regulan la distribución 

embrionaria intrauterina. Se detectó un aumento en los niveles del receptor adrenérgico β2, 

una disminución génica del receptor 3 del ácido lisofosfatídico y un aumento en la actividad 

contráctil en los úteros de animales obesos en 4.5 gd respecto del grupo control. La obesidad 

no solo alteró el útero materno sino que produjo alteraciones a nivel embrionario. En el grupo 

obeso se detectó un retraso en el descenso de los embriones a la cavidad uterina en 4.5 gd; 

observándose, además, un desfasaje en el desarrollo de los embriones y un aumento de 

embriones no viables cuando se los comparó con los controles. Al evaluar los fetos (18.5 gd) 

provenientes de madres obesas se observó que estos presentaron mayor peso corporal que 

los de madres control.  
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Por todo lo expuesto, resultó interesante evaluar el ambiente uterino antes de la 

concepción. Se observó que la obesidad generó insulino resistencia uterina asociada a la 

disminución de la expresión génica del receptor de insulina y un aumento en la expresión 

génica del factor 1α inducible por hipoxia. Se sabe que la resistencia a la insulina sistémica 

altera la capacidad de respuesta uterina y su actividad contráctil, por lo cual en estos animales 

se evaluó la actividad contráctil uterina espontánea y la expresión uterina del receptor 

adrenérgico β2 (cuya cadena de señalización induce la relajación miometrial). Si bien la 

actividad contráctil uterina espontánea fue similar en úteros de animales control y obesos, se 

detectó una disminución tanto en la expresión génica como proteica del β2AR en útero de 

ratas obesas respecto al grupo control. Estos resultados demuestran que el ambiente uterino 

se encuentra alterado en las ratas obesas desde antes de que ocurra la concepción.  

Por todo lo expuesto, se concluye que la obesidad impacta negativamente sobre el 

desempeño reproductivo femenino; altera el posicionamiento de los embriones en el útero, 

afectando de esta manera el proceso implantatorio. Además, encontramos que la respuesta 

uterina a la insulina se ve alterada por la obesidad a través de mecanismos que implican una 

disminución de los niveles uterinos del receptor de insulina, así como de la señalización de 

hipoxia celular mediante HIF1α. Por tanto, la modificación del ambiente intrauterino tiene un 

efecto sobre la salud de la descendencia que fue evidenciada por la macrosomia observada en 

la progenie de las madres obesas. Así, la obesidad condiciona no sólo al individuo obeso sino 

también al desarrollo de su descendencia, aumentando el riesgo de que ésta última desarrolle 

un fenotipo obeso en la adultez. De esa manera, el fenotipo obeso parecería perpetuarse dado 

que los hijos de madres obesas presentarán alteraciones metabólicas en la adultez que 

transmitirán a las futuras generaciones.  

 

Palabras claves: Obesidad, dieta de cafetería, gestación, implantación embrionaria, actividad 

contráctil uterina, Receptor adrenérgico β2, insulina. 
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Effect of obesity on the intrauterine environment and gestation: 

mechanisms involved. 

 

 

The prevalence of obesity is increasing worldwide and it is related to several reproductive 

disorders; however, the mechanisms linking them remain unclear. The general objective of the 

present work was to study whether obesity affects the female reproductive performance and 

if alterations in the intrauterine environment and/or the process of embryo implantation are 

part of the mechanisms involved. For that purpose, a murine model of obesity was used. One 

group of Wistar rats received standard diet (control group) while a second group was also fed 

with cafeteria diet (CAF) ad libitum for 60 days (obese group). After that, the impact of obesity 

on the uterine environment was studied before conception and during pregnancy: on 

gestation day (gd) 4.5 (pre-implantation), 5.5 (post-implantation) and 18.5 (late gestation).   

It was observed that the administration of CAF during 60 days induced obesity and insulin 

resistance in female rats. Obese animals showed lower fertility rates and higher conception 

times when compared to control animals.  

When the pregnancy period was analyzed, it was found that maternal obesity induced a 

disparity in the number of embryos present in each uterine horn, as well as an alteration in 

embryo spacing. This disruption was observed on 18.5, 5.5 as well as on 4.5 gd, suggesting that 

it occurs prior to embryo implantation. In order to evaluate the causes of these alterations, the 

main factors regulating the intrauterine embryo distribution were studied. On 4.5 gd, higher 

β2AR levels and lower receptor 3 of the lysophosphatidic acid levels were detected in uteri 

from obese rats compared to controls. Moreover, uteri from obese animals showed higher 

contractile activity compared to the control group.  

Furthermore, obesity not only alters the uterine environment on 4.5 gd but it also altered 

embryo development. Embryos from obese mothers were not in the timely phase of 

development expected for the pre-implantation period:  while in controls all embryos were in 

the uterine cavity, in the obese group some embryos were still in the oviduct on 4.5 gd. 

Moreover, a higher percentage of morulae and a lower percentage of blastocysts were 

detected in the obese group compared to controls. On the other hand, it was found that on 

18.5 gd, fetal body weights were higher in the obese progeny than those from controls.  

When the uterine environment was evaluated before conception, it was found that 

obesity induced uterine insulin resistance that was associated to lower insulin receptor gene 
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expression and higher Hypoxia-Inducible Factor (HIF)-1α gene levels. It is known that systemic 

insulin resistance alters uterine responsiveness and its contractile activity, so the spontaneous 

uterine contractile activity was studied. Moreover, the myometrial relaxation inducer: β2 

adrenergic receptor (β2AR) uterine levels were evaluated. Although obese animals showed no 

alterations in the spontaneous uterine contractile activity, lower gene and protein β2AR levels 

were detected in uteri from obese rats compared to controls. These results show that the 

uterine environment is altered in obese rats even before conception.  

In conclusion, here it is shown that CAF diet induced- obesity impairs the reproductive 

performance in female rats and alters the implantation process through disrupting the 

intrauterine embryo positioning process. In addition, we found that the uterine response to 

insulin is altered by obesity through mechanisms that involve a decrease in the uterine levels 

of insulin receptor as well as hypoxia/HIF1α signaling. Moreover, offspring development is 

altered by maternal obesity since fetal macrosomia was detected in fetuses from obese 

mothers. Since macrosomia is a risk factor for metabolic and obstetric disorders in adult life, 

we suggest that obesity is impacting not only on health and reproduction, but it is also 

imparing offspring´s health and reproduction. Therefore, the obese phenotype seems to be 

perpetuated since offspring from obese mothers will have metabolic alterations in adulthood 

that they will transmit to future generations. 

 

Keywords: Obesity, cafeteria diet, gestation, embryo implantation, uterine contractile activity, 

β2 adrenergic receptor, insulin. 
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1 Obesidad 

1.1 Definición 

La obesidad es una enfermedad crónica de etiología multifactorial generada por 

una ingesta calórica que supera el gasto energético (Hill et al. 2013), siendo su principal 

característica la acumulación de grasas que se traduce en un aumento de peso corporal 

(Barbani et al. 2002).  

Si bien existen diferentes formas de medir la cantidad de grasa corporal,  el índice 

de masa corporal (IMC) es sin duda el marcador más ampliamente utilizado debido a su bajo 

costo, versatilidad y facilidad de cálculo (Hruby et al. 2016). El IMC se calcula dividiendo el 

peso de una persona, expresada en kilos, por el cuadrado de su talla, expresada en metros 

(kg/m2). La Organización Mundial de la Salud (OMS) establece que una persona adulta 

presenta sobrepeso cuando su IMC es igual o superior a 25 y es considerada obesa cuando el 

IMC es igual o superior a 30 (World Health Organization 2018). No obstante, en la clínica se 

toma en cuenta -además del IMC- la raza, etnia, masa magra, edad, sexo y otros factores que 

pueden afectar el IMC y no son contemplados al calcularlo (Franzosi 2006). 

Debido a que la obesidad no es un desorden que afecte únicamente a personas 

adultas, la OMS ha definido que un niño presenta sobrepeso u obesidad si su IMC es mayor o 

igual a una, dos o tres desviaciones estándar por encima de la media poblacional para su sexo 

y su edad (World Health Organization 2018).   

1.2 Epidemiología 

La obesidad representa un serio problema epidemiológico a nivel mundial, debido a 

que su prevalencia se ha incrementado alcanzando niveles alarmantes (Elia et al. 2015; 

Meldrum et al. 2017); es por ello que combatirla constituye uno de los mayores desafíos en 

torno a la salud pública del siglo XXI. La OMS declaró a la obesidad como la más importante de 

las enfermedades crónicas no transmisibles, alcanzado proporciones pandémicas 

principalmente en la sociedad occidental, que se produce como consecuencia en la 

modificación de los estilos de vida y la automatización (World Health Organization 2018). Los 

cambios en la alimentación (aumento en la ingesta de las comidas ultra procesadas y de  

azúcares) junto con el incremento del sedentarismo han favorecido el aumento de esta 

pandemia (Popkin 2017).  

Reportes de la OMS han indicado que desde 1975 la prevalencia de obesidad se ha 

triplicado a nivel mundial, observándose en 2016 que 1900 millones de adultos (39%) 

presentaban sobrepeso y más de 650 millones (13%) eran obesos; observándose además que 
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las mujeres son más propensas a desarrollar obesidad que los hombres, dado que el 70% de 

las mujeres y el 40% de los hombres la padecen (Sibuyi et al. 2018; World Health Organization 

2018). 

Clásicamente, la obesidad ha presentado una mayor prevalencia en rangos 

poblacionales etarios más avanzados; sin embargo, su incremento entre la población más 

joven ha sido drástico en las últimas décadas (Frederick et. al 2013). En relación a ello, la OMS 

reportó que en 2016 había, a nivel mundial, más de 340 millones de niños y adolescentes (de 5 

a 19 años) con sobrepeso y obesidad y que 41 millones de niños menores de cinco años tenían 

sobrepeso o eran obesos (World Health Organization 2018).  

Proyecciones realizadas a nivel mundial estiman que para el año 2030, casi el 40% 

de la población mundial tendrá sobrepeso y una de cada cinco personas será obesa (Kelly et al. 

2008). Si bien no existen proyecciones realizadas más recientemente, cada día nos acercamos 

más a los valores predichos por dicha proyección, observándose que esta enfermedad afecta 

tanto a países desarrollados como en vías de desarrollo (Anoop et al. 2008; Meldrum et al. 

2017). 

Si se analiza a nivel mundial, más del 50% de la población mayor de 20 años con un 

IMC superior a 30 (Figura 1), se encuentra representada en tan sólo 10 países: Estados Unidos, 

China, India, Rusia, Brasil, México, Egipto, Alemania, Pakistán e Indonesia (ordenados según el 

número de individuos obesos que presentan) (Ng et al. 2014). Estados Unidos presenta el 13% 

de los individuos obesos del mundo, mientras que China e India juntos suman el 15% (Ng et al. 

2014). Estos datos ponen de manifiesto que el desarrollo de la obesidad parece verse 

favorecido por la dieta occidental. Además, se ha descripto que, en los últimos 33 años, en 

ningún país se ha observado disminución en la prevalencia de obesidad (Ng et al. 2014).  
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Figura 1: Prevalencia de obesidad (IMC≥30 kg/m2) a nivel mundial en el año 2013, estandarizada por 

edad y sexo: A) Prevalencia en hombres de mayores a 20 años, B)  

Prevalencia en mujeres mayores de 20 años. La escala de colores alcanza desde el azul, que representa 

la menor prevalencia, hasta el rojo, que grafica la mayor incidencia. Adaptado de:“Global , regional , and 

national prevalence of overweight and obesity in children and adults during 1980 – 2013 : a systematic 

analysis for the Global Burden of Disease Study 2013” (Ng et al. 2014). 

Según datos proporcionados por el Ministerio de Salud de la República Argentina, 

en nuestro país existió un aumento significativo de la prevalencia de obesidad entre 2005 y 

2013. A nivel nacional, la prevalencia de la obesidad en 2013 fue de 20,8% mientras en 2005 

que fue de 14,6%, representando, entonces un incremento del 42,5%. La prevalencia de 

sobrepeso y obesidad en Argentina, en 2013, fue mayor en hombres que en mujeres 

(sobrepeso: 66.2% hombres vs 50.1 mujeres, obesidad: 22.9% hombres y 18.8% en mujeres), 

contrariamente a la tendencias observadas a nivel mundial.  
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Las provincias que evidenciaron mayor prevalencia de obesidad que el promedio 

nacional fueron: La Rioja (27,9%), Chubut (24,8%) y Santa Fe (24,5%); en contraposición, la 

Ciudad Autónoma de Buenos Aires (16%) presentó valores inferiores al promedio nacional.  

Respecto al nivel educativo, se evidenció mayor prevalencia de obesidad en los 

niveles de instrucción más bajos: hasta primario incompleto y hasta secundario incompleto, en 

los que la prevalencia fue de 28,1% y 24,5% respectivamente; mientras que en el nivel 

educativo más alto ésta fue del 17%(Ministerio de Salud de la Nación. 2013). 

1.3 Factores predisponentes al desarrollo de obesidad 

Múltiples son los factores que contribuyen al desarrollo de esta patología, entre los 

que se destacan: la dieta, el descenso en la frecuencia de actividad física (Ewing et al. 2008); 

así como también factores subyacentes más complejos como son, por ejemplo, los genéticos, 

fisiológicos, psicológicos, sociales, económicos y educativos (Meldrum et al. 2017). Respecto 

de la dieta se sabe se ha producido en los últimos años un aumento en la ingesta de alimentos 

hipercalóricos y ricos en grasa, sal y azúcares pero pobres en vitaminas, minerales y otros 

micronutrientes (Roberto et al. 2015), pudiendo esto contribuir con el crecimiento en la 

prevalencia de la patología. 

En la mayoría de las circunstancias la obesidad y sus precursores energéticos 

relacionados son normalmente rasgos multifactoriales o poligénicos, que resultan de la acción 

combinada de muchos genes e interacciones ambientales. Por tanto, si bien puede existir una 

predisposición genética a desarrollar obesidad, ésta es potenciada por factores ambientales 

(Kleinert et al. 2018). 

Todos los factores mencionados contribuyen al establecimiento de un ambiente 

obesogénico (Meldrum et al.2017) en el que se produce un desequilibrio energético en el que 

las calorías consumidas superan a las gastadas (Hill et al. 2013).  

1.4 Modelos experimentales de obesidad 

Históricamente, han sido varios los abordajes utilizados a fin de estudiar el efecto 

de la obesidad sobre los diferentes sistemas. Los modelos animales han contribuido de manera 

fundamental a la comprensión de los procesos básicos que regulan el equilibrio energético, 

permitiendo sentar las bases fisiológicas y genéticas de la obesidad (Speakman et al. 2008). 

Estos modelos han sido diversos, desde moscas (Drosophila), peces (Zebrafish) y nematodos 

(Caenorhabditis elegans) hasta primates no humanos, pasando por cerdos, perros y roedores 

(Kleinert et al. 2018).  
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Si bien cada modelo presenta ventajas y desventajas al momento de ser 

comparados con la patología humana, uno de los modelos más ampliamente utilizados es el de 

roedores. Además de las ventajas típicas que presentan los roedores como modelo animal de 

estudio, estos desarrollan obesidad asociada con resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, 

diabetes y/o trastornos lipídicos, como frecuentemente sucede en los humanos (Kleinert et al. 

2018). 

1.4.1 Modelos de obesidad inducida por ablación. 

La relación entre ingesta, saciedad y balance energético resulta esencial en el 

desarrollo de obesidad. Los primeros modelos de obesidad se centraron en el estudio de estas 

relaciones, mediadas todas ellas por el sistema neuroendocrino e integrado por el sistema 

nervioso central principalmente a nivel hipotalámico, lóbulo temporal y amígdala (Flier 2004; 

Lutz et al.2013). Es por ello que en las primeras investigaciones examinaron los efectos de 

ablaciones realizadas en diferentes regiones del hipotálamo (Kleinert et al. 2018), provocando 

así una desregulación en el equilibrio energético de los animales y, consecuentemente, 

obesidad (Mitchel et al 1977, King 2006). Estas lesiones pueden realizarse por métodos físicos 

(procedimientos quirúrgicos, electrocoagulación, lesiones electrolíticas o de radiofrecuencia), a 

través de la administración de diversos agentes químicos tales como la colchicina (droga que 

altera el citoesqueleto) o mediante la inyección de toxinas neuronales como el ácido kainico, el 

ácido ibotenico, la mostaza de bipiperidina, la tioglucosa de oro, el glutamato monosódico, 

etc.(Bray et al. 1979; Flier 2004; Speakman et al. 2008). 

El uso de estos modelos experimentales condujeron al reconocimiento del 

hipotálamo como un área clave del cerebro con respecto a la influencia del metabolismo, 

permitieron establecer al hipotálamo ventromedial como el centro de saciedad y al 

hipotálamo lateral como el centro del apetito (King 2006). 

Si bien estos modelos han brindado gran parte del conocimiento actual sobre los 

mecanismos neuroendocrinos asociados a la obesidad, el posterior descubrimiento de 

numerosas moléculas con efectos orexígenos o anorexígenos y de técnicas genéticas y 

moleculares llevó a limitar su uso dado que las lesiones en áreas cerebrales son alteraciones 

tan profundas que podrían afectar numerosas vías de regulación y no exclusivamente la vía de 

interés.  
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1.4.2 Modelos genéticos de obesidad 

Modelos de obesidad de origen monogénico 

La obesidad, en algunos casos, es  consecuencia de mutaciones que afectan a un 

único gen (obesidad de origen monogénico) (Lutz et al. 2013).  

Casos clásicos de mutaciones espontáneas que generan la pérdida de función de 

un único gen y generan obesidad son los ratones ob/ob (Ingalls et al. 1950; Zhang et al. 1994),  

db/db (Herberg y Coleman 1978) y la rata Zucker obesa (fa/fa) (Nilsson et al. 2012; Zucker et 

al. 1961). Los ratones ob/ob presentan la supresión de un único par de bases , alterándose la 

producción de leptina (Zhang et al. 1994), al igual que las ratas fa/fa, y desarrollando obesidad. 

Por todo lo expuesto, estos modelos representan herramientas centrales en la 

investigación de fármacos (Kleinert et al. 2018). Sin embargo, muchas veces no representan la 

realidad en cuanto a la complejidad génica que presenta la obesidad, en la que pueden estar 

afectados más de 100 genes (Locke et al. 2015). Debido a esta limitación, se han generado 

modelos poligénicos de obesidad. 

Modelos de obesidad de origen poligenético 

El número creciente de loci genéticos que se han asociado con la obesidad 

enfatiza el hecho que la obesidad humana es generalmente una enfermedad poligénica con un 

alto grado de heterogeneidad interindividual (Kleinert et al. 2018).  

En estos modelos, la obesidad se  produce de manera espontánea o aumenta la 

susceptibilidad de los animales a padecer obesidad cuando varían las condiciones ambientales 

tales como la disponibilidad y composición del alimento, la reducción de actividad física, etc. Es 

por ello, que estos  modelos resultan más utilizados en la actualidad; permiten evaluar las 

interacciones de la susceptibilidad genética con variables dietéticas, ambientales y 

metabólicas, aunque su interpretación resulta extremadamente compleja.  

Entre los principales modelos de obesidad de etiología poligénica se incluyen los 

ratones obesos Nueva Zelanda (NZO) y C57BL6 / J, ratas Sprague Dawley y Osborne-Mendel 

(Kleinert et al. 2018).  

Los NZO son una cepa de ratones que desarrolla obesidad y diabetes mellitus 

tipo 2 (DM2). En ellos, la adiposidad es impulsada por una hiperfagia moderada, un gasto 

energético reducido y una actividad voluntaria reducida. Además, presentan una 

desregulación en la señalización de leptina y trastornos glucémicos relacionados con defectos 

pancreáticos y hepáticos (Herberg et al. 1977). 

Los Ratones C57BL6 / J son una cepa de ratones propensa a desarrollar obesidad 

inducida por hiperfagia cuando se colocan en un entorno obesogénico (dietas altas en grasa: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herberg%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=834144
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HFD, por sus siglas en inglés); sin embargo, varios grupos han observado heterogeneidad en la 

respuesta de ratones C57BL6 / J a una HFD ya que no siempre se observa aumento de peso 

corporal (Kleinert et al. 2018).  

Por su lado, las ratas Sprague Dawley presentan hiperinsulinemia e 

hiperleptinemia y desarrollan rápidamente obesidad cuando se los alimenta con HFD (Clegg et 

al. 2005).  

Las ratas Osborne-Mendel son portadoras de un defecto poligenético que las 

hace suceptibles de padecer obesidad inducida por la dieta. Presentan un incremento de peso 

corporal proporcional al contenido de lípidos de la dieta, alcanzando un máximo cuando se 

administran dietas con un 60% del contenido calórico de origen lipídico (Kleinert et al. 2018).  

Todos estos modelos han contribuido significativamente en la comprensión de 

las anomalías genéticas que controlan la homeostasis energética, sin embargo, debido al 

impacto de las variables ambientales sobre la composición corporal, no es posible, la 

identificación directa de los genes responsables del desarrollo de obesidad.  

1.4.3 Modelos murinos de obesidad inducida por la dieta 

Los modelos de obesidad inducida por la dieta (DIO) presentan características 

más parecidas a los humanos, donde la obesidad es de origen multifactorial e incluye el exceso 

de ingesta calórica (Nilsson et al. 2012).  

La dieta moderna, especialmente la occidental, contiene altos niveles de grasas 

y carbohidratos como fructosa y sacarosa. En roedores existen dos formas de DIO, una es 

producto de la administración de dietas HFD y la otra es consecuencia de la administración de 

dieta de cafetería (CAF). 

En un procedimiento típico donde se implementa HFD, las ratas o los ratones 

tienen acceso irrestricto a alimentos densos en calorías y altamente enriquecidos en grasas. 

Así se genera así un intercambio entre las calorías derivadas de carbohidratos por calorías 

derivadas de grasas cuando se las compara con dietas control (Buettner et al. 2006). En estas 

dietas, el porcentaje de calorías provenientes de grasas puede variar entre 40% y 60%, como 

así también el origen de las grasas (manteca, aceite de oliva, aceite de coco o aceite de 

pescado) y el tipo de grasas (saturadas, monoinsaturadas o poliinsaturadas); lo que genera 

diversos fenotipos de obesidad (Buettner et al. 2006).  

Debido al excesivo porcentaje de grasas presentes en estas dietas, se considera que este tipo 

de dieta no refleja muy precisamente el comportamiento alimentario característicos de los 

humanos obesos (Vadiveloo et al. 2014; Kleinert et al. 2018). 
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Por otro lado, este tipo de dietas ha presentado problemas en su 

implementación dependiendo del tipo de cepa de roedores utilizados(Leibowitz et al. 2005; 

West et al. 1992). Por ejemplo, aproximadamente dos tercios de ratas Sprague-Dawley a las 

que se les administra esta dieta desarrollan resistencia a la misma pero no obesidad (Levin et 

al. 1997; Levin et al. 1998). En otras cepas de roedores la resistencia es aún mayor, mostrando 

incluso una reducción de la ingesta de alimento respecto a los controles (Hambly et al. 2005). 

A partir de todo lo expuesto hasta aquí, surgió la necesidad de desarrollar otros 

modelos experimentales que reflejen con mayor precisión la patología humana. Así surgió la 

dieta CAF (Sclafani y Springer 1976; Akyol et al. 2009), modelo en el que los animales tienen 

acceso libre a agua y a alimento estándar mientras se les ofrece, conjuntamente, alimentos 

altamente palatables, energéticamente densos y poco saludables. 

Ha sido ampliamente demostrado que CAF promueve la hiperfagia voluntaria, 

resultando en una rápida ganancia de peso (Heyne et al. 2009; Morris et al. 2008; Sampey et 

al. 2011; Shafat et al. 2009). Además de reflejar la ingesta por placer, consistente con la 

hiperfagia voluntaria característica de la obesidad en humanos, CAF reproduce las alteraciones 

neuronales que subyacen a los comportamientos alimentarios asociados con algunas formas 

de obesidad humana (Johnson y Kenny 2010). Es por ello que, actualmente, CAF es 

considerado un modelo de obesidad humana más robusto (Sampey et al. 2011).  

Este modelo ha sido implementado de manera exitosa en nuestro laboratorio 

(Bazzano et al. 2015; Bazzano et al. 2017; Bazzano et al. 2018). En estos trabajos se demostró 

que la ingesta de CAF por 60 días produce, en ratas hembras Wistar, el desarrollo de obesidad 

asociado a hiperglucemia sin alterar los niveles séricos de colesterol y triglicéridos (Bazzano et 

al. 2015). Además, CAF genera alteraciones del ciclo estral y de la función ovárica y una 

reducción en la reserva folicular (Bazzano et al. 2015); efectos que se vieron asociados con un 

estado metabólico empobrecido a nivel ovárico (Bazzano et al.2017). Es por todo lo expuesto 

que el modelo de obesidad inducido por CAF es el que se utilizó en el presente trabajo y será 

detallado en lo sucesivo. 

1.5 Disfunciones asociadas al desarrollo de obesidad 

Numerosas son las complicaciones de la salud que trae aparejada la obesidad 

(Krishan y Randhir 2011; Hruby y Hu 2016). La obesidad se ve asociada con el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares (Poirier et al. 2006; Singh et al. 2013; Grundy 2004; Kachur et 

al. 2017), diabetes (Dalmas et al. 2014; Langley-Evans 2015); cáncer (Schapira et al. 1994; 

Dalamaga 2013; Iyengar et al. 2013; Gallagher et al. 2015), trastornos en los huesos, músculos, 

articulaciones y tejido conectivo (Felson et al. 1988; Courties et al. 2017) y los problemas 



  Introducción 

10 
 

reproductivos (van der Steeg et al. 2008;Dağ et al. 2015; Campbell et al. 2015; Stang et al. 

2016; Giviziez et al. 2016). Cabe aclarar, que cuando dichas enfermedades cursan asociadas a 

obesidad, en general, el pronóstico es peor; así, la obesidad disminuye la calidad y la esperanza 

de vida de los individuos (Hruby et al. 2016).  

Por último, y no por ello de menor importancia, dentro de las consecuencias que 

conlleva esta patología se incluye el estigma y las consecuencias psicológicas y sociales que ello 

produce al individuo obeso (Devaux et al. 2015). 

1.6 Efecto de la obesidad sobre la reproducción femenina 

La obesidad genera efectos adversos sobre la salud en cada etapa del ciclo de vida 

de un individuo, afectando negativamente a diversos órganos y sistemas, sin ser el aparato 

reproductor su excepción. Si bien esta patología afecta tanto a hombres como mujeres, en 

particular, la obesidad es un problema común entre las mujeres en edad reproductiva y se 

asocia con secuelas que afectan la capacidad reproductiva de la mujer (Campbell et al. 2015). 

El efecto negativo que la obesidad ejerce sobre la fertilidad femenina fue descrito 

ya por Hipócratesen su obra Corpus Hipocraticum: “…la gente de tal constitución no puede ser 

prolífica… la culpa es de la gordura y la flacidez. El útero no puede recibir el semen y 

menstrúan poco y con poca frecuencia…” (Brewer y Balen 2010; Lloyd et al. 1978). En relación 

a ello, Hartzy y cols. fueron pioneros en demostrar que la irregularidad del ciclo menstrual y la 

anovulación se correlacionaban con el sobrepeso y la obesidad. De hecho, ya en 1979, en un 

estudio realizado con 26.638 mujeres, muestran que las mujeres obesas presentan un 

incremento  de 3,1 veces las tasas de trastornos menstruales respecto de las mujeres con peso 

normal (Hartz et al. 1979).  

Más recientemente, diferentes estudios han reportado que las pacientes obesas 

que recurren a fecundación in-vitro (FIV) demoran más en conseguir un embarazo que 

pacientes normopeso (Brewer et al. 2010; Tamer et al. 2009) y requieren mayores dosis de 

gonadotrofinas para producir igual cantidad de oocitos (Brewer et al. 2010). En un análisis 

retrospectivo del resultado de FIVs realizadas a 1293 mujeres, se observó que a pesar de que 

el número de folículos obtenidos fue similar entre pacientes normopeso y obesas, la cantidad 

de oocitos recuperados y de oocitos en metafase II era inferior en las pacientes obesas; 

demostrándose que la obesidad se asocia con una menor calidad oocitaria (Dokras et al. 2006; 

Wittemer et al. 2000).  

Además, se sabe que la obesidad produce una reducción en las tasas de embarazo, 

en un 8% en mujeres con sobrepeso y un 18% en pacientes obesas (Elia 2015; Dağ et al.2015); 

y que dicha reducción se observa tanto en embarazos alcanzados luego de recurrir a ART 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giviziez%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28050960
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(técnicas de reproducción asistida, de sus siglas en inglés) como en ciclos naturales (Shah et al. 

2011). En contraposición a estas observaciones, un meta análisis realizado con 4758 mujeres 

que recurrieron a oocitos de donantes describió que las tasas de embarazo, de abortos 

espontáneos y de niños nacidos vivos son similares entre mujeres obesas y de peso normal 

(Jungheim et al. 2013a) in embargo, otros autores señalan que las tasas de abortos 

espontáneos también se ve aumentada debido a la obesidad y que se producen como 

consecuencia de la mala calidad oocitaria (Fedorcsak et al. 2004; Lashen et al. 2004; Robker 

2008; Purcell y Moley 2011). Sin embargo, otros autores han descripto que aún cuando se 

recurre a oocitos de donantes, las tasas de aborto son mayores en pacientes obesas que en 

pacientes normopeso, demostrándose que las pacientes obesas presentan mayores tasas de 

abortos aun cuando la calidad oocitaria/embrionaria es óptima (Bellver et al. 2003). Estos 

hallazgos, junto con los presentados por otros autores, señalan que la diminución en las tasas 

de embarazo de las pacientes obesas son consecuencia de alteraciones en la receptividad 

uterina (Bellver et al. 2007; Dessolle et al. 2009; DeUgarte et al. 2010). En relación a ello, un 

análisis de la expresión génica gran escala (microarray) utilizando biopsias de tejido 

endometrial durante la ventana de implantación ha revelado una desregulación génica en 

mujeres obesas en comparación de mujeres de peso normal (Bellver et al. 2011). 

Por otro lado, las mujeres obesas durante el embarazo enfrentan complicaciones 

médicas que incluyen el aumento de partos pre-término, mayores tasas de pérdidas de 

embarazo, hipertensión, preeclampsia y diabetes gestacional (Bellver et al. 2003; Cedergren y 

Kallen 2003; Pathi et al.2006; Athukorala et al. 2010; Weiss et al. 2004; Roman et al. 2007).  

Además, las gestantes obesas son más propensas a requerir cesárea primaria o 

parto instrumentado; presentando mayores índices de morbilidad perioperatoria (Ryan 2007). 

Dichos nacimientos presentan, frecuentemente, dificultades técnicas, aumentándose las tasas 

de infección, desgarros, hemorragia y trombosis, en comparación con los partos y cesáreas de 

mujeres no obesas.  

Por otro lado, la anestesia perioperatoria plantea un reto más en las gestantes 

obesas, lo cual conlleva, muchas veces, a empeorar el cuadro clínico (Aricha-Tamir et al. 2012). 

Aunque varios estudios se han centrado en la correlación entre la obesidad y el 

aumento de la prevalencia de la cesárea, los mecanismos subyacentes se desconocen. La 

reducción en la contractilidad miometrial por parte de las gestantes obesas al momento del 

parto parece ser uno de los mecanismos subyacentes; sin embargo los resultados disponibles 

hasta la actualidad resultan controversiales (Hajagos-tóth et al. 2017).  

Por último, la obesidad en el embarazo confiere serios riesgos para la salud fetal, 

entre los que se destacan un mayor riesgo de sufrir anomalías congénitas (como defectos del 
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tubo neural o insuficiencia cardíaca congénita), macrosomia fetal, sufrimiento fetal, morbilidad 

y mortalidad perinatal (Cedergren y Kallen 2003; Szabo 2019; Ramsay et al. 2006; Scialli 2006). 

Todo lo anteriormente expuesto demuestra que la obesidad impacta 

negativamente sobre la salud reproductiva femenina en múltiples niveles, desconociéndose 

aún los mecanismos por los cuales lo lleva a cabo. Las mujeres obesas tienen alta probabilidad 

de sufrir disfunción menstrual, anovulación, infertilidad y complicaciones durante el embarazo 

y el parto (Figura 2).(Elia et al. 2015, Dağ et al. 2015).  

 
Figura 2: Efectos de la obesidad sobre la salud reproductiva femenina. Modificado de: “Reproductive 

Disorders in Obesity.” (Elia et al. 2015). 
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2 El tracto reproductor femenino 

Los órganos que conforman el aparato reproductor femenino son comunes a todos 

los mamíferos, a pesar de que existen algunas diferencias entre las especies. En la rata, el 

sistema reproductor comprende ovarios, oviductos, vagina y un útero de tipo bipartito dúplex 

o bicorne(Figura 3) (Cooke et al. 2013). 

 

Figura 3: Diagrama de una vista ventral del sistema urogenital femenino en la rata. Modificado de “The 

rat: a study in behavior” (Barnet 2007). 

2.1 Los ovarios 

El ovario (lat. ovum, huevo; gr. ooforon) o gónada femenina posee dos funciones 

principales; la primera de ellas es la producción de células germinales (oocitos) que permite la 

continuidad de la especie, y la segunda radica en la generación de moléculas bioactivas, 

principalmente esteroides y factores de crecimiento, que resultan cruciales para la 

funcionalidad ovárica, la regulación del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal y el desarrollo de 

características sexuales secundarias (Edson et al. 2009). 

En ratas, los ovarios son órganos pares y cada uno de ellos se divide en dos 

secciones bien diferenciadas: la corteza periférica y la médula central (Figura 4). Al alcanzar la 

madurez sexual, la corteza contiene numerosos folículos (F) en distintos estadios de desarrollo 

y cuerpos lúteos (CL). La médula, en cambio, ubicada en la zona central del ovario, se 

encuentra muy inervada y posee una importante vasculatura. 
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Figura 4: Corte histológico de ovario de rata donde se diferencian la médula, la corteza, folículos en 

diferente grado de desarrollo (F) y cuerpos lúteos (CL). Coloración: Tricrómico de Masson. Modificado 

de: “Coenzyme q10 restores the obesity-decreased ovulation rates” (Sarrible et al. 2018). 

2.2 Los oviductos 

Los oviductos (lat. oviductus, formado a partir de los sustantivos ovum = huevo y 

ductus = tubo) son órganos pares con forma de tubo que se extienden en forma bilateral 

desdeel útero hacia los ovarios (Figura 5). Llamados trompas de Falopio en humanos, estos 

órganos tubulares transportan el oocito recientemente ovulado hasta el útero y proveen el 

medio ambiente que propicia la fecundación y el desarrollo inicial del cigoto hasta su etapa de 

mórula (Croxatto 2002).  

Macroscópicamente el oviducto puede dividirse en cuatro segmentos: el 

infundíbulo (segmento contiguo al ovario que presenta forma de embudo), el ámpula (sitio 

donde ocurre la fecundación, segmento de mayor longitud), el istmo (segmento medio 

contiguo al útero) y finalmente la porción uterina o segmento intramural que se ubica dentro 

de la pared uterina y se abre hacia la cavidad del útero (Figura 5) (Hunter 2012).  

La luz del oviducto está revestida por un epitelio cilíndrico simple compuesto por 

células ciliadas que favorecen el transporte oocitario y células no ciliadas secretoras de 

sustancias nutritivas para los oocitos y embriones. A lo largo del ciclo la relación entre células 

ciliadas y no ciliadas presentes en el oviducto se modifica. Los estrógenos (E) estimulan la 

ciliogénesis y los progestágenos (P) incrementan la cantidad de las células secretoras (Hunter 

2012; Croxatto 2002).  
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Figura 5: Esquema representativo del oviducto de rata. Considerando el oviducto en toda su longitud, 

desde el ovario hasta el útero, se puede distinguir el infundibulo, el ámpula, el istmo y el segmento 

intramural o unión útero-tubal. Se muestran corteshistológicos transversalesrealizados en la región del 

ámpula (a) y del istmo (b) de la trompa uterina. En el ámpula (a) la mucosa presenta pliegues extensos 

que se proyectan dentro de la luz tubárica mientras que en el istmo (b) la mucosa se adelgaza 

reduciéndose considerablemente sus pliegues. Modificado de: “Physiology of gamete and embryo 

transport through the fallopian tube” y Galeria de histológia”(Croxatto 2002; UdelaR 2018). 

2.3 El útero 

2.3.1 Anatomía e histología 

El útero (lat utĕrus, vientre), también denominado matriz, es el órgano de la 

gestación y el mayor de los órganos del aparato reproductor femenino de la mayoría de los 

mamíferos. En los mamíferos, el embrión se desarrolla unido al útero materno hasta que el 

feto es expulsado durante el parto.   

Ontológicamente, el útero de los mamíferos se diferencia a partir de los 

conductos de Müller y consiste típicamente en un epitelio tubular central rodeado de 

mesénquima no diferenciado en el momento del nacimiento (Cooke et al. 2013). El grado en el 

que se fusionan dichos ductos difiere entre las diferentes especies (Figura 6).  

En los humanos los ductos de Müller se fusionan casi por completo, la porción 

no fusionada originará a las trompas uterinas y la fusionada dará lugar a un útero simple 

(Figura 6, derecha).  

En el caso de los roedores, la porción no fusionada originará los oviductos y los 

cuernos uterinos. Cranealmente, cada cuerno uterino termina en un oviducto que se 

encuentra asociado a uno de los ovarios. Los cuernos uterinos se fusionan muy caudalmente 
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poco antes de conectar con la vagina, originándose un útero bicorne que posee 2 cuellos 

uterinos (Figura 6, izquierda) (Spencer et al. 2012;Cooke et al. 2013). Así, aunque los cuernos 

uterinos parecen estar unidos, cada cuerno desemboca en su propio cérvix; característica 

anatómica que impide los movimientos embrionarios entre ambos cuernos uterinos (Lima 

2015). Es por ello que el número de sitios de implantación (SI) que presenta cada cuerno 

uterino es  igual (o menor) al número de oocitos ovulados por el ovario ipsilateral (mismo lado) 

a dicho cuerno (Lima 2015). De esta forma, la estructura anatómica del cérvix doble permite 

diseños experimentales en el que la condición experimental y la condición control pueden ser 

evaluadas en una misma hembra, herramienta de gran relevancia en numerosas 

investigaciones. 

 
Figura 6: Morfología uterina en los diferentes animales. Los roedores (ratas y ratones) tienen un tipo de 

útero de tipo doble con cérvix doble. Los cerdos tienen un útero largo bicorne con un cuerpo uterino 

corto y un solo cuello uterino. Las ovejas tienen un tipo de útero bicorne de longitud media y un cuerpo 

uterino corto con un solo cuello uterino. Los primates y humanos presentan un útero simple con un 

cérvix único. Fuente: modificado de “Comparative Developmental Biology of the Uterus: Insights into 

Mechanisms and Developmental Disruption.” (Spencer et al. 2012).  

El establecimiento de la histoarquitectura específica del tejido uterino se 

completa después del parto en roedores, animales domésticos y presumiblemente humanos 

(Bartol et al. 1993; Bartol et al. 1999; Spencer et al. 2012; Cooke et al. 2013).  

Los eventos comunes a la morfogénesis uterina postnatal incluyen: organización 

y estratificación del estroma endometrial; diferenciación y crecimiento miometrial y desarrollo 

de glándulas endometriales. El momento en que estos eventos ocurren difiere entre las 

especies; sin embargo, es importante destacar que la morfogénesis del útero es 

principalmente, si no de forma única, un evento postnatal (Cooke et al. 2013). De hecho, la 

capacidad funcional del útero adulto se establece por acontecimientos asociados con la 

"programación" de los tejidos uterinos durante la vida prenatal y postnatal (Walker 2011).  

Desde el punto de vista histológico, la pared uterina está compuesta por tres 

capas: endometrio, miometrio y perimetrio (Figura 7).  

El endometrio es la mucosa que rodea la cavidad uterina, está constituido por 

un epitelio cilíndrico simple (con microvellosidades y células ciliadas que se comunican con la 
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luz del órgano), por Ia lámina basal y el estroma (con abundante irrigación sanguínea y 

glándulas de secreción que se abren hacia Ia luz del órgano) (Morris 1968, Ross et al. 2015). El 

endometrio puede dividirse, morfológicamente,  en una capa funcional y una basal. La primera 

es la encargada de prepararse para la implantación del blastocisto y en ella sucede la 

proliferación, secreción y degeneración. La capa basal es el sustrato para que el endometrio 

pueda regenerarse.  

El miometrio, es el estrato muscular conformado por una capa circular interna y 

una longitudinal externa, ambas rodeadas por perimetrio.  

El perimetrio, es la capa serosa externa o la cubierta peritoneal visceral del 

útero que se continúa con el peritoneo pélvico y abdominal (Ross et. al 2015).  

El endometrio y el miometrio funcionan en conjunto para recibir al embrión, 

sostener su crecimiento y expulsar al feto en el momento del parto. La preparación de un 

ambiente receptivo es programada por las hormonas esteroideas ováricas que actúan en 

forma directa sobre el endometrio y el miometrio, y en forma indirecta a través de diferentes 

factores de crecimiento y citocinas (Yen 2001). 

 
Figura 7: Corte transversal de útero de rata coloreado con Tricrómico de Cajal-Gallego. Se diferencian el 

lumen uterino rodeado del tejido endometrial en el cual se distingue la presencia de glándulas uterinas. 

Rodeando al endometrio se observa el tejido miometrial (circular y longitudinal) y finalmente el 

perimetrio. Aumento: 4x. Imagen modificada de: “Galería de histología” (UdelaR 2018). 
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2.3.2 Funcionalidad uterina 

El útero cumple numerosas funciones en el proceso reproductivo, aún en ciclos 

no concepcionales. Sin embargo, su función primordial es la de acoger al embrión y permitir su 

implantación. Para ello, el endometrio debe transformarse durante la mitad de la fase 

secretora en receptivo (Demir et al. 2002).  

La receptividad endometrial ocurre cuando la mucosa uterina sufre cambios que 

le confiere la capacidad de permitir que ocurra la implantación embrionaria, proceso por el 

cual el embrión se adhiere al endometrio, invade el epitelio endometrial y toma contacto 

directo con la vasculatura materna para la formación de la placenta (Cavagna et al. 2003). Para 

ello. el útero adquiere ligandos adhesivos y pierde componentes que pudieran inhibir la 

adhesión del embrión al epitelio endometrial (Aplin 2000). Todo este proceso se produce en 

respuesta a estímulos endocrinos (especialmente esteroides ováricos), paracrinos y/o 

autocrinos que ocurren desde el inicio del ciclo reproductor (Cavagna et al. 2003). Es por ello 

que el éxito del proceso implantatorio no depende exclusivamente de la calidad embrionaria 

sino también de la receptividad endometrial. En relación a ello, se ha descripto que la 

receptividad uterina disminuida es una de las principales razones de abortos aun cuando la 

concepción se realiza mediante ART (Edwards 1995). 

Debido a la complejidad del proceso implantatorio, alteraciones en alguno de 

estos mecanismos puede conducir a la asincronía entre el desarrollo embrionario y el uterino, 

complicando así el proceso implantatorio y, consecuentemente, la prosecución de la gestación.  

Otra gran función del útero es el mantenimiento del tono miometrial. Esto 

resulta de vital importancia tanto en ciclos concepcionales como no concepcionales dado que 

interviene en diversos procesos, como son la menstruación (en el caso de humanos), el 

transporte embrionario y de espermatozoides, la implantación embrionaria, ,la gestación y el 

parto (Wray et al. 2001). Se ha visto que alteraciones en la contractilidad uterina causan 

trastornos como infertilidad, fracaso de la implantación, dismenorrea, endometriosis, aborto 

espontáneo y parto prematuro (Aguilar y Mitchell 2010). 

El músculo liso uterino- o miometrio- se contrae espontáneamente (Aguilar y 

Mitchell 2010). Dichas contracciones son coordinadas y reguladas por mediación nerviosa, 

aunque no necesariamente son iniciadas por el impulso nervioso (Kuijsters et al. 2017; 

Burnstock y Prosser 1960). 

La naturaleza de las contracciones, su frecuencia, amplitud y duración, está 

determinada por la frecuencia de descarga de los potenciales de acción, por la duración de la 

serie de potenciales de acción y por el número total de células estimuladas (Laws et al. 2009). 
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Las uniones estrechas -o “gap junctions”- existentes entre las células miometriales son 

fundamentales para coordinar la actividad contráctil miometrial, ya que los músculos lisos no 

están organizados en fibras, fibrillas y filamentos como los músculos esqueléticos (Morris 

1968, Carsten et al. 1990, Egarter y Husslein 1992, Laws et al. 2009). 

El concepto de marcapasos en el miometrio ha sido considerado e investigado 

durante muchos años. Décadas de investigación empleando diferentes abordajes de estudio, 

desde técnicas histológicas hasta electrofisiológicas, no han demostrado evidencia de la 

presencia de células con las propiedades histológicas y electrofisiológicas características de un 

marcapasos funcional en el útero (Aguilar and Mitchell 2010). El llamado “marcapasos uterino” 

no se ajusta fácilmente a la definición de diccionario de lo que debería ser un marcapasos. 

El útero, a diferencia del corazón, no presenta un marcapasos único y fijo que 

genera un potencial de acción que se propaga globalmente a través de vías definidas. Se ha 

descripto que éste presenta muchos “marcapasos” distribuidos por todo el órgano, situación 

similar a la del intestino. Así, el útero se contrae de manera coordinada, con muchos 

“marcapasos” activándose durante la fase de reclutamiento de cada contracción (Young 2018; 

Aguilar y Mitchell 2010). Esta coordinación a nivel de órgano es necesaria porque si solo se 

contrajera una porción del útero, las partes quiescentes de la pared uterina se alargarían. La 

laxitud de la pared daría lugar a bruscos aumentos de la presión intrauterina, y las 

contracciones no generarían la presión necesaria, por ejemplo, al momento del parto. Sin 

embargo, aún no existe un consenso en cómo los “marcapasos” uterinos se comunican entre sí 

para crear contracciones coordinadas a nivel del órgano y evitar la generación aleatoria de 

potenciales de acción logrando así que todas las partes del útero pueden contraerse al mismo 

tiempo y viceversa (Young 2018). Claramente, se necesita una mayor investigación para 

comprender la regulación y, por lo tanto, la desregulación de la contractilidad uterina que 

causa una variedad tan amplia e importante de trastornos reproductivos (Aguilar y Mitchell 

2010).  

Independientemente del origen de la contracción, la actividad contráctil de cada 

miocito uterino está mediada por cambios en la concentración de Ca2+. La liberación de Ca2+ de 

las reservas intracelulares, junto con el flujo desde el espacio extracelular, activa las vías 

bioquímicas que conducen al entrecruzamiento de actina-miosina y al consecuente desarrollo 

de la fuerza contráctil del músculo liso uterino (Sperelakis et al. 1992). De hecho, agentes 

bloqueantes de los canales de Ca2+ previenen eficazmente el flujo de Ca2+, inhibiendo la 

contracción uterina. Por su parte, agentes uterotónicos, como las prostaglandinas (PGD2, 

PGE2, PGF2α, PGI2) y la oxitocina, aumentan la actividad miometrial actuando esencialmente 

como ionóforos de Ca2+(Chen et al. 2013). 
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La motilidad uterina sufre cambios a Io largo del ciclo sexual. Si se produce la 

fecundación, las condiciones del órgano cambiarán radicalmente, propiciándose la quiescencia  

del órgano que resulta imprescindible para permitir el correcto contacto entre el embrión y el 

endometrio (Kuijsters et al. 2017). Esta se mantiene hasta el momento del parto, momento en 

el que la actividad contráctil se incrementa significativamente, facilitando la expulsión del feto 

y el alumbramiento ( Kuijsters  et al. 2017). Dichos cambios son regulados por diversos factores 

entre los que se destacan las hormonas esteroideas estradiol (E2) y progesterona (P4) y los 

receptores adrenérgicos (Chen et al. 2013). 

El E2 estimula las contracciones uterinas, mientras que la P4 las inhibe (Egarter y 

Husslein 1992; Kuijsters et al. 2017). Los mecanismos por los cuales E2 las estimula involucran 

el estímulo en Ia producción y sensibilidad a las prostaglandinas (PGF2α, PGE2) y de 

Tromboxano A2 (Fanchin et al. 2000; Chen et al. 2013; Wilson 1983; Ham et al. 1975). En 

contraposición, P4 contribuye a la quiescencia uterina a través de Ia inhibición de dichos 

agentes uterotónicos (Bygdeman et al. 1979, Hajagos-tóth et al. 2017;Wilson 1983).  

El útero de los mamíferos es un órgano con numerosas inervaciones simpáticas, 

especialmente en los compartimentos miometriales (Latini et al. 2008; Chavez et al. 2006). La 

noradrenalina, liberada como consecuencia de la activación simpática, actúa directamente a 

través de los receptores adrenérgicos uterinos (Engstrom et al. 2001; Roberts et al. 1989). El 

estímulo que noradrenalina ejerce sobre la contracción miometrial resulta crítica al momento 

en que los embriones son transportados intrauterinamente antes de que ocurra la 

implantación (Legrand et al. 1987; Chen et al. 2011). Es ese momento, se ha detectado un 

aumento de la concentración miometrial de noradrenalina, lo que sugiere un posible rol de la 

noradrenalina en el proceso implantatorio (Legrand et al 1986).  

La liberación de noradrenalina (NA), a partir de la activación simpática, actúa 

directamente a través de los receptores adrenérgicos (AR) uterinos. El miometrio presenta 

tanto receptores alfa como beta adrenérgicos (Chen et al. 2013). Por tanto, si NA se une a 

adrenoreceptores de tipo alfa (αAR) miometriales estimula las contracciones, mientras que si 

se une los de tipo beta (βAR), induce la relajación uterina. Así, la distribución espacio-temporal 

de los subtipos de AR que el útero expresa parece ser un modulador importante del tono 

miometrial durante la gestación (Bottari et al. 1983; Roberts et al. 1989; Chen et al. 2013).  

3 Ciclos reproductivos 

Al igual que la mayoría de los mamíferos placentarios, tanto humanos como ratas 

poseen ciclos reproductivos regulares en el que tienen lugar cambios fisiológicos, histológicos 

y citológicos en el tracto reproductivo, iniciados y regulados por el eje hipotálamo-hipofisario-
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gonadal. En humanos dicho ciclo es denominado “ciclo menstrual” (Figura 8), mientras que en 

roedores se lo denomina “ciclo estral”. 

3.1 El ciclo menstrual 

Durante cada ciclo menstrual, el ovario de los primates sufre cambios cíclicos que 

comprenden dos fases: la fase folicular y la fase luteínica; siendo la ovulación el evento que 

ocurre entre ambas fases (Figura 8). Debido a que el útero es un órgano blanco fundamental 

de las hormonas ováricas, el endometrio experimenta cambios cícliclos en respuesta a las 

variaciones sufridas por los ovarios. Así, el endometrio experimenta modificaciones 

estructurales cíclicas que ocurren paralelamente a las ováricas. El ciclo endometrial se divide, 

también, en dos fases: la fase proliferativa (que ocurre de manera simultánea a la fase 

folicular ovárica) y la secretora (simultánea a la fase luteínica) (Figura 8). 

En las mujeres la duración del ciclo es de aproximadamente 28 días, comenzando 

cada ciclo con la menstruación, es decir con el inicio de la fase folicular, que comprende unos 

14 días. La fase folicular se inicia con el desarrollo de una pequeña cantidad de folículos 

primarios por la acción de las hormonas folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). La 

selección de los folículos dominantes ocurre entre los días 5 y 7 del ciclo menstrual. Durante 

los primeros 8 a 10 días del ciclo, la FSH es la hormona principal que influye sobre el 

crecimiento de los folículos (Rimon-Dahari et al. 2016). Bajo el influjo de la FSH y 

posteriormente de LH, los niveles plasmáticos de estradiol, producido por las células de la 

granulosa del folículo en desarrollo, aumentan progresivamente hasta alcanzar un máximo 

inmediatamente antes de la ovulación (Baerwald et al. 2012). Al final de la fase folicular, antes 

de la ovulación, la concentración de progesterona comienza a aumentar por efecto de la LH. La 

ovulación es inducida por un aumento vertiginoso de la concentración de LH, que ocurre en 

forma concomitante con un incremento menor en la concentración de FSH.  

La expulsión del oocito se produce unas 34 h a 36 h después del inicio del aumento 

de la LH o alrededor de 10 h a 12 h después del incremento máximo de esta hormona (Rimon-

Dahari et al. 2016).  

Los E producidos como consecuencia de la maduración folicular impactan s nivel 

endometrial, estimulando la proliferación de las células endometriales. Al comienzo de la fase 

proliferativa la mucosa endometrial se encuentra adelgazada y con escasa cantidad de 

glándulas. Durante esta fase, bajo la acción de E2 se produce la proliferación de células 

epiteliales en el endometrio. La superficie epitelial se incrementa aumentando su espesor y 

comienzan a formarse glándulas endometriales. La fase proliferativa continúa hasta un día 
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después de la ovulación y en el final de esta fase, se distinguen glándulas con luz estrecha y en 

la región basal de las células epiteliales, acumulación de glucógeno. 

La fase luteínica se inicia justo después de la ovulación, mientras las células de la 

granulosa y de la teca del folículo ovulado sufren una rápida transformación morfológica para 

formar el cuerpo lúteo. EL cuerpo lúteo secreta estrógenos y grandes cantidades de 

progesterona. Por la acción principalmente de la progesterona, el endometrio inicia su fase 

secretora, etapa indispensable para que se desarrolle receptividad endometrial y el útero esté 

preparado para la implantación en caso de que el oocito sea fecundado (Baerwald et al. 2012). 

En la fase secretora, el grosor endometrial no aumenta, las glándulas crecen y adquieren un 

aspecto tortuoso y su luz se distiende a medida que se llena de productos de secreción. El 

líquido mucoide producido por el epitelio glandular tiene muchas sustancias nutritivas, en 

particular glucógeno, que son necesarias para sustentar el desarrollo de la implantación 

embrionaria, en el caso de que esta ocurra. En esta fase, las mitosis son infrecuentes y el 

crecimiento observado es producto de la hipertrofia de las células epiteliales, el aumento de la 

vascularización y el edema del endometrio.  

 
Figura 8: Esquema de los eventos fisiológicos y anatómicos durante el ciclo menstrual. Se muestran las 

curvas hormonales, la maduración de los folículos en el ovario (fase folicular y lútea) y el estado del 

endometrio (fase proliferativa y fase secretora) a lo largo de los días. P: Progesterona; E: Estradiol; FSH: 

Hormona folículo estimulante; LH: Hormona luteinizante. Modificado de: “Fisiología Humana”(Fox 

2008). 
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Si la fecundación no ocurre, el cuerpo lúteo degenerará, produciéndose así una 

disminución en las concentraciones hormonales, que dará origen a la hemorragia mensual.  

Por el contrario, si la fecundación ocurre, el cuerpo lúteo se mantiene y continúa 

secretando progesterona y estrógenos. La gonadotrofina coriónica humana (hCG), que 

inicialmente es sintetizada por el embrión y más tarde por la placenta, estimula el cuerpo lúteo 

y es responsable de su mantenimiento durante el embarazo. 

3.2 El ciclo estral 

El ciclo reproductivo de la rata es conocido como ciclo estral. Éste comprende 

modificaciones estructurales (a nivel uterino, ovárico, oviductal, vaginal y vulvar) y 

conductuales que sufren las hembras una vez que alcanzan la pubertad y que se repite de 

forma periódica y característica según la especie.  

La rata es un mamífero no estacional, de ovulación espontánea y poliéstrica; el ciclo 

ovárico se repite a lo largo de todo el año y la ovulación no depende del estímulo de la cópula 

(Allen 1922; Marcondes et al. 2002). 

En roedores, eI ciclo dura entre cuatro y cinco días y los cambios histológicos se ven 

reflejados tanto en el útero como en la vagina de la rata, comprendiendo clásicamente 4 fases 

sucesivas: proestro, estro, metaestro y diestro (Bertolin et al. 2014).  

En la rata, el proestro es la etapa del ciclo que marca el inicio de la fase folicular 

con la consiguiente liberación de las gonadotrofinas, principalmente de hormona FSH que da 

lugar a la maduración y desarrollo folicular y, por tanto, a la producción de E.  

El extendido vaginal en esta etapa se caracteriza por la presencia predominante de 

células epiteliales nucleadas (células basales) y, en ocasiones, algunas células cornificadas 

(Marcondes et al. 2002).  

Histológicamente el útero en el proestro se distingue por su típico endometrio 

ondulado con proyecciones del tejido endometrial hacia el lumen y su amplia luz (Kemmochi et 

al. 2013).  

La duración del proestro es de 12 a 14 horas, luego se continuará con el pico de LH 

entrando en la  fase de estro y consecuentemente la ovulación.  

El estro se caracteriza por ser el período en el cual la hembra está dispuesta a 

recibir al macho y en el extendido vaginal es notable la presencia de células cornificadas de 

forma irregular (Marcondes et al. 2002; Westwood 2008).  

A nivel uterino, el líquido extracelular aumenta en todo el endometrio (Wood et al. 

2007). El edema comienza a disminuir en el estro tardío y la apoptosis del estroma es más alta 

en este punto, correlacionado con los niveles relativamente bajos de E2 y P4. Los cuernos 
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uterino se distinguen por su apariencia turgente casi transparentes y sus paredes adelgazadas 

(Bertolin et al. 2014) 

Anatómicamente el útero durante el proestro y el estro es grueso y edematoso, su 

apariencia distendida se debe a la hiperfunción de las glándulas uterinas (Bertolin et al. 2014; 

Kemmochi et al. 2013).  

Con la ovulación y la formación del CL, se ingresa la fase lútea, que en roedores 

comprende el metaestro y el diestro.  

El metaestro es una fase de corta duración (6 a 8 horas) en que los CLs inician su 

desarrollo y comienzan a sintetizar P4. Si no se produce la fecundación, a nivel vaginal se 

observa la presencia de un gran número de leucocitos y escasa cantidad de células cornificadas 

(Westwood 2008). En el útero, se produce una reducción en las tasas de proliferación del 

epitelio luminal y la disminución de la apoptosis estromal; el epitelio pierde su organización 

definitiva, muestra degeneración vacuolar, aparecen leucocitos en la membrana basal y las 

glándulas uterinas muestran una actividad mínima.  

Luego se continúa la fase de diestro, momento en el que los CLs alcanzan su 

máxima actividad. Este período es el más extenso del ciclo dado que se extiende entre 50 a 55 

horas.  

En esta etapa las secreciones del ovario preparan al tracto reproductivo para recibir 

al oocito fecundado, pudiéndose observar en los extendidos vaginales la aparición de células 

esféricas nucleadas (células basales) y escasos leucocitos (Westwood 2008). En el útero el 

recambio a un proceso regenerativo determina la aparición de diestro, las mitosis son 

frecuentes en las glándulas, disminuyendo en número a medida que aumenta la actividad 

funcional (Westwood 2008). 

A nivel anatómico, el útero es delgado y alargado y la pared uterina está colapsada 

y anémica durante el diestro y el proestro, 

Si no se produce fecundación, se produce la regresión del cuerpo lúteo y el 

consecuente reinicio de un nuevo ciclo.  

En caso de preñez, los niveles de P4 continúan siendo elevados debido a que los CLs 

continúan siendo funcionales; permaneciendo el animal en una etapa conocida como anestro 

gestacional.  

4 Gestación. 

Durante la gestación, el endometrio sufre cambios importantes en su composición 

celular que se reflejan en cambios pronunciados en la síntesis y secreción de proteínas.  
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En la rata, la gestación se extiende por 21-22 días y puede ser dividida en tres etapas 

principales: pre-implantación, implantación y post-implantación.  

4.1 Pre-implantación 

4.1.1 Desarrollo embrionario 

El desarrollo embrionario de pre-implantación abarca el período desde la 

fecundación hasta la implantación (Wang y Dey 2006)(Figura 9).  

En ratas, la fecundación se produce en el ampulla del oviducto marcando el 

inicio de la gestación y formación de la cigota, primera célula con la dotación genética 

completa, a partir de la cual se desarrollará el embrión(Armant 2005). 

La cigota sufre una serie de divisiones mitóticas, sin crecimiento celular, 

formando las células denominadas blastómeras. Luego, el embrión atravesará el proceso de 

compactación, formase lo que se conoce como mórula (lat. morum, mora)(Wang yDey 2006). 

Este proceso es uno de los mecanismos morfogenéticos cruciales en el desarrollo embrionario 

temprano, representando el inicio de la polaridad de los balstómeros externos (Mihajlovic y 

Bruce 2017).  

En la rata, el estadio de mórula abarca desde embriones de 8-12 células 

(mórula temprana, embriones con blastómeras con cierto grado de compactación) hasta 16 y 

32-células (mórula tardía, compactada)(Strangeways Research Laboratory 1966; Witschi 1962). 

En la rata, las mórulas de 12-16 células dejan el oviducto para ingresar en la cavidad uterina 

(Witschi 1962; Enders y Schlafke 1967). 

En el estadio de mórula compactada, el embrión presenta dos capas, la externa 

está formada por células polarizadas que rodea un pequeño grupo de células apolares internas 

que contribuirán a la progenie del linaje pluripotente embrionario (Johnson et al. 2004). La 

compactación es crucial para el desarrollo, dado que ella contribuye al inicio y progresión del 

segundo gran evento del desarrollo preimplantacional: la cavitación (Enders y Schlafke 1967; 

Mihajlovic y Bruce 2017).  

La cavitación se manifiesta por la acumulación de fluido entre las blastómeras 

internas lo que conduce a la formación de una cavidad central llamada cavidad blastocélica o 

blastocele y a la diferenciación de dos linajes: el trofoectodermo (TE) y el macizo celular 

interno (MCI)(Mihajlovic y Bruce 2017). El MCI dará origen al embrión propiamente dicho con 

todas sus capas celulares; mientras que el TE estará involucrado en las interacciones con el 

útero durante Ia implantación. En ese momento, el embrión pasa a ser denominado 

blastocisto inicial o temprano. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica
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Hasta aquí, el desarrollo el embrión se encuentra bajo el control de 

macromoléculas de origen materno que se acumulan en el citoplasma del oocito durante la 

oogénesis (Armant 2005). En la rata, desde la etapa de dos células y su desarrollo ulterior 

dependerá de la activación del genoma embrionario, que codifica diversos factores de 

crecimiento, componentes de uniones celulares y otras macromoléculas necesarias para su 

desarrollo (Armant 2005).  

A medida que la embriogénesis avanza, el blastocisto inicial se expande por 

acumulación continua de líquido en la cavidad blastocélica, momento en el cual adquiere el 

nombre de blastocisto expandido (Johnson et al. 2004). La cavidad blastocélica se presenta 

bien definida y se distingue el MCI con un anillo de células TE alrededor, las cuales son 

designadas como células trofoectodérmicas polares si se encuentran cubriendo al MCI o como 

trofoectodérmicas murales si se encuentran recubriendo al blastocele.  

Como se observa en la figura 9, una capa de células derivadas del MCI, 

formarán el hipoblasto (o endodermo primitivo), mientras que las células remanentes del MCI, 

mantendrán su pluripotencialidad y formarán el epiblasto (o ectodermo primitivo)(Wang y Dey 

2006).  

Como consecuencia de la acumulación de fluido y por la acción de enzimas 

proteolíticas, el blastocisto se libera de la zona pelúcida (hatching) lo que le permite iniciar la 

adhesión en el epitelio uterino y comenzar el proceso de implantación (Witschi 1962;Enders y 

Schlafke 1967; Wang y Dey 2006).  

 
Figura 9: Secuencia temporal de los principales eventos en el desarrollo embrionario murino de pre-

implantación. Bl: Blastocele, MCI: macizo celular interno, TE: trofoectodermo, TM: trofoectodermo 

mural, TP: trofoectodermo polar. IMP: implantación. Modificado de:“The First Cell-Fate Decision of 

Mouse Preimplantation Embryo Development: Integrating Cell Position and Polarity”(Mihajlovic y Bruce 

2017). 

4.1.2 Transporte embrionario intrauterino  

En la mayoría de las especies de mamíferos estudiadas, la distribución espacio-

temporal de embriones en el útero materno es altamente conservada. En ratones, ratas, 
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cerdos y conejos, los embriones ingresan al útero en el estadio de mórula compacta o 

blastocisto incicial. A continuación, estos son distribuidos uniformemente a lo largo de los 

cuernos uterinos para, a continuación, producirse la implantación (Chen et al. 2013).  

En la rata, los embriones, al ingresar al útero materno, se agrupan al inicio de 

cada cuerno uterino (Witschi 1962; Chen et al. 2013). Luego, se separaran uniformemente a lo 

largo del eje longitudinal uterino hasta que, finalmente, fijan sus posiciones y se implantan 

(Figura 10)(Chen et al. 2013).  

En esta instancia, además, se produce la orientación de los embriones en el eje 

vertical uterino (mesometrial-antimesometrial); fenómeno que establece la posición del eje 

embrionario y la formación de la placenta (Chen et al. 2013). 

 
Figura 10: Esquema que ilustra el proceso de distribución de embriones a lo largo del eje longitudinal 

uterino murino. Modificado de: “Navigating the site for embryo implantation: biomechanical and 

molecular regulation of intrauterine embryo distribution”(Chen et al. 2013). 

El estudio de diversas moléculas y vías de señalización involucradas en la 

distribución de embriones intrauterinos han puesto de manifiesto que la actividad contráctil 

uterina es quien guía el transporte embrionario intrauterino (Chen et al. 2013; Kuijsters et al. 

2017). En relación a ello, se ha descripto que la interferencia de la actividad contráctil 

miometrial con métodos farmacéuticos como la relaxina, los fármacos adrenérgicos y el 

inhibidor de la síntesis de PG (indometacina) altera el espaciamiento embrionario a lo largo el 

eje longitudinal uterino, así como la orientación del embrión en el eje vertical uterino 

(Kennedy 1977; Chen et al. 2011, 2013; Legrand et al. 1989; Wellstead et al 1989).  
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En particular, se ha descripto que la activación transitoria del β2 AR uterino 

modifica la actividad contráctil uterina, alterandose en el espaciamiento intrauterino 

embrionario consecuentemente (Chen et al. 2011). La administración de agonistas del β2 AR 

genera la aglomeración de embriones en el eje longitudinal uterino y altera la orientación 

normal del embrión en el eje vertical uterino (Rogers et al. 1983). 

En su vía clásica, los agonistas del β2 AR inducen la relajación del músculo liso a 

través de mecanismos que involucran la captación de Ca2+ por parte de las reservas 

intracelulares junto con la disminución del flujo de Ca2+ desde el espacio extracelular. Por 

tanto, la disminución de Ca2+ en el citoplasma del miocito inactiva las vías bioquímicas que 

conducen al entrecruzamiento de actina-miosina y al consecuente desarrollo de la fuerza 

contráctil del músculo liso uterino (Sperelakis et al. 1992; Aguilay y Mitchell 2010) 

Además, se ha descripto otra vía de acción del β2 AR que involucra al receptor 3 

del ácido lisofosfatídico (LPA3) (Chen et al. 2013; Hama et al. 2007). En relación a ello, se ha 

descripto que la activación del AR β2 down-regula la expresión génica de Lpa3 (Chen et al. 

2011) induciendo así la relajación miometrial  

LPA3 ha sido identificado como regulador de diversas funciones relacionadas a la 

reproducción femenina. La expresión génica de Lpa3 ha sido detectada en oviducto, placenta y 

útero, sin embargo, esta no ha sido detectada en ovario y oocitos (Ye et al. 2006).  

LPA3 está involucrado en los procesos de implantación y el espaciamiento 

embrionario (Hama et al. 2007; Ye et al. 2006). Estudios con ratones deficientes de LPA3 (Lpa3 

(-/-)) mostraron una reducción en el número de sus camadas, un retraso en la implantación y 

una alteración en el posicionamiento intrauterino de los embriones (Ye et al. 2006). Por otro 

lado, se ha demostrado que el LPA vía LPA3 incrementa la síntesis de la enzima Ciclooxigenasa 

2 (COX-2) y de PGE2 en el útero, estimulando así su actividad contráctil (Hama et al. 2007; 

Sordelli et al. 2012).  

La expresión del ARNm Lpa3 ha sido detectada en el epitelio uterino de ratón 

(fuertemente en el epitelio luminal y apenas detectable en el epitelio glandular) durante la 

pre-implantación (Ye et al. 2006, 2011), mientras que el β2 AR se expresa tanto en el epitelio 

luminal y el miometrio (Chen et al. 2011). Por ello, se cree que el cross-talk entre ambos 

receptores posiblemente ocurra en el epitelio luminal; las interacciones de tipo paracrina aún 

no han sido estudiadas (Chen et al. 2011). 

Las implicancias clínicas que puede tener la activación adrenérgica anormal 

sobre el resultado de la gestación revisten gran importancia, ya que el estrés materno puede 

elevar las concentraciones de ligandos endógenos para los AR (Ferry et al. 1999), alterándose, 

consecuentemente el desarrollo de la gestación. En concordancia con ello, estudios 
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epidemiológicos han demostrado que el estrés materno en el embarazo temprano está 

fuertemente asociado con diversas complicaciones, como sangrado y pérdida del embarazo 

(Ferry et al. 1999; Zubrick 2008).  

Debemos tener presente que alteraciones en actividad contráctil uterina (ya sea 

hiper o hipo-actividad) pueden dar lugar a la implantación de embriones en sitios 

desfavorables (Bulletti y Ziegler 2006; Fanchin et al. 1998; Fanchin et. al 2009; Chen et al. 

2013). Estudios con ratones modificados genéticamente y observaciones clínicas, han puesto 

en evidencia que una regulación precisa de la ubicación de los embriones en el útero materno 

resulta crítica para la gestación en curso. De hecho, alteraciones en el lugar donde los 

embriones se posicionan pueden ocasionar el desarrollo anormal del embrión, abortos 

espontáneos y otras complicaciones del embarazo como la placenta previa (Bulletti y Ziegler 

2006; Chen et al. 2011; Lim y Wang 2010).   

Comprender la señalización adrenérgica y la regulación de la actividad contráctil 

uterina permitiría explorar los valores clínicos de fármacos adrenérgicos que optimicen el tono 

miometrial, especialmente en momentos previos a la implantación embrionaria. 

4.2 Implantación 

Para que ocurra la implantación embrionaria es crucial que el blastocisto se vuelva 

competente y el endometrio se encuentre receptivo durante la "ventana de implantación” 

(Paria y Dey 1993; Karizbodagh et al. 2017); proceso que requiere un diálogo sincronizado 

entre los tejidos maternos y los embrionarios (Simon et al. 2000). 

El proceso de implantación se puede subdividir en fases delineadas por los tipos de 

interacciones presentes entre el trofoblasto y el endometrio (Schlafke y Enders 1975; Kim et al. 

2017). Si bien los tiempos en los que ocurre y su duración varía entre las especies, éste puede 

ser subdividido en 3 fases: aposición, adhesión e invasión. En aquellos animales que presentan 

placentación epiteliocorial, se produce solo la aposición y la adhesión, es por ello que los 

embriones que se desarrollan en el lumen uterino. En animales con placentas 

sindesmocoriales, endoteliocoriales y hemocoriales, también se produce la invasión 

(Pijnenborga et al. 1985; Bazer et al. 2009) (Figura 11).  

Durante la aposición, las células trofoblásticas murales del blastocisto se apoyan 

sobre el epitelio luminal uterino (Armant 2005) y conforme se produce el cierre gradual de la 

luz uterina, se intensifica el contacto entre ambos (Enders y Schlafke 1967). 

Durante la adhesión, la superficie apical del trofoblasto mural se adhiere a la 

superficie del epitelio luminal. En esta etapa se expresan diferentes moléculas de adhesión que 

funcionan como intermediarias entre el endometrio y el blastocisto, facilitando la fijación 
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entre ambos(Kimber y Spanswick 2000; Wang y Dey 2006). A continuación, se produce la 

apoptosis de las células epiteliales luminales, lo que le proporciona al blastocisto acceso a la 

membrana basal subyacente y a las células deciduales en el sitio de implantación(Fonseca et 

al. 2012).  

La invasión ocurre en primates y roedores y, en ellos, representa es la etapa final 

del proceso implantatorio. Durante la invasión, las células trofoblásticas murales experimentan 

cambios en la polaridad y en la adhesividad, diferenciándose en células gigantes de trofoblasto 

primarias (CGTs 1rias). Estas células adquieren características estructurales de células 

fagocíticas y migratorias e inician la invasión del endometrio (Potts 1968; Fonseca et al. 

2012).De esta forma en la fase de invasión el embrión atraviesa el epitelio luminal y se aloja en 

el estroma endometrial.(Pijnenborg et al. 2006). 

 
Figura 11: Representación de las etapas que conforman el proceso de implantación del blastocisto 

murino. Luego de la liberación de su ZP, el blastocisto inicia la orientación y contacto con el epitelio 

uterino. Le sigue la fase de aposición, en la que el TM se asocia de manera inestable al útero. Prosigue la 

fase de adhesión, donde la unión entre el TM y el epitelio uterino es firme, surgiendo interdigitaciones 

entre ambos. La fase final es la de invasión, dónde las células del TE han iniciado su diferenciación a 

células trofoblásticas invasivas permitiendo al blastocisto la penetración en el epitelio luminal y el 

estroma uterino. LB: lámina basal, MCI: macizo celular interno, TE: trofoectodermo, TM: 

trofoectodermo mural, TP: trofoectodermo polar, Bl: Blastocele, ZP: zona pelúcida. Modificado de: 

“Comparative Aspects of Implantation.” (Bazer et al. 2009). 

En la rata, la implantación ocurre en el polo antimesometrial del eje vertical 

uterino, con el MCI hacia en el lado mesometrial de la cámara de implantación (Wimsatt 1975; 

Armant 2005; Chen et al. 2013).  
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En humanos, el sitio de implantación se encuentra normalmente en el fundus 

uterino (Bulletti y Ziegler 2006; Fanchin et al. 2009; Chen et al. 2013), con el MCI orientado 

hacia el sitio de implantación.  

 

4.3 Post-implantación 

4.3.1 Desarrollo embrionario  

Una vez que el blastocisto se ha implantado, se producirá la gastrulación; 

proceso durante el cual el embrión pasará de ser bilaminar (epiblasto e hipoblasto) a trilaminar 

(constituido por tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo). A continuación 

se inicia de la organogénesis, que se manifiesta por la aparición de los pliegues neurales en la 

zona cefálica (Kaufmann y Bar 1999; Witschi 1962). Durante la misma, cada capa germinal se 

diferencia y crece para formar los diferentes órganos y sistemas del feto. 

Alrededor del día 13.5 de gestación (13.5 gd) comienza el período en el cual los 

tejidos y órganos fetales maduran y crecen rapida y significativamente (Witschi 1962). De esta 

forma, el feto crece, se diferencia y madura progresivamente hasta Ia finalización de gestación, 

momento en el que ocurre el parto (día 21-22 gd en la rata).  

 

4.3.2 Establecimiento de la interfase materno-fetal 

La decidualización es el proceso por el cuál las células del estroma uterino 

forman la porción materna de la placenta, es por ello que resulta fundamental para la 

prosecución de la gestación. En roedores, la unión con los blastocistos inicia la decidualización 

de las células fibroblasticas estromales de la zona antimesometrial, dando lugar a la zona 

decidual primaria (Enders y Schlafke 1967; Fonseca et al. 2012); mientras que en la mujer, ésta 

es producto de la acción de los esteroides ováricos y ocurre en cada ciclo menstrual (Fonseca 

et al. 2012). Con la aparición de la zona decidual primaria, las células estromales circundantes 

se someten a mitosis, anunciando la formación de la zona decidual secundaria.  

La formación de la decidua implica un estrecho equilibrio entre la proliferación 

y la apoptosis de las células deciduales, lo que resulta crucial para el mantenimiento de la 

gestación. La decidua antimesometrial alcanza su máximo desarrollo y comienza luego a 

regresionar. Cuando dicha regresión se completa, se forma la decidua capsular (Fonseca et al. 

2012; Correia-da-Silva et al. 2004). 

Pocos días después de la reacción decidual antimesometrial, aparecen en la 

región central del endometrio las células deciduales mesometriales como resultado de la 
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diferenciación de las células endometriales del polo mesometrial. Estas células son más 

pequeñas que las de la decidua antimesometrial, son de forma irregular y contienen un solo 

núcleo (Fonseca et al. 2012).  

Las células trofoblásticas que permanecen en el polo mesometrial mantienen su 

capacidad proliferativa y gradualmente forman una estructura saliente denominada cono 

ectoplacentario que dará origen a la cara fetal de la placenta.  

Posteriormente, las células más periféricas del cono ectoplacentario se 

diferencian en células gigantes del trofoblasto secundarias (CGTs 2rias) (Simmons y Cross 

2005; Fonseca et al. 2012). Éstas secretan hormonas, incluidos lactógenos placentarios y 

factores de proliferación que favorecen la invasión de las arterias uterinas (Adamson et al. 

2002; Soares et al. 2012).  

Con el tiempo, se produce un agrandamiento de los vasos sanguíneos 

adyacentes y la zona central de la decidua mesometrial es invadida por las células 

trofoblásticas del cono ectoplacentario, lo que resulta en la formación de la placenta definitiva. 

A continuación, la decidua sufre un proceso de regresión por apoptosis (Correia-da-Silva et al. 

2004; Fonseca et al. 2012), limitando su extensión a una región marginal, que forma el 

componente materno de la placenta, la decidua basal.  

Inicialmente se forma la placenta coriovitelina que es transitoria, siendo 

fisiológicamente significativa entre la implantación y la mitad de la gestación y se compone de 

un único tipo de células, las células trofoblasticas gigantes. Por su lado, la placenta 

corioalantoidea representa la placenta definitiva estableciéndose desde mediados de la 

gestación (Fonseca et al. 2012). 

La cara fetal de la placenta inicia su desarrollo y se torna gradualmente más 

compleja. Estructuralmente, la placenta madura está constituida por la cara fetal, formada por 

dos compartimentos: el laberinto y la zona de unión, y por la cara materna, formada por la 

decidua (Figura 15) (Soares et al. 2012). 

Entre las diversas funciones de la placenta se destacan el anclaje del concepto, 

la prevención del rechazo del feto por el sistema inmunológico materno, la producción de 

hormonas y de moléculas de señalización entre la madre y el feto, así como el transporte de 

nutrientes, desechos y gases entre ambos organismos (Cross 2005; Furukawa et. al 2019).  

La formación de la placenta es un proceso sensible a las condiciones del medio 

materno; así, un ambiente uterino adecuado resulta indispensable para el correcto proceso de 

placentación que influirá en el desarrollo intrauterino de la descendencia como así también en 

su estado de salud postnatal. Se ha visto que dicho proceso sufre profundas alteraciones 

frente a un entorno de malnutrición, hipoxia, hipertensión, inflamación y diabetes (Soares et 
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al. 2012). En particular, diversos estudios han demostrado que la obesidad impacta 

negativamente en el desarrollo placentario y en su funcionalidad (Elia et al. 2015; Olson et al. 

2019). En relación a ello, la obesidad resulta un factor de riesgo en el desarrollo de 

macrosomia fetal; siendo esto un indicio más de que la fisiología placentaria se ve alterado por 

esta patología (Breckenkamp et al. 2019; Araujo et al. 2017). Esto no es un hecho menor, dado 

que la macrosomia fetal se asocia con numerosas complicaciones tanto de índole materna 

como fetal.  

 
Figura 12: Eventos principales durante la placentación en la rata. .En respuesta a la implantación la 

decidua antimesometrial se desarrolla y luego regresiona alrededor del día 11.5 de gestación (gd; 

considerando 0.5 gd el día del apareo). La decidua mesometrial se desarrolla al mismo tiempo y junto al 

cono ectoplacentario dan lugar a la placenta definitiva. En la placenta madura se distingue su cara 

materna y fetal (zona de unión y laberinto). Modificado de: “Rat Placentation: An Experimental Model 

for Investigating the Hemochorial Maternal-Fetal Interface.” (Soares et al. 2012). 
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Hipótesis y Objetivos 

Con el presente trabajo se aspiró a mejorar comprensión de los principales factores 

reguladores del posicionamiento embrionario en el útero materno, así como también su rol en 

patologías que afectan reproducción, como es el caso de la obesidad. Además, se pretendió 

lograr un mejor conocimiento de cómo la obesidad modifica el ambiente uterino y su 

consecuente impacto sobre la gestación. La mejor comprensión de los alcances de la obesidad 

sobre la biología reproductiva femenina, sobre la salud individual y la de su descendencia, 

debiera facilitar, potencialmente, el hallazgo de terapéuticas a ser utilizadas en el tratamiento/ 

prevención de dicha patología. 

Por todo lo hasta aquí expuesto y debido, entonces, a la alta incidencia de obesidad 

existente en la actualidad y a su asociación con la ocurrencia de problemas reproductivos, el 

objetivo general del presente trabajo de tesis fue evaluar si la obesidad afecta el desempeño 

reproductivo femenino y si el mecanismo a través del cual lo hace involucra alteraciones en 

el ambiente intrauterino y/o en el proceso de implantación embrionaria. Además, se propuso 

evaluar los mecanismos involucrados en dichas disrupciones. 

De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, se planteó la siguiente hipótesis de 

trabajo: 

“La obesidad adquirida antes de la concepción altera el ambiente intrauterino 

impactando negativamente sobre su funcionalidad y el desarrollo embrionario y/o fetal”  

Para poner a prueba dicha hipótesis, los objetivos específicos planteados fueron los 

siguientes: 

Objetivo específico 1: Evaluar de qué manera la obesidad inducida por dieta de cafetería 

afecta el metabolismo de ratas hembras (Cap I) 

Objetivo específico 2: Evaluar si la obesidad inducida por dieta de cafetería afecta el 

desempeño reproductivo de ratas hembras (Cap II).  

Objetivo específico 3: Determinar si la obesidad materna pre-concepcional genera 

alteraciones que alteren el desarrollo de la gestación (Cap II).  

Objetivo específico 4: Analizar si el ambiente intrauterino se ve afectado como 

consecuencia de la obesidad (Cap. II y III). 

Objetivo específico 5: Evaluar la expresión de los diferentes tipos de adrenoreceptores en 

el útero de la rata, evaluando, además, el efecto que la obesidad ejerce sobre ellas (Cap. II y 

III).  
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Objetivo específico 6: Analizar si la obesidad genera alteraciones en la señalización del 

receptor adrenérgico β2 uterino (Cap. II y III).  

Objetivo específico 7: Examinar si la obesidad genera alteraciones en la peristalsis uterina 

(Cap. II y III).  

Objetivo específico 8: Determinar si la obesidad materna pre-concepcional genera 

alteraciones en la descendencia (Cap II). 
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1 Animales 

Se utilizaron ratas hembras pre-púberes (21 a 23 días de edad) de la cepa Wistar que 

fueron obtenidas y mantenidas en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales (FCEyN) - Universidad de Buenos Aires (UBA), bajo condiciones controladas de 

luminosidad (12 horas luz, 12 horas oscuridad) y temperatura (22°C-23°C). 

Todos los protocolos desarrollados fueron realizados de acuerdo con las Normativas 

de Cuidado y Uso de Animales aprobadas por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de 

Animales de Experimentación (CICUAL-FCEyN-UBA, protocolo experimental N°23) de acuerdo 

con la última edición de la guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del National 

Institutes of Health (NIH), USA. 

2 Establecimiento del modelo experimental de obesidad inducida por la 

dieta 

Con el objeto de establecer el modelo de obesidad, 90 ratas fueron divididas al azar 

en 2 grupos experimentales: control y obeso. 

Todos los animales recibieron agua y alimento ad libitum durante todo el protocolo 

dietario.  

El Grupo control estuvo constituido por 43 ratas a las que se les administró dieta 

estándar (Purina Rat Chow, ACA Nutrición Animal, Argentina; Valor energético: 3.3 

Kilocalorías/g; Composición: 11.4% de grasas, 71.4% de carbohidratos, 17.2% de proteínas). 

El Grupo obeso estuvo constituido por 47 animales a los que se les administró 

alimento estándar junto con dieta de cafetería (CAF; Lípidos 42.87 %, Proteínas 30.33 %, 

Hidratos de carbono 26.8 %, valor energético promedio 4,35 Kilocalorías/g). Esta consistió en 

ofrecerle a los animales: galletitas de chocolate y vainilla, maní, salchichas, queso, chizitos y 

papas fritas. Cada uno de estos alimentos fue ofrecido diariamente, variándolo cada dos días.  

Este modelo animal de obesidad fue descripto originalmente por otros autores (Akyol et al. 

2009; Sampey et al. 2011), es actualmente muy utilizado y ha sido previamente implementado 

con éxito en nuestro laboratorio. Previamente hemos demostrado que, en nuestras 

condiciones experimentales, todos los animales que reciben CAF generan un incremento 

significativo del peso corporal luego de 60 días de protocolo dietario (Bazzano et al. 2015; 

Bazzano et al. 2017; Bazzano et al. 2018). Es por ello que el protocolo dietario fue 

administrado por 60 días en este trabajo de tesis; durante los cuales se realizaron las 

siguientes determinaciones: 
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2.1 Evaluación de la ingesta alimentaria 

Durante los 60 días de protocolo dietario, y a fines de determinar si CAF genera 

hiperfagia voluntaria, se evaluó la ingesta alimentaria . Para ello, se calculó la diferencia entre 

el peso de alimento ofrecido y el remanente no consumido. Estos datos fueron utilizados,  

junto con la información nutricional provista por los productores de cada alimento, para 

calcular la ingesta calórica de los animales.  

2.2 Evaluación del peso corporal y circunferencia abdominal 

Durante todo el protocolo dietario, el peso y el largo corporal de los animales y la 

circunferencia abdominal fueron evaluados dos veces por semana.  

2.3 Evaluación del ciclo estral 

Durante los últimos 10 días de protocolo dietario, todas las mañanas se realizó la 

técnica de citología vaginal exfoliante a fines de conocer la fase del ciclo estral en la que se 

encontraban las hembras. Para ello se extrajo el mucus vaginal y se lo extendió sobre un 

portaobjetos que fue posteriormente observado utilizando un microscopio óptico (Olympus 

CHK2-F-GD).  

El diagnóstico de las diferentes fases del ciclo estral se realizó evaluando los 

diferentes tipos celulares celulares presentes en cada extendido y la abundancia relativa de 

cada uno de ellos. Brevemente, se consideró que el animal cursaba el estadio de diestro 

cuando la mayoría de las células presentes en el extendido eran leucocitos y presentaba una 

cantidad mínima de células nucleadas (parabasales e intermedias). El estadio de proestro se 

determinó cuando se halló que las células epiteliales nucleadas (parabasales e intermedias) 

eran mayoritarias. La fase de estro se evidenció cuando las células de tipo epiteliales 

cornificadas (superficiales y queratinizadas) eran mayoritarias. Finalmente, el metaestro se 

determinó al observar una cantidad mayoritaria de leucocitos y poca cantidad de células 

nucleadas y cornificadas. 

3 Diseño Experimental 

Una vez establecido el modelo de obesidad, los animales fueron separados para dos 

estudios diferentes como se grafica en la figura 13: (1) Efecto de la obesidad sobre el ambiente 

uterino pre-concepcional; y: (2) Impacto de la obesidad sobre el desarrollo de la gestación. 
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Figura 13: Diseño experimental utilizado; ratas hembra Wistar fueron alimentadas, durante 60 días, bajo 

dos dietas diferentes: control (Ctrl) y cafetería (CAF). Un grupo de animales fue destinado al estudio del 

efecto de la obesidad sobre el ambiente uterino pre-concepcional, sacrificándolos en la fase estro 

inmediatamente posterior al 60vo día de protocolo dietario. En ese momento, otro grupo de ratas fue 

colocado en apareo a fines de evaluar el desarrollo de la gestación. El apareamiento fue confirmado por 

la detección de espermatozoides en los extendidos vaginales; considerándose ese día como 0.5 de 

gestación (0.5 gd). Las ratas fueron sacrificadas en diferentes etapas de la gestación: pre-implantación 

(4.5 gd), post-implantación temprana (5.5 gd) y gestación tardía (18.5 gd). 

4 Obtención de muestras para el estudio del efecto de la obesidad sobre 

el ambiente uterino pre-concepcional 

Las ratas fueron sacrificadas en el primer estro posterior al 60vo día de 

protocolodietario (Figura 13) a fines de garantizar que las diferencias encontradas en los 

parámetros evaluados sean consecuencia de la obesidad y no de la fase del ciclo reproductivo 

en la que los animales se encontraran. A continuación, se extrajeron los úteros, registrándose 

su peso. El índice útero/somático fue calculado relativizando el peso uterino al peso corporal 

de cada animal.  

Algunos úteros fueron conservados a -80°C para la posterior extracción de proteínas 

y ARN, otros fueron fijados para su posterior procesamiento histológico; mientras que un 

tercer grupo fue utilizado inmediatamente para evaluar ex vivo la incorporación de glucosa 

(véase página 50) y la actividad contráctil uterina (véase página 51).  

5 Análisis del impacto de la obesidad sobre el desarrollo de la gestación 

5.1 Apareos 

Como se esquematiza en la figura 13, las ratas destinadas a este estudio fueron 

colocadas en cohabitación con machos de fertilidad probada (1:1) durante la mañana del 

proestro inmediatamente posterior al 60vo día de protocolo dietario. Las mañanas 
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subsiguientes se realizaron extendidos vaginales hasta que el apareamiento se confirmara por 

presencia de espermatozoides en el frotis, momento que fue considerado como el día 0.5 de 

gestación (0.5 gd). Las ratas fueron sacrificadas en diferentes etapas de la gestación: pre-

implantación (4.5 gd), post-implantación temprana (5.5 gd) y gestación tardía (18.5 gd).  

5.2 Evaluación del rendimiento reproductivo 

El rendimiento reproductivo se evaluó utilizando parámetros históricamente 

utilizados para tal fin (Supriya y Reddy 2015): el índice de apareamiento se calculó cómo el 

porcentaje de hembras que se aparearon (presentaron espermatozoides en sus frotis 

vaginales) sobre el total de hembras cohabitadas y el índice de fecundidad como el porcentaje 

de hembras preñadas sobre el total hembras cohabitadas. Además, se registró el tiempo de 

concepción como el número de días después del inicio de la cohabitación hasta el 

apareamiento. El porcentaje de pérdida post-implantacionales se calculó como la diferencia 

entre el número de sitios de implantación (SI) y el número de fetos viables sobre el total de SI, 

evaluados en 18.5 gd. 

5.3 Monitoreo de la gestación avanzada 

Para ello se utilizaron ratas control y obesas en 18.5 gd. Los úteros de las hembras 

gestantes fueron disecados, se removió el tejido adiposo adyacente y se realizó una incisión a 

Io largo de la línea antimesometrial. Se separaron las unidades feto-placentarias (UFP) y los 

fetos fueron expuestos constatando su viabilidad. Luego, se contabilizaron SI viables y 

reabsorbidos en cada cuerno uterino; registrándose, finalmente, el peso corporal fetal y el de 

sus respectivas placentas.  

5.4 Monitoreo de la gestación durante la post-implantación temprana 

En la rata la implantación embrionaria ocurre en la mañana del día 5 de gestación 

(gd 5) siendo la aparición de los SI la primer señal macroscópica de este evento (Kennedy y 

Lukash 1982).  

Con el objeto de analizar el efecto de la obesidad materna en momentos 

inmediatamente posteriores a la implantación, ratas en 5.5 gd fueron anestesiadas e 

inyectadas de manera intravenosa con 0.1 ml de una solución 1% de colorante Azul de Chicago 

en solución salina (Chen et al. 2011). Este es un colorante vital que se une a las proteínas 

plasmáticas. Esta propiedad permite la visualización de los SI de un color azul intenso dado que 

éstos presentan un aumento de la permeabilidad vascular. Trancurridos 5 minutos, los 

animales fueron sacrificados y el útero de cada animal fue disecado de la cavidad abdominal. 
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Éstos fueron fotografiados y, a continuación, se midieron las distancias entre SI adyacentes 

(distancia intersitio) utilizando el programa Image J (versión 1.42q, Instituto Nacional de Salud, 

EE UU). Dichas distancias fueron relativizadas a la longitud del cuerno uterino en el que se 

encontraban.  

La comparación de las distancias intersitio relativas permitió comparar 

estadísticamente el espaciamiento intrauterino de los SI entre el grupo control y obeso.  

5.5 Monitoreo de la gestación previamente a que ocurra la implantación 

embrionaria 

5.5.1 Evaluación de los embriones 

Con el objeto de analizar el efecto de la obesidad materna pre-concepcional 

sobre el desarrollo embrionario y la distribución embrionaria intrauterina e intratubarica en 

momentos previos a la implantación, se evaluó la distribución intrauterina embrionaria el 4.5 

gd. Para ello, úteros y oviductos de ratas en 4.5 gd fueron disecados y se los colocó en placas 

de Petri conteniendo medio Krebs-Ringer. Se realizaron lavados (´flushings´) utilizando medio 

Krebs-Ringer conteniendo 0,3% de albúmina de suero bovino (BSA) y agujas de 25 G acopladas 

a jeringas de 1 ml; expulsándose así los embriones desde el interior de la cavidad 

uterina/oviductal a la solución de lavado. 

Los embriones recolectados fueron lavados en medio Krebs-Ringer – BSA 0,3% 

para ser observados y fotografiados, posteriormente, bajo microscopio invertido de contraste 

de fases.  

Los embriones recolectados fueron clasificados, en primera instancia, de 

acuerdo a su viabilidad. Se consideraron embriones no viables a aquellos con un volumen del 

50% o más en estado de lisis repecto de su volumen total. Los embriones viables fueron, a 

continuación, clasificados de acuerdo al estado de desarrollo en: mórulas (incluyendo mórulas 

pre-compactadas y compactadas), blastocistos iniciales (cavidad blastocélica ocupando menos 

del 50% del volumen del embrión), blastocistos expandidos (con cavidad blastocélica 

completamente expandida) y blastocistos extruidos de la zona pelúcida (Chason et al. 2012).  

Se registró el número total de embriones en cada estadio y se calculó el 

porcentaje de embriones de cada estadio respecto del total de embriones contabilizados. 
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5.5.2 Evaluación de los úteros 

Algunos úteros fueron conservados a -80°C para la posterior extracción de 

proteínas y ARN; mientras que otros fueron utilizado inmediatamente para la evaluación ex 

vivo de actividad contráctil (véase página 45).  

6 Anestesia, analgesia y eutanasia 

Los animales fueron anestesiados al inyectarles intraperitonealmente una solución 

de 50 mg/kg de ketamina (Brouwer, Buenos Aires, Argentina) y 10 mg/kg de xilazina (Alfasan, 

Woerden, Holanda).  

Se extrajo sangre por punción intracardíaca, que fue centrifugada (900 g, 15 

minutos) para obtener el suero que posteriormente fue fraccionado y conservados a -80°C 

hasta su utilización.  

La eutanasia se realizó, posteriormente, mediante dislocación cervical. 

7 Determinaciones experimentales 

7.1 Características metabólicas de los animales 

Como se describió anteriormente, la administración de CAF durante 60 días en 

ratas hembras genera obesidad asociada a hiperglucemia (Bazzano et al. 2015). Con el objeto 

de analizar la naturaleza de esa hiperglucemia, al finalizar el protocolo dietario, se realizaron 

las siguientes determinaciones:  

7.1.1 Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) 

Ratas control y obesas con 6 horas de ayuno fueron inyectadas 

intraperitonealmente con una solución 2g/kg de glucosa. Los niveles de glucosa fueron 

evaluados utilizando sangre extraída inmediatamente antes de dicha inyección, considerado 

tiempo 0 (medición basal) y a los 15, 30, 60 y 120 minutos de la misma. Para ello se utilizaron 

tiras reactivas Accu-Chek Performa II (Roche, Buenos Aires, Argentina).  

Los datos se expresaron como la concentración media de glucemia de cada 

grupo experimental para cada tiempo evaluado. Además, se calculó el área bajo la curva (AUC) 

de glucemia en función del tiempo como fue descripta previamente (Hsieh et al. 2015). 

7.1.2 Prueba de tolerancia a la insulina (ITT) 

Ratas control y obesas con 2 horas de ayuno fueron inyectadas 

intraperitonealmente en una dosis de 0,5 U/kg de insulina. Los niveles de glucosa fueron 

evaluados utilizando sangre extraída inmediatamente antes de dicha inyección, considerado 
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tiempo 0 (medición basal), y a los 15, 30, 60 y 120 minutos de la misma. Para ello se utilizaron 

tiras reactivas Accu-Chek Performa II (Roche, Buenos Aires, Argentina).  

Los datos se expresaron como la concentración media de glucemia de cada 

grupo experimental para cada tiempo evaluado. Además, se calculó la constante de velocidad 

del metabolismo de la glucosa (KITT) estimada como la pendiente de la curva glucemia en 

función del tiempo durante los primeros 60 minutos(Yao et al. 2014). 

7.2 Perfil hormonal 

Con el objeto de evaluar si la obesidad afecta el perfil hormonal de los animales 

gestantes, se midieron las concentraciones séricas de E2 y P4 en animales control y obesos en 

18.5 gd.  

7.2.1 Estradiol (E2) 

La concentración sérica de E2 se determinó utilizando el kit DRG Estradiol ELISA 

(DRG Instruments GMBH, Germany) siguiendo las indicaciones del proveedor. Brevemente, en 

cada pocillo de la placa de 96 pocillos se dispensaron 25 µl de cada Standard ó muestra y se los 

incubó junto con 200 µl de conjugado enzimático por 2 horas a temperatura ambiente. Luego 

de lavar y secar cuidadosamente, se agregaron 100 μl de sustrato a cada pocillo y se incubó la 

placa a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reacción fue detenida mediante el 

agregado de 50 μl/pocillo de solución de detención y se midió la densidad óptica a 450 nm en 

un lector de microplacas. La sensibilidad del test es de 9.714 pg/ml.  

Los resultados se calcularon a partir de una curva patrón obtenida y se 

expresaron en pg de estradiol /ml.  

7.2.2 Progesterona (P4) 

Los niveles séricos de P4 se midieron mediante un ensayo de 

inmunoquimioluminiscencia (ICMA). Brevemente, la unión antígeno (en este caso la P4)-

anticuerpo induce la oxidación del éster de acridina, produciendo un producto 

quimioluminiscente que fue detectado utilizando el sistema de Inmunoensayo UniCel DxI800. 

La sensibilidad del ensayo fue de 0,1 ng/ml.  

Los resultados se calcularon a partir de una curva patrón obtenida y se 

expresaron en ng de progesterona/dl.  
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7.3 Western Blots 

Fracciones de úteros extraídos de ratas pre-gestantes (en  fase estro del ciclo 

reproductivo) y de gestantes (en 4.5 gd) fueron homogeneizadas en buffer Tris (NaCl 100 mM, 

Tris 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, NP40 0,5%, Triton 1%, PMSF 1 mM) al que se le adicionó un 

cóctel de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Los homogenatos fueron centrifugados durante 10 minutos a 10 000 × g a 4°C y se 

colectaron los sobrenadantes, en los que se determinó la concentración de proteína mediante 

la técnica de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Luego de 5 minutos de hervor, se 

sembraron 90 μg de proteínas de cada muestra en geles de SDS-poliacrilamida (10%) y se 

realizó una electroforesis a 100 V durante 1,5 horas. Luego, las proteínas fueron transferidas, 

durante 1 hora a 4°C, a membranas de PDVF utilizando buffer de transferencia (20% de 

metanol, vol / vol; 0,19 M de glicina; 0,025 M de Tris-Base, pH = 8,3). A continuación, se 

bloqueó la membrana con 0.1 % de BSA a temperatura ambiente como se describió 

previamente (Elia et al. 2011).  

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: el anticuerpo policlonal anti-β2 AR 

(receptor adrenérgico β2) hecho en conejo (1: 1000; Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU., Sc: 

9042), el anticuerpo anti-PPARϒ (Receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales 

gamma) hecho en conejo (1:500; Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU., Sc: 7196)  y el 

anticuerpo monoclonal anti-Glyceraldehido-3-PDH (GAPDH) hecho en ratón (1: 500; Millipore, 

EE.UU., MAB374) que se usó como control de carga. Todos los anticuerpos fueron incubados 

durante una noche a 4°C en agitación constante.  

Se utilizó el patrón de peso molecular (14.3-200 kDa, Bio-Rad), que permitió la 

identificación de las bandas de interés: β2 AR (56-85 kDa), PPARϒ (54/57 KDa) y GADPH (38 

kDa).  

Los controles negativos se realizaron omitiendo los anticuerpos primarios y se 

corroboró la ausencia de banda en dichos pesos moleculares.  

Posteriormente, las membranas fueron incubadas durante 1hora con anticuerpos 

secundarios conjugados con biotina: IgG anti-conejo (1: 2000; Millipore) o anti-ratón (1: 500; 

DakoCytomation, EE. UU., Eo-354) según correspondiese, seguido de una incubación con el 

complejo estreptavidina-peroxidasa (HRP) (1:2000; DakoCytomation) durante 45 minutos a 

temperatura ambiente. 

Las señales específicas se visualizaron usando la solución de detección ECL (Thermo 

Scientific, Illinois, EE. UU.) y fueron adquiridas utilizando Image Quant RT ECL (General Electric, 

Amersham Bioscience, Argentina). Las bandas obtenidas fueron cuantificadas 
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densitometricamente utilizando el software Image J (versión 1.42q, Instituto Nacional de 

Salud, ESTADOS UNIDOS).  

Los resultados se expresaron como la intensidad de la proteína de interés (β2 AR o 

PPARϒ) normalizados la de GAPDH. 

7.4 Análisis de la expresión génica 

7.4.1 Extracción de ARN 

El contenido total de ARN fue extraído de los úteros (pre-gestantes y en 4.5 gd) 

utilizando TRIZOL (Invitrogen, CA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, los úteros fueron homogeneizados en 1 ml de Trizol e incubados por 5 min a 

temperatura ambiente. Se agregaron 200ml de cloroformo, se incubó por 3 min y se centrifugó 

a 12000g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa conteniendo el ARN, fue transferida a otro tubo 

y precipitada utilizando 600 ul de isopropanol y centrifugando a 12000 g por 10 minutos a 4°C. 

El ARN precipitado fue lavado con etanol 75 %, se lo dejó secar durante 1a 2 minutos y, e 

inmediatamente a continuación, fue resuspendido en 30 µl agua libre de ARNasas.  

Se calculó la concentración y calidad del ARN obtenido midiendo la absorbancia 

a 260 y 280 nm. Luego, las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a -80°C para ser 

utilizadas, posteriormente, en la retrotranscripción. 

7.4.2 Retrotranscripción 

El ADNc se sintetizó incubando 2 μg de ARN extraído en un buffer conteniendo 

3U AMV transcriptasa inversa (Promega, Madison, WI, EE. UU.), 1uM oligo d(T)15 Primer 

(Dongsheng Biotech, Guangdong, China) y 1Mm de mezcla dNTPS (Dongsheng Biotech). La 

mezcla de reacción se incubó durante 60 minutos a 42°C, seguido de 15 minutos a 70°C y, 

luego, la reacción se detuvo al colocar los tubos en hielo.  

Las muestras de ADNc obtenidas se conservaron a -80°C hasta la realización de 

la reacción en cadena de la polimerasa correspondiente.  

7.4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Las PCR se realizaron utilizando alícuotas de ADNc, buffer y cebadores (primers) 

específicos (Tabla 1) bajo las siguientes condiciones: 0,5 U de Taq-ADN polimerasa (Invitrogen), 

0,2 mM de cada primer (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2. 

El número de ciclos óptimos se determinó para cada par de primer, de modo 

que las señales estuvieron siempre en la parte exponencial de la curva de amplificación. Cada 

ciclo consistió en: desnaturalización a 95 ° C durante 15 segundos, hibridación de los primers a 
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la temperatura específica de cada uno (Tabla 1) durante 30 segundos y extensión a 72° C 

durante 15 segundos.  

 
Tabla 1: Especificaciones de los primers utilizados. 

Para la realización de los controles negativos, agua libre de nucleasas fue 

utilizada en lugar de cDNA; y como control interno se utilizó el gen de expresión constitutiva 

GAPDH. En el caso del screening de los RA, se realizaron controles positivos que consistieron 

en una mezcla de ADNc extraído de cerebro, hígado, riñón y músculo que cubre la expresión 

de todos los miembros de la familia de RA.  

Los productos de PCR fueron sembrados en geles de agarosa 2% (Biodynamics, 

Buenos Aires, Argentina) y sometidos a electroforesis (30 minutos, 110V). Se utilizaron 

patrones de peso molecular que permitieron la identificación de las bandas de interés. Dichos 

geles fueron fotografiados utilizando ImageQuant RT ECL (General Electric).  
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Para el screening de RA se evaluó la presencia o ausencia de banda, mientras 

que para Hif1α, Gluts 1 y 4, el InsR y LPA3 se cuantificó la densidad de cada banda utilizando el 

software Image J (versión 1.42q, Instituto Nacional de Salud, EE. UU.).  

La densidad de las bandas de interés se normalizó a la de GADPH en cada 

muestra. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias (u.a.) del ARN que codifica para 

el gen en estudio respecto de GAPDH.  

7.4.4 PCR en tiempo real (qPCR) 

La qPCR fue utilizada para cuantificar la expresión génica de β2 AR en úteros de 

ratas control y obesas pre-gestantes y en 4.5 gd.  

Para las qPCR se utilizaron alícuotas de ADNc, primers específicos para el β2 AR 

(Tabla 1) en una concentración final de 0,9 µM y una Master Mix (Universal SYBR Green 

Master Mix; Roche Applied Science) que contiene ADN polimerasa, dNTPs, el buffer de 

reacción y SYBR Green (indicador de fluorescencia que permite la cuantificación de los niveles 

de amplicones).  

Los controles negativos se realizaron utilizando agua libre de nucleasas en lugar  

de las muestras de ADNc; y como control interno se utilizó el gen de expresión constitutiva 

L30.  

Para todos los pares de primers, se probaron distintas diluciones de ADNc, 

eligiendo aquellas que presentaban un Ct (del inglés cycle threshold, ciclo en el cual la 

fluorescencia de cada muestra supera una fluorescencia umbral) menor a 35 y una diferencia 

menor a 10 Cts entre el gen de interés y el de referencias.  

Siempre se verifico que la eficiencia de reacción en cada muestra sea cercana a 

2 (situación ideal en la cual los productos de PCR se duplican luego de cada ciclo de 

amplificación) y que además no se generaran dímeros.  

Para todas las reacciones se utilizó un termociclador Opticon 2 del Motor de 

ADN Cycler de Tiempo real y para las amplificaciones se utilizó el protocolo recomendado por 

el fabricante: una etapa inicial de activación de la polimerasa a 94°C durante 10 min, seguida 

de 40 ciclos de 30 seg a la temperatura de hibridación de cada primer y 60 seg a 72°C, seguidos 

de un último ciclo de elongación a 72°C por 10 min. 

Los datos fueron analizados según el método de curva estándar. Ésta fue 

realizada utilizando concentraciones decrecientes del ADNc de las distintas muestras. 

Finalmente, la expresión génica de β2 AR que presentó cada muestra fue relativizada a la de 

L30 en la misma muestra.  
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7.5 Procesamiento del tejido uterino para la realización de técnicas 

histológicas 

Fracciones uterinas que habían sido fijadas utilizando formol 4% (pH 7) durante 24 

horas, fueron deshidratadas utilizando concentraciones crecientes de etanol (80°, 90°, 96°y 

100°), aclaradas en xilol e incluidas en parafina. A continuación, se realizaron cortes 

histológicos de 7µm utilizando un micrótomo de rotación, que fueron montados en 

portaobjetos para la posterior realización de coloraciones, inmunohistoquímicas e 

inmunofluorescencias. 

7.5.1 Coloración Tricrómico de Masson 

Secciones de la porción media de los cuernos uterninos fueron desparafinadas 

con xilol y rehidratadas con concentraciones decrecientes de alcohol, seguido de agua 

destilada. A continuación, se realizó la coloración Tricrómico de Masson; comenzando la 

coloración con un pasaje rápido por hematoxilina diluida en PBS y posterior lavado con agua 

corriente. Luego se coloreó con Fucsina Ponceau de Xilidina durante dos minutos y se lavó con 

agua destilada. Finalmente se aplicó el Ácido Formolíbdico 1% durante 4 minutos, el cual actúa 

como mordiente del colorante Azul de Anilina Acética que fue agregado inmediatamente 

después durante 4 minutos. Luego de un lavado en agua destilada, se  deshidrató el tejido en 

una serie de alcoholes de gradación creciente, seguidos de xilol para finalmente realizar su 

montaje en medio anhidro.  

Los cortes histológicos coloreados fueron observados bajo microscopio óptico 

de campo claro y fotografiados para el posterior análisis.  

7.5.2 Estudio de la histología uterina  

El análisis histológico del tejido endometrial y miometrial fue realizado 

utilizando las fotografías tomadas de las secciones uterinas coloreadas con tricromico de 

Masson, y el programa J (versión 1.42q, Instituto Nacional de Salud, EE. UU.) 

Por un lado se realizó una morfometría, evaluando el grosor endometrial 

(midiéndose la distancia entre el epitelio luminal y el miometrio) y el grosor miometrial 

(distancia desde el comienzo de la musculatura longitudinal hasta el mesotelio peritoneal). Los 

resultados fueron expresados en unidades arbitrarias (u.a).  

Por otro lado, se realizó el análisis histopatológico utilizandoel criterio de Scully, 

según el cual, las glándulas uterinas son clasificadas en cuatro tipos: (i) Glándulas normales: 

son de tipo tubulares simples, que en secciones pueden aparecer circulares, ovaladas o 

elongadas con lumen angosto y sin ramificaciones ni glándulas hijas; (ii) Glándulas quísticas: 



 Materiales y Métodos

   

49 
 

son de tipo circulares de gran tamaño; (iii) Glándulas con glándulas hijas: pueden ser de varios 

tamaños y formas (circulares, elongadas o tortuosas) con glándulas hijas formadas o en 

formación o glándulas dentro del epitelio o dentro del lumen de la glándula madre, o sobre la 

superficie externa de la glándula madre (como un brote) (iv) Glándulas formando 

conglomerados: presentan una arquitectura compleja en las cuales cada glándula está cerca de 

las demás sin estroma entre ellas y presentan numerosos lúmenes que las interconectan. 

Pueden desarrollarse a partir de glándulas hijas.  

Además, se evaluó el tipo de epitelio (simple, pseudoestratificado y 

estratificado) que presentaban las glándulas endometriales. Tanto el epitelio estratificado 

como las glándulas con glándulas hijas (iii) y las que forman conglomerados (iv) son 

considerados indicadoras de posible desarrollo de malignidad en el endometrio (Scully RE et al. 

1994; Gunin et al. 2001).   

7.5.3 Inmunofluorescencia 

Secciones uterinas de animales en pre-gestación y en 4.5 gd fueron 

desparafinadas con xilol y rehidratadas utilizando concentraciones decrecientes de alcohol, 

seguido de un pasaje por PBS. Luego, se realizó la recuperación de antígeno por calor, 

colocando las secciones en una solución de 0,01 M de buffer citrato, pH 6,2 durante 10 

minutos a temperatura sub-ebullición. A continuación se bloqueó contra inespecíficos 

mediante la incubación con 5% (m/v) de leche a temperatura ambiente durante 40 minutos. El 

control negativo de la inmunofluorescenciase realizó omitiendo el anticuerpo primario. 

Como fue descripta previamente por otros autores (Chen et al. 2011), para la 

detección uterina del β2 AR los cortes fueron incubados a 4°C durante la noche con el 

anticuerpo policlonal anti-β2 AR (H-73) hecho en conejo diluido 1:200 en PBS (Santa Cruz 

Biotechnology sc: 9042); seguido de un anticuerpo secundario biotinilado anti conejo hecho en 

cabra (1:1000 en PBS; Millipore) a temperatura ambiente durante 60 minutos. A continuación 

fueron incubadas por 40 minutos con el complejo estreptavidina-Alexa Fluor 488 (1:500; 

Molecular Probes) y los núcleos se marcaron con yoduro de propidio (1: 1000; Invitrogen). 

Finalmente, las secciones se montaron en PBS-glicerol (50:50) y se observaron y fotografiaron 

utilizando un microscopio Olympus Bx-61 para microscopía confocal láser conectada a una 

cámara Olympus FV-300. 
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7.5.4 Inmunohistoquímica contra el antígeno nuclear de células en 

proliferación (PCNA) 

Secciones uterinas de animales en pre-gestación fueron desparafinadas con 

xilol y rehidratadas utilizando concentraciones decrecientes de alcohol, seguido de un pasaje 

por PBS. Luego, se realizó la recuperación de antígeno por calor, colocando las secciones en 

una solución de 0,01 M de buffer citrato, pH 6,2 durante 10 minutos a temperatura sub-

ebullición. A continuación, se bloqueó la actividad de las peroxidasas endógenas por 

incubación en 3% (v/v) de peróxido de hidrógeno a temperatura ambiente durante 15 minutos 

y el bloqueo de inespecíficos se logró mediante la incubación con 5% (m/v) de leche a 

temperatura ambiente durante 40 minutos.  

El control negativo de la inmunohistoquímica se realizó omitiendo el anticuerpo 

primario. 

Para la detección de PCNA, las secciones de tejido se incubaron a 4°C durante la 

noche con el anticuerpo primario monoclonal anti-PCNA hecho en ratón (1: 200; Millipore, 

MAB424). Luego, se incubó a temperatura ambiente durante 40 minutos con el anticuerpo 

secundario biotinilados anti-ratón (1: 300; DakoCytomation, Eo-354) hecho en cabra. 

Posteriormente, se realizó la incubación durante 40 minutos con el complejo de 

estreptavidina-biotina peroxidasa (1: 500; DakoCytomation Cat: D0396); y el desarrollo del 

color se realizó con una solución conteniendo 3,3'-diaminobencidina (DakoCytomation). Las 

secciones se contrastaron con hematoxilina y, finalmente, fueron deshidratadas, montadas y 

observadas utilizando un microscopio de luz FV-300 Olympus.  

Se tomaron fotografías para, posteriormente, cuantificar el número de células 

que presentaban núcleos PCNA positivos presentes en cada compartimento tisular de acuerdo 

a Lopez y cols. (Lopez Merlo et al. 2017). Se analizaron un mínimo de 500 células dentro de 4 

cuadrantes por cada sección uterina analizada.  

7.6 Evaluación de la incorporación de glucosa por parte de los úteros 

La medición de captación de glucosa fue realizada ex vivo en úteros de animales 

pre-gestantes y adaptada de trabajos previos (Sakamoto et al. 2005). Brevemente, un cuerno 

uterino de cada animal fue dividido en dos mitades. Ambas mitades se incubaron durante 50 

minutos a 37°C en 1 ml de medio Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) (NaCl 118 mM, 1,2 mM KH2 

PO4, 4,7 mMKCl, 2,5 mM CaCl2, 1,17 mM MgSO4, 25 mM NaHCO3, 5,6 mM de D-glucosa, pH 

7,4) que contenía 2 mM de pituvato. 
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A una mitad se le adicionó insulina (0,1mU/mL), manteniendo la otra mitad sin éste 

estímulo. Los tejidos fueron, posteriormente, incubados por 10 minutos a 30°C con KRB 

conteniendo 1 mM 2-deoxy-D-[1,2-3 H(N)] glucosa (3 mCi) bajo atmósfera conteniendo 95% de 

O2 al 5% de CO2. El transporte de glucosa fue frenado por inmersión de los tejidos en KRB 

helado que contenía 80 mM de citocalasina B. El tejido se congeló en nitrógeno líquido y se 

procesó como ha sido descripto previamente (Sakamoto et al. 2005).  

La 2D-glucosa incorporada por los úteros fue medida en contador de centelleo 

líquido por duplicado y expresada como µmol/g de proteína/h.  

7.7 Análisis de la actividad contráctil uterina 

La actividad contráctil uterina se evaluó ex vivo tanto en animales pre-gestantes 

como en gestantes en 4.5 gd utilizando transductores de fuerza isométrica conectados a un 

amplificador puente, que a su vez estaba conectado a un sistema de adquisición de datos 

(Software DataStudio, Pasco) como fue descripto previamente por otros autores (Chaud et al. 

1997) 

Brevemente, secciones de miometrio longitudinal de cada cuerno uterino fueron 

disecadas y colocadas en un baño (Letica, AD Instruments, Oxford, RU) conteniendo Buffer KRB 

a 37°C bajo atmósfera de 95% 02 y 5% de CO2. Cada sección se ajustó a una tensión de reposo 

de 9,8 Mn y se esperó hasta que se produjeran contracciones fásicas regulares durante 30 

minutos (estabilización). Posteriormente, se determinó la actividad contráctil espontánea 

(basal) durante 20 minutos. 

Una vez evaluada la actividad contráctil espontánea, se procedió a evaluar el efecto 

de Salbutamol sobre la misma. Para ello, las secciones miometriales fueron incubadas con 

concentraciones crecientes de Salbutamol que fueron adicionadas al medio cada 7 minutos. El 

rango de concentraciones de Salbutamol evaluadas en úteros de animales en pre-gestación fue 

0,05 ng/ml a 5000ng/ml (Parida et al. 2013; Chen et al. 2011); mientras que para los úteros en 

4.5 gd éste fue de 0,05 ng/ml a 500ng/ml debido a la mayor sensibilidad del tejido al agonista 

en este estadio gestacional.  

El análisis de la actividad contráctil fue realizado utilizando el programa Clamp-fit 

10.7 con el que se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones, así como la 

actividad integral (área bajo la curva de fuerza en función del tiempo).  
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8 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el programa GraphPad Instat 

(software GraphPAD, San Diego, CA, EE. UU.) y el programa R Studio (R statistical software; v. 

3.4.3), considerando diferencias significativas cuando se presentara un valor de p < 0.05. El 

número de animales utilizados para cada determinación (n) se indicó en las leyendas de cada 

figura. 

Los resultados se expresaron como media ± S.E.M (Error estándar de la media) 

fueron comparados estadísticamente mediante prueba T de Student.  

Los valores de frecuencias, expresados como porcentajes, fueron comparados 

mediante el test Chi-cuadrado.  

Las curvas de peso, de tolerancia a la glucosa y de respuesta a insulina, al igual que 

las de actividad contráctil fueron analizadas utilizando un modelo de análisis de la varianza 

(ANOVA) de medidas repetidas seguido de la prueba de Newman-Keuls. Cuando se realizaron 

comparaciones entre alguno de los tiempos analizados respecto de su propio basal se utilizó el 

test de Bonferroni.  
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Capítulo I: Establecimiento del modelo experimental de 

obesidad 

El objetivo planteado en primer lugar fue establecer el modelo experimental de obesidad 

inducido por dieta de cafetería (CAF) que fue utilizado para el estudio del efecto de la obesidad 

sobre el ambiente intrauterino y la gestación. Para ello se trabajó con dos grupos 

experimentales, los animales control que recibieron alimentación estándar y el grupo obeso 

que recibió CAF. 

Antes de comenzar a administrar las dietas (día 1 del protocolo dietario) se controló el 

peso corporal de los animales. El peso corporal inicial promedio del grupo control fue de 61.17 

± 1.08 g y el del grupo obeso fue de 60.67 ± 1.69 g, verificándose que el peso corporal 

promedio era similar en ambos grupos.  

Durante el protocolo dietario, se monitoreó diariamente la ingesta alimentaria y calórica, 

el peso corporal y el tamaño de la circunferencia abdominal de los animales, como se detalla a 

continuación.  

1 La administración de CAF por 60 días genera hiperfagia voluntaria 

El consumo de alimentos no difirió entre el grupo control y obeso durante la primera 

semana de protocolo dietario (Tabla 2). Es por ello que tampoco lo hizo el consumo calórico. 

En la semana 8, los animales que recibieron CAF consumieron aproximadamente un 40 % más 

de alimentos que los que recibieron la dieta estándar (p<0,001; Tabla 1); de esta forma la 

ingesta calórica del grupo obeso resultó 4.5 veces que la del grupo control (p<0,001). Estos 

hallazgos demuestran la gran aceptación de CAF por parte de los animales y su capacidad de 

inducir hiperfagia voluntaria en las ratas.  

Parámetro Control Obeso 

Consumo de alimento por animal (g/día) 
Semana 1 
Semana 8 

 
20.01 ± 2.51 

30.3 ± 3.0 

 
26.42 ± 2.72 

72.4 ± 5.0#; *** 

Consumo calórico por animal (Kcal/día) 
Semana 1 
Semana 8 

 
62.71 ± 3.33 

99.61 ± 13.21 

 
85.81 ± 15.23 

322.95 ± 14.97#; *** 

Tabla 2: Consumo alimentario y calórico diario promedio de los animales del grupo Control y Obeso 

durante la semana inicial (semana 1) y final (semana 8) de protocolo dietario. Los datos se expresan 

como la media del consumo diario por animal (gramos/día o bien Kcal/día ± S.E.M). n = 20/grupo. ***p< 

0,001 respecto al control y # p<0.01 respecto a sus respectivos valores iniciales. 
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2 La administración de CAF por 60 días genera obesidad 

Con el objeto de evaluar si el aumento en la ingesta alimentaria se veía reflejada en 

un aumento del peso corporal, se monitoreó diariamente el peso corporal de los animales 

durante todo el protocolo dietario.  

Luego de ser administrada por 60 días, CAF generó un incremento del 22 % en el 

peso corporal de todos los animales en comparación a los animales que se alimentaron 

exclusivamente con dieta estándar (p<0,05; Figura 14A). Esto se vio asociado a un incremento 

en la circunferencia abdominal de los animales del grupo obeso (p<0,05; Figura 14A). Estos 

resultados demuestran que CAF induce obesidad asociada a un aumento de la adiposidad 

abdominal luego de ser administrada a ratas por 60 días (Figura 14B).  

 
Figura 14: (A) Ganancia de peso corporal y proporción entre la circunferencia abdominal y la longitud 

corporal de ratas control (rombos) y obesas (cuadrados) a lo largo de los 60 días de protocolo dietario. 

Los datos se expresan como media ± S.E.M; n=20/Grupo; * p<0.05 respecto a los controles. (B) Imagen  

representativa de un animal del grupo control y uno del grupo obeso al cabo de 60 días de protocolo 

dietario. 
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3 La obesidad inducida por CAF se asocia con intolerancia a la glucosa y 

resistencia a la insulina 

La concentración de glucosa sanguínea es uno de los principales parámetros de 

referencia del estado metabólico en los mamíferos; ésta representa la cantidad de energía 

disponible que tienen los organismos para el mantenimiento de sus funciones vitales 

(Figueroa-garcía et al. 2016).  

Hallazgos previos de nuestro laboratorio demostraron que la ingesta de CAF por 60 

días produce, en ratas hembras Wistar, el desarrollo de obesidad asociado a hiperglucemia 

(Bazzano et al. 2015). En concordancia con estos hallazgos, la asociación entre obesidad e 

hiperglucemia, e incluso el desarrollo de diabetes, es frecuentemente observada en la clínica 

(Abdullah et al. 2014).  

Por todo lo expuesto, el siguiente objetivo fue analizar el perfil glucémico de  

animales control y obesos. Para ello, se evaluó la tolerancia a la glucosa y la respuesta a 

insulina de los animales luego de 60 días de administrado el protocolo dietario. 

3.1 Curva de tolerancia a la glucosa 

La prueba de tolerancia a la glucosa refleja la capacidad que tiene el organismo de 

eliminar el exceso de glucosa en sangre. Al realizar dicha prueba (Figura 15), se observó que el 

grupo control mostró un aumento en la glucemia inmediatamente después de la inyección de 

glucosa; ésta comenzó a disminuir a los 30 minutos, alcanzando concentraciones similares a las 

basales transcurridas 2 horas desde la inyección.  

Una cinética similar fue observada al evaluar la respuesta de los animales obesos; 

sin embargo, sus glucemias fueron superiores a las de los controles para todos los tiempos 

analizados: 0, 15,30 y 60 minutos (p<0.001) y 120 minutos (p<0.05).  

Al analizar el área bajo dichas curvas (AUC), ésta resultó mayor en los animales 

obesos que en los controles (p<0.001, inserto de la Figura 15).  

Estos resultados demuestran que CAF administrada por 60 días induce, en ratas 

hembras, intolerancia a la glucosa asociada a la obesidad. 



Resultados 

57 
 

 
Figura 15: Glucemias evaluadas durante la prueba de tolerancia a la glucosa en animales control 

(rombos verdes) y animales obesos (cuadrados violetas). La glucosa fue administrada inmediatamente 

después del tiempo 0. Se calculó el área bajo cada curva (AUC) y su resultado se muestra en el inserto. 

Los datos se describen como la media ± S.E.M. (n = 5/Grupo). * p<0.05 y *** p<0.001 respecto del grupo 

de control; # p<001 y φ p<0.01 respecto del tiempo 0. 

3.2 Curva de resistencia a insulina 

A fin de determinar si la intolerancia a la glucosa detectada en los animales obesos 

es consecuencia de una disminución en la sensibilidad a insulina, el próximo objetivo fue 

evaluar el perfil glicémico de los animales control y obesos ante el estímulo de insulina.  

Como se observa en la figura 16, las ratas control mostraron una disminución de su 

glucemia luego de administrada la insulina, que fue normalizada a las 2 horas de dicha 

exposición. La velocidad del metabolismo de la glucosa (KiTT) fue estimada como la pendiente 

de la curva de glucemia en función del tiempo durante esas 2 h. Es por ello que el KITT resultó 

negativo en las ratas del grupo control (inserto de la Figura 16). 

Las ratas obesas mostraron glucemias superiores a las de los animales control tanto 

a tiempo 0 (p<0.01) como en todos los tiempos analizados posteriores a la inyección de 

insulina: 15, 30, 60, 120 (p<0.001) y 150 minutos (p<0.05). La KiTT de los animales obesos no 

solo fue diferente del de los controles (p<0.001) sino que fue cercano a cero, lo que indica que 

los animales obesos no respondieron al estímulo de insulina.  
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Figura 16: Glucemias evaluadas durante la prueba de respuesta a la insulina en animales control 

(rombos verdes) y obesos (cuadrados violetas). La insulina fue administrada inmediatamente después 

del tiempo 0. En el inserto se muestran la velocidad del metabolismo de la glucosa (KiTT) estimada como 

la pendiente de la curva durante los primeros 60 minutos (min). Los datos se presentan cómo la media ± 

S.E.M. (n = 5/Grupo). * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 respecto del grupo control y # p<0.001 respecto 

al tiempo 0. 



 

59 
 

Conclusión Parcial I: 

 

Los resultados hasta aquí expuestos permiten conocer el perfil metabólico de los animales 

obesos, demostrando que el modelo de obesidad inducido por CAF utilizado en este trabajo de 

tesis cursa con hiperglucemia, intolerancia a la glucosa e insulino resistencia. 
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Capítulo II: Impacto de la obesidad pre-concepcional sobre 

el desarrollo de la gestación 

Estudios a nivel clínico han reportado que la obesidad en mujeres se asocia con baja 

calidad oocitaria y con un aumento de pérdidas embrionarias en comparación con mujeres de 

peso normal (Moragianni et al. 2012). En concordancia con estos hallazgos, en estudios previos 

en nuestro laboratorio hemos demostrado que la obesidad, inducida en ratas hembras por 

administración de CAF, genera alteraciones en la función y en la reserva ovárica, efectos que se 

vieron asociados a ciclos estrales alterados (Bazzano et al. 2015; Bazzano et al. 2017).  

Por todo lo expuesto, el objetivo general de este capítulo fue evaluar si la obesidad 

inducida por dieta de CAF en ratas y adquirida antes de la concepción genera alteraciones en el 

desempeño reproductivo y/o en el desarrollo embrionario y/o fetal.  

1 La obesidad disminuye las tasas de fertilidad y retrasa la concepción 

A fines de evaluar la capacidad reproductiva de las hembras, se evaluaron el índice 

de apareamiento, de fertilidad y el tiempo hasta lograr la concepción (Tabla 3). 

El índice de apareamiento fue del 100% tanto de ratas control como obesas dado 

que las hembras fueron colocadas en cohabitación con el macho tantas veces como fuera 

necesario hasta que se verificara el apareamiento. Sin embargo, las ratas obesas requirieron 

de un mayor número de veces puestas en apareo hasta alcanzar la concepción, es por ello que 

el tiempo de concepción fue mayor en éstas que en controles (p<0,001). El número de ratas 

que resultaron efectivamente preñadas fue menor en el grupo obeso que en controles, a pesar 

de haberse verificado el apareamiento en todas, por lo que la tasa de fertilidad del grupo 

obeso fue inferior a las de los controles (p<0,001).  

Estos resultados demuestran que la obesidad altera el desempeño reproductivo en 

ratas hembras, asociándose a sub-fertilidad y un retraso en la concepción. 
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Parámetro Control Obeso 

N° hembras puestas en cohabitación 33 37 

N°hembras que se aparearon  33 37 

N° de hembras preñadas 33 27 

Tiempo de concepción (días)  1.40  0.40 5.80  1.00 *** 

Índice de apareo (%) 100 (33/33) 100 (37/37) 

Índice de Fertilidad (%) 100 (33/33) 73 (27/37) *** 

Tabla 3: Efecto de la obesidad sobre la capacidad reproductiva de ratas hembras. El índice de 

apareamiento se calculó cómo el número de hembras con presencia de espermatozoides en el frotis 

vaginal / número de hembras cohabitadas × 100. El índice de fertilidad se calculó como el número de 

hembras preñadas / número de hembras cohabitadas × 100. El tiempo de concepción se determinó 

contando el número de días desde que se inició la cohabitación hasta la confirmación del apareamiento. 

Los valores se expresan como la media ± S.E.M o como porcentajes; ***p<0.001 respecto al control.  

2 La obesidad pre-concepcional incrementa la ganancia de peso 

corporal materno durante la gestación. 

En aquellas hembras que efectivamente alcanzaron la preñez, se monitoreó 

diariamente el peso materno durante el transcurso de la gestación hasta el 18.5 gd. En la figura 

17 se observa que el peso corporal del grupo obeso fue superior al de los controles durante el 

transcurso de la gestación, a pesar de que ambos grupos se alimentaron con dieta estándar 

durante este período. Este resultado demuestra una susceptibilidad al aumento de peso 

corporal por parte de las gestantes obesas, resaltando la importancia del peso materno al 

momento de la concepción. 

 
Figura 17: Ganancia de peso corporal (g) de ratas control (rombos verdes) y obesos (cuadrados violetas) 

durante el transcurso de la gestación. Los datos se expresan como media ± S.E.M; n=20/Grupo;*** 

p<0.001 respecto a los controles. 
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3 La obesidad pre-concepcional genera un incremento en los niveles 

séricos de Estradiol en gestación avanzada 

La acción de hormonas ováricas Estradiol (E2) y Progesterona (P4) resulta vital para 

el correcto desarrollo de la gestación, es por ello que se midió la concentración de dichas 

hormonas en suero de gestantes control y obesas en 18.5 gd.  

Los sueros provenientes de animales obesos presentaron una mayor concentración 

de E2 comparado con los detectados en los animales control (Figura 18A). Por su parte, los 

niveles séricos de P4 del grupo obeso no difirieron respecto al grupo control (Figura 18B). 

A partir de estos resultados se concluye que la obesidad genera un desbalance en el 

perfil hormonal de las gestantes en gestación avanzada.  

 
Figura 18: (A) Concentración sérica de Estradiol (ng/ml) y (B) Progesterona (ng/ml) en ratas gestantes de 

los grupos control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en 18.5 gd. Los datos se expresan como la 

media ± S.E.M. n= 5/Grupo. ***p<0.001 respecto al grupo control.  

4 La obesidad materna pre-concepcional genera macrosomia fetal 

La evaluación de las unidades fetoplacentarias (UFP) recolectadas en 18.5 gd (Figura 

19A) reveló que si bien el peso placentario fue similar en aquellas provenientes de gestantes 

control y obesas (Figura 19B). Sin embargo, el peso corporal de los fetos fue mayor en aquellos 

provenientes de las gestantes obesas en comparación a las control (Figura 19C; p<0,05). Estos 

resultados demuestran que la obesidad no solo afecta la salud individual sino también la de la 

descendencia.  
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Figura 19: (A) Imagen representativa de fetos de 18.5gd con sus respectivas placentas, (B) Pesos fetales 

y (C) Pesos placentarios, provenientes de gestantes control y obesas en 18.5 gd. Los valores se expresan 

como la media ± S.E.M; n=5/Grupo; *p<0.05 respecto al control. 

5 La obesidad materna pre-concepcional genera una disparidad en el 

número de fetos presentes en ambos cuernos uterinos 

El análisis de las UFP en 18.5 gd, reveló, además, que el patrón de distribución de las 

mismas a lo largo de los cuernos uterinos se veía alterada en ratas obesas.  

En gestantes control, las UFP se distribuyeron de manera uniforme a lo largo del 

cuerno uterino (Figura 20), presentando un número similar de UFP en ambos cuernos uterinos. 

Sin embargo, esto no ocurrió en las madres obesas; las gestantes obesas presentaron UFP 

distribuidas de manera dispar (Figura 20): la cantidad de UFP fue diferente entre ambos 

cuernos uterinos. En base a estos hallazgos, y para lo sucesivo, se denominó cuerno uterino n° 

1 (C1) a aquel que presentó el mayor número de UFP y cuerno uterino n° 2 (C2) al que 

presentó menor cantidad de UFP. 
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Figura 20: (A) Imagen representativa de las unidades feto-placentarias (UFP) en el útero materno de 

ratas control y obesas. (B) Exposición de las UFP en cada cuerno uterino. Las flechas indican el cérvix 

uterino y se enumeran las UFP presentes en cada cuerno uterino. El cuerno uterino con mayor número 

de fetos fue denominado C1, mientras que el otro cuerno uterino se denominó C2. 

A fines de establecer la frecuencia en la que se observaba dicho patrón de 

distribución de UFP desigual, en primera instancia se estableció una línea de corte que 

permitiera definir cuando estábamos en presencia del fenómeno de disparidad en el número 

de UFP entre cuernos uterinos. La diferencia media en el número de UFP observada entre 

ambos cuernos uterinos en los animales control fue de 3, es por ello que se consideró 

distribución fetal desigual cuando los animales presentaran una diferencia mayor a 3 UFP 

entre ambos cuernos uterinos.  

Utilizando dicho criterio se observó que el 10 % de los animales control presentaron 

distribución fetal desigual, mientras que aproximadamente el 85% de las madres obesas lo 

hicieron (p<0,001; tabla 4). 

Al calcular la relación entre el número de UFP presentes en cada cuerno uterino 

(C2/C1) para cada animal, se observó ésta relación fue de aproximadamente 1 en animales 

control; mientras que resultó menor a 0.5 en las ratas obesas, producto de la disparidad en el 

número de UFP presentes entre ambos cuernos uterinos (tabla 4). Estos resultados 

demuestran que la obesidad materna pre-gestacional altera la manera en que las UFP se 

distribuyen en los cuernos uterinos. 
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A pesar de dicha disparidad, el número total de UFP (sumatoria de UFP presentes en 

ambos cuernos uterinos) fue similar entre gestantes control y obesas (tabla 4).  

 

Tabla 4: Efecto de la obesidad sobre la distribución intrauterina de las unidades feto placentarias (UFP) 

en ratas control y obesas en 18.5 gd. Se consideró distribución fetal dispar cuándo la diferencia de UFP 

entre cuernos uterinos era mayor a 3. El cuerno uterino con mayor número de fetos fue denominado 

C1, mientras que el otro cuerno uterino se denominó C2. Los valores se expresan como la media ± SEM 

o como porcentajes; n=10/Control y n=7/Obeso. **p<0,01, ***p<0,001 respecto al grupo control. 

Al analizar los resultados obtenidos para todos los animales conjuntamente (Figura 

21), se observó que el cuerno uterino C1 contenía mayor número de UFP en el grupo obeso 

que en gestantes control (p<0.05). Por su parte, el cuerno contralateral (C2) contenía menor 

cantidad de UFP en gestantes obesas que en control (p <0.001).  

Estos resultados sugieren que en las gestantes obesas, frente al déficit implantatorio 

en uno de los cuernos uterinos (C2), se genera un mecanismo compensatorio en el que el 

cuerno uterino contralateral (C1) implanta un mayor número de embriones, y es por ello que 

el número total de UFP resulta similar entre animales control y obesas.  

 
Figura 21: Número de unidades feto-placentarias (UFP) presentes en cada cuerno uterino en rata 

pertenecientes a los grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) el  18.5 gd. El cuerno uterino 

que presentó el mayor número de embriones se denominó cuerno 1 (C1), mientras que al otro cuerno 

se lo denominó C2. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=9/Control y n=6/Obeso; *p <0.05, 

**p <0.01 entre los cuernos uterinos indicados del grupo respecto del control.  
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Este patrón de distribución alterado podría ser consecuencia de pérdidas post 

implantacionales y/o de una ovulación diferencial entre los ovarios de cada animal. Es por ello 

que ambos fenómenos fueron evaluados: 

5.1 La disparidad en el número de fetos observada en gestantes obesas 

no es consecuencia de pérdidas post-implantatorias 

Al clasificar las UFP en función de su viabilidad, se observó que tanto el número de 

UFP viables como reabsorbidas no variaron entre hembras del grupo control y obeso. Al 

calcular, entonces, las tasas de pérdidas post-implantatorias se observó que éstas eran 

similares entre animales control y obesas (tabla 5). Además, se verificó que las reabsorciones 

embrionarias se distribuyeron uniformemente entre los cuernos uterinos tanto en el grupo 

control como obeso. De esta forma, se pudo descartar que la distribución alterada de las UFP 

detectada en los animales obesos se debiera a reabsorciones embrionarias tardías.  

Parámetro Control Obeso 

N°. de UFP viables/rata 16.86 ± 1.26 16.43 ± 0.53 

N°. de UFP reabsorbidas/rata 0.86 ± 0.34 1.143 ± 0.40 

Pérdidas Post-implantacionales (%) 4.79 6.48 

Tabla 5: Efecto de la obesidad sobre el desempeño reproductivo de ratas hembras a día 18.5 gd. UFP: 

unidad feto placentaria. El porcentaje de pérdida post-implantacionales se calculó como la diferencia 

entre el número de UFP y el número de UFP viables sobre el total de UFP. Los valores se expresan como 

la media ± S.E.M o como porcentajes; n=10/Control y n=7/Obeso. 

5.2 La disparidad en el número de fetos detectada en ratas obesas no se 

debe a que ocurra ovulación diferencial entre ambos ovarios 

A fines de evaluar si la disparidad en el número de UFP presentes entre los cuernos 

uterinos observada en los animales obesos podría deberse a que éstos presentaran una 

ovulación diferencial entre ambos ovarios, se cuantificó el número de cuerpos lúteos (CL) 

presentes en cada ovario.  

Se consideró ovario 1 (Ov1) al ovario ipsilateral al cuerno uterino C1 (el que 

presentó mayor número de UFP), y se denominó ovario 2 (OV2) al contralateral.  

El número de CL presentes en cada ovario fue similar en ambos ovarios en todos los 

animales, por lo cual la relación en el número de CL presentes en Ov2/Ov1 resultó 

aproximadamente de 1 para cada animal, y fue similar en animales control y obesos (Figura 22 

A). Este resultado demuestra que la distribución fetal dispar entre  cuernos uterinos 

detectados en ratas obesas no es consecuencia de una ovulación diferencial entre los ovarios 

de estos animales. 
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Como se observa en la figura 22 A, tanto el grupo control y obeso presentó un 

número similar de CL totales (Ov1+Ov2) (Figura 22 B), demostrando que la tasa ovulatoria no 

se había visto afectada por la obesidad.  

 
Figura 22: (A) Relación entre el número de cuerpos lúteos (CL) presentes en un ovario respecto del 

contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en día 18 .5 

gd. Se denominó ovario 1 (Ov1) al ipsilateral al cuerno uterino que presentó el mayor número de fetos, 

mientras que al otro ovario se lo denominó Ov2.  (B) Número total de CL (Ov1+Ov2) que presentó cada 

animal. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n= Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; 

n=4/Grupo.   

Los resultados hasta aquí expuestos demuestran que la obesidad materna pre-

concepcional genera una disparidad en el número de UFP presentes en ambos cuernos 

uterinos y que dicha disparidad no es consecuencia de perdidas post-implantacionales tardías 

ni de alteraciones en el proceso ovulatorio. 

Por todo lo expuesto y a fines de identificar cuándo se produce dicha anomalía y 

cuáles son sus causas, se analizó la distribución embrionaria en etapas más tempranas de la 

gestación. 

6 La obesidad materna pre-concepcional genera una disparidad en el 

número de embriones presentes en ambos cuernos uterinos antes de 

que se produzca la implantación 

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si la obesidad adquirida antes de la 

concepción afecta el posicionamiento embrionario intrauterino inmediatamente luego de que 

ocurra la implantación embrionaria. Para llevar a cabo este objetivo se monitoreó la gestación 

hasta el día 5.5 gd, momento en el cual se analizó la distribución intrauterina de los sitios de 

implantación (SI) (Figura 23). 
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Figura 23: Imágenes representativas del útero de  ratas control (Ctrl) y obesas a 5.5 gd luego de la 

inyección sistémica intravenosa de azul de Chicago (0.1µg/ml) que permite observar los sitios de 

implantación (SI) como puntos azules. Obsérvese la distribución uniforme de los SI en ratas control y la 

distribución aberrante de los SI en las gestantes obesas. 

La cuantificación de los SI reveló que el número total de SI por rata fue similar entre 

el grupo control y obeso (Tabla 6).  

Las ratas del grupo control presentaron una distribución uniforme de los SI a lo largo 

de la cavidad uterina (figura 23), presentando todos ellos una diferencia de 3 SI entre ambos 

cuernos uterinos como máximo, consistentemente con lo observado en 18.5 gd. Es por ello 

que al calcular la relación entre el número de SI en cada cuerno uterino, el grupo control 

presentó un valor cercano a 1 (Tabla 6). Por el contrario, el grupo obeso presentó alteraciones 

en la distribución intrauterina de los SI (figura 23). Todas las gestantes obesas presentaron un 

espaciamiento dispar de los SI ya que presentaron una diferencia mayor a 3 SI entre ambos 

cuernos uterinos. Esto fue evidente al calcular la relación entre el número de SI en cada cuerno 

uterino, ya que dicha relación resultó significativamente menor en este grupo que la del grupo 

control (0.526 ± 0.049 vs 0.849 ± 0.0348, respectivamente, p<0,001, tabla 6). 

 

Tabla 6: Efecto de la obesidad sobre la distribución intrauterina embrionaria en 5.5 gd. Se consideró 

distribución embrionaria dispar cuándo el número de Sitios de implantación (SI) presentes en ambos 

cuernos uterinos difería en más de 3. El cuerno uterino con mayor número de fetos fue denominado C1, 

Parámetro Control Obeso 

N°. SI totales en 5.5 gd/rata 16.29 ± 0.92 14.60 ± 0.81 

N° de ratas que presentaron 
distribución embrionaria dispar (%) 

0 (0/7) 100 (5/5) 

N° de SI presentes en C2/C1/rata 0.85 ± 0.04 0.53 ± 0.05*** 

C1 
C2 

C1 

C2 

Control Obeso 
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mientras que el otro cuerno uterino se denominó C2. Los valores se expresan como la media ± S.E.M o 

como porcentajes; n=7/control, n=5/obeso; ***p<0,001 respecto al grupo control.  

A modo de control, como se describió previamente, se contabilizaron los CL 

presentes en ambos ovarios de cada animal y se calculó la relación entre ambos. Se corroboró 

que tanto las ratas control como las obesas presentaron un número similar de CL en ambos 

ovarios (Figura 24A) y que el número total de CL fue similar en ambos grupos (Figura 24B).  

 
Figura 24: (A) Relación entre el número de cuerpos lúteos (CL) presentes en un ovario respecto del 

contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en día 5.5 gd. 

Se denominó ovario 1 (Ov1) al ipsilateral al cuerno uterino que presentó el mayor número de sitios de 

implantación, mientras que al otro ovario se lo denominó Ov2.  (B) Número total de CL (Ov1+Ov2) que 

presentó cada animal. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=5/Grupo.   

Estos resultados son consistentes a lo observado a 18.5 gd, demostrándose, 

nuevamente, que la distribución embrionaria aberrante detectada en las ratas obesas no es 

consecuencia de ovulación diferencial entre sus ovarios. Confirmándose, además, que la tasa 

ovulatoria no se ve alterada como consecuencia de la obesidad. 

Cabe aclarar que en 5.5 gd no es posible la observación de reabsorciones 

embrionarias dado que es  un estadio gestacional temprano, inmediatamente posterior a la 

implantación. Sin embargo, el hecho de observar el patrón de distribución dispar en este 

estadio gestacional, permite descartar que dicho fenómeno sea consecuencia de 

reabsorciones embrionarias que ocurran en estadios posteriores.  

Por todo lo expuesto se puede concluir que la obesidad impacta sobre la manera en 

que los embriones se posicionan en la cavidad uterina antes de implantarse.  
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7 El espaciamiento embrionario intrauterino se ve alterado como 

consecuencia de la obesidad materna pre-concepcional 

El fenómeno por el cual los embriones ingresan al útero materno y se distribuyen 

uniformemente a lo largo su eje longitudinal se conoce como "separación o espaciamiento 

embrionario" (Perry y Rowlands 1962; Chen et al. 2013; Peavey et al. 2017). A fines de estudiar 

dicho fenómeno, se midió la distancia entre SI adyacentes (distancia inter-sitio) en gestantes 

en 5.5 gd. La elección de este estadio se fundamentó en que, si bien la distribución 

embrionaria aberrante era evidente también en 18.5 gd, el gran volumen que presentan las 

UFP en ese estadio dificulta establecer con exactitud la distancia entre ellas.  

Como se muestra en la figura 25, los animales control mostraron la clásica 

distribución embrionaria en forma de collar de perlas (Lima 2015), presentando SI 

equidistantes; mientras que el grupo obeso presentó un espaciamiento embrionario 

aberrante, con algunos SI muy próximos entre sí y otros muy distantes. 

 
Figura 25: Imágenes representativas del espaciamiento normal (control) y aberrante (obeso) de los sitios 

de implantación (SI) en ratas gestantes en 5.5 gd. Los SI se observan como puntos azules luego de la 

inyección sistémica de azul de Chicago a 5.5 gd. Los corchetes indican SI que se encuentran más 

próximos entre sí que lo que lo hace la media de todos los SI que presenta ese animal, poniendo de 

manifiesto la irregularidad en el espaciamiento de los SI en el grupo obeso.  

Las  distancias entre SI adyacentes (intersitio) para cada animal resultan muy 

cercanas a la distancia promedio intersitio para dicho animal, es por ello que en la Figura 14  

puede observarse una pequeña dispersión de cada distancia intersitio respecto del valor 

medio. Por el contrario, los animales obesos presentaron una gran variabilidad en el 

espaciamiento de los SI (Figura 26). Esto se evidencia al graficar todas las distancias intersitio 

evaluadas en cada animal respecto de la distancia intersitio promedio del mismo, donde puede 

observarse la gran dispersión de los datos respecto del valor medio (Figura 26).  
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Figura 26: Distancias entre sitios de implantación adyacentes /longitud del cuerno uterino en animales 

control (verdes) y obesos (violetas) en 5.5 gd. Cada punto representa una distancia inter sitio, la barra 

representa la media de dichas distancias para cada animal. n=5/Grupo; *p<0,05 respecto al grupo 

control. 

Al analizar la distancias medias los grupos experimentales, se observó una  distancia 

significativamente mayor en el grupo obeso respecto del grupo control (p<0,005; Figura 14). 

Esta evaluación permite evidenciar cuantitativamente la falta de uniformidad en el 

espaciamiento de los embriones a los largo del eje longitudinal uterino en el grupo obeso.  

En conjunto, los resultados hasta aquí descriptos demuestran que la obesidad 

modifica la manera en que los embriones se distribuyen en el útero, generando una disparidad 

en la cantidad de embriones presentes en cada cuerno uterino y alterando el espaciamiento 

embrionario a lo largo del eje longitudinal del mismo. Dichas alteraciones ocurren en etapas 

previas al 5.5 gd, es por ello que, a continuación, se evaluaron etapas previas  a que ocurra la 

implantación.  

8 La llegada de los embriones al útero materno se ve retrasada como 

consecuencia de la obesidad materna pre-concepcional. 

A fines de estudiar la distribución intrauterina embrionaria en etapas previas a la 

implantación, se recurrió a la técnica de ´flushing´ y se recolectaron los embriones de 4.5 gd. 

Como se puede observar en la tabla 7, el número total de embriones presentes en la 

cavidad uterina fue menor en animales obesos respecto los controles (p<0.01). Además, se 

observó distribución embrionaria dispar entre ambos cuernos uterinos en el 6,25% de los 

animales del grupo control y en el 87.5% de los animales del grupo obeso (p<0.001, tabla 7).  

Al calcular la relación entre el número de embriones en cada cuerno uterino, el 

grupo control presentó un valor cercano a 1, mientras que éste fue de 0.4 aproximadamente 

para el grupo obeso (0.866 ± 0.037 vs 0.430 ± 0.061 respectivamente, p<0.01; Tabla 7); 
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evidenciándose que en este estadio también existe disparidad en el número de embriones 

presentes en ambos cuernos uterinos, algo similar a lo descripto para estadios gestacionales 

más avanzados.  

Tabla 7: Efecto de la obesidad sobre la distribución intrauterina embrionaria en ratas control y obesas 

en 4.5 gd. Se consideró distribución embrionaria dispar cuándo el número de embriones presentes en 

ambos cuernos uterinos difería en más de 3. El cuerno uterino con mayor número de fetos fue 

denominado C1, mientras que el otro cuerno uterino se denominó C2. Los valores se expresan como la 

media ± SEM o como porcentajes; n=16/Control, n=15/Obeso; ** p<0,01 y ***p<0,001 respecto al 

grupo control (Prueba T de Student y test exacto de Fisher, según corresponda).  

Nuevamente, a modo de control, se corroboró que esa distribución embrionaria 

dispar no fuera consecuencia de alteraciones ovulatorias. Así, se confirmó que el número de 

cuerpos lúteos fuera similar entre ovarios de un mismo animal tanto en los animales control 

como obesos; verificándose, además, que las tasas ovulatorias fueron similar en ambos 

grupos.  

 
Figura 27: (A) Relación entre el número de cuerpos lúteos (CL) presentes en un ovario respecto del 

contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en día 4.5 gd. 

Se denominó ovario 1 (Ov1) al ipsilateral al cuerno uterino que presentó el mayor número de 

embriones, mientras que al otro ovario se lo denominó Ov2.  (B) Número total de CL (Ov1+Ov2) que 

presentó cada animal. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=16/Control, n=15/Obeso.   

Estos resultados permiten concluir que la obesidad materna altera la manera en que 

los embriones se posicionan en el útero materno antes del 4.5 gd.  

Parámetro Control Obeso 

N° de embriones presentes en cavidad 
uterina en 4.5 gd/rata 

15.67±0.71 12.50±0.76** 

Frecuencia de animales con distribución 
embrionaria dispar en 4.5 gd (%). 

6.25 87.51*** 

N° de embriones presentes en 
C2/C1/rata. 

0.87±0.04 0.43±0.06** 
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El hecho de encontrar un menor número de embriones en la cavidad uterina en 

animales obesos respecto al control en 4.5 gd pero un número similar en 5.5 y 18.5 gd, sugirió 

que algunos embriones podían encontrarse aún en los oviductos de ratas obesas en 4.5 gd, 

que serán capaces de ingresar e implantarse más tardíamente. Para verificar esta sugerencia, 

se realizaron ´flushings´ de los oviductos en 4.5 gd y se recolectaron los embriones.  

En las ratas del grupo control no se encontraron embriones en los oviductos en 4.5 

gd, pero sí en las de gestantes obesas. En éstas, uno de los oviductos presentó mayor número 

de embriones que el contralateral (Figura 28A; p<0.01). Aquellos oviductos que contenían la 

mayor cantidad de embriones se ubicaban ipsilateralmente con aquellos cuernos uterinos que 

presentaban un menor número de embriones.  

Al analizar el número total de embriones (realizando la sumatoria entre el número 

de embriones presentes en los oviductos y en la cavidad uterina), se encontró que éste era 

similar entre el grupo control y obeso (Figura 28B). 

Estos hallazgos demuestran que la obesidad genera un retraso en el pasaje de los 

embriones del oviducto al útero materno en la rata en 4.5 gd  y que dicho efecto es más 

evidente en un flanco que en otro. El flanco que contiene al cuerno uterino que presenta 

menor cantidad de embriones se corresponde con el oviducto que contiene más embriones y 

viceversa. 

 
Figura 28: (A) Número de embriones presentes en cada cuerno uterino (barras lisas) y en los oviductos 

ipsilaterales (barras cuadriculadas) en animales control (barras verdes) y obesos (barras violetas) en 4.5 

gd. El cuerno uterino que presentó el mayor número de embriones se denominó cuerno 1, mientras que 

al otro se lo denominó 2. (B) Número total de embriones (oviducto + útero) contabilizados en cada 

animal. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=15/Control, n= 17/ Obeso; **p <0.01 entre los 

grupos indicados. 
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9 La disparidad en el número de embriones observada en ratas obesas 

es consecuencia de un aumento en el número de embriones no viables; 

observándose además un desfasaje en el desarrollo embrionario. 

Con el fin de evaluar si la obesidad afecta la viabilidad y/o el desarrollo embrionario, 

los embriones colectados en 4.5 gd fueron clasificados, en primera instancia, de acuerdo a su 

viabilidad. En la figura 29 se muestran imágenes representativas de embriones viables (a, b y c) 

y no viables (d, e y f) recolectados.  

 
Figura 29: Morfología de embriones obtenidos de ratas control y obesas en 4.5 gd. Micrografías 

representativas de embriones viables en diferentes estadios (a-c) y de embriones no viables (d-f). a, 

morula compacta; b, blastocitos iniciales que presentan distintos grado de expansión de la cavidad 

blastocélica y c, blastocito expandido. d, e y f, embriones no viables (aquellos que presentaron un 

volumen de lisis mayor al 50%). Barra: 50 mm. 

Como se observa en la figura 30, el grupo obeso presentó un aumento significativo 

de embriones no viables respecto al grupo control (p<0.001) demostrando que la obesidad 

materna pre-concepcional afecta negativamente la calidad embrionaria en 4.5 gd (pre-

implantatorios).  

Con el objeto de analizar si la obesidad materna afecta, además, a la diferenciación 

embrionaria o ´timing´ de embriogénesis, los embriones viables fueron clasificados de acuerdo 

a su grado de diferenciación (Figura 30).  

Las ratas control presentaron la mayoría de los embriones en el estadio de blastocito 

inicial (67%) y el porcentaje minoritario en el de mórula compacta (4%). Sin embargo, las 

madres obesas presentaron el mayor porcentaje de embriones en estadios de mórula 

compacta (49%) y los blastocitos expandidos fueron los minoritarios (6%).  

Al realizar las comparaciones entre ambos grupos experimentales, se observó que las 

ratas obesas presentaron un mayor porcentaje de mórulas compactas (p<0.001) y uno menor 
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de blastocitos iniciales (p<0.001) y expandidos (p<0.001) que las ratas control, demostrando 

que existe un desfasaje en el desarrollo embrionario en gestantes obesas en 4.5 gd.  

 
Figura 30: Diferenciación embrionaria in-vivo en 4.5 gd. Los embriones provenientes de ratas controles y 

obesas fueron recolectados y clasificados según su viabilidad y estadio embrionario: M, mórulas; Bl, 

blastocistos iniciales; BE, blastocistos expandidos. Se consideraron embriones no viables aquellos que 

presentaron un volumen de lisis mayor al 50%. Los valores se expresan como porcentajes respecto del 

número total de embriones colectados; n=5 ratas/grupo; **p<0,01 y ***p<0,001 respecto al control. 

Resultó interesante evaluar la distribución de los embriones no viables ya que éstos 

no podrán implantarse y, consecuentemente, podían ser la causa de la distribución dispar 

observada en los animales obesos. Para ello, se evaluó el número de embriones no viables 

presentes en cada cuerno uterino y su correspondiente oviducto.  

Como se observa en la figura 31, el grupo control presentó la misma cantidad de 

embriones no viables en ambos cuernos uterinos.  Por el contrario, el grupo obeso presentó un 

mayor número de embriones no viables en uno de sus flancos (tanto en cuerno uterino como 

en oviducto) que el otro. El flanco que presentó más embriones no viables resultó ser aquel 

que presentó menor cantidad de embriones viables en la cavidad uterina (C2). 
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Figura 31: Número de embriones no viables presentes en cada cuerno uterino (barras lisas) y su 

oviducto ipsilateral (barras cuadriculadas) en animales control (barras verdes) y obesos (barras violteas) 

en 4.5 gd. El cuerno uterino que presentó el mayor número de embriones viables se denominó cuerno 1, 

mientras que al otro cuerno se lo denominó 2. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=5/ 

Grupo; *p <0.05 entre los grupos indicados. 

Estos resultados sugieren que el aumento en el número de embriones no viables en 

uno de los flancos (cuerno uterino y oviducto ipsilateral) parece ser uno de los mecanismos por 

los cuáles la obesidad genera una disminución en la cantidad de sitios de implantación/fetos 

en uno de los cuernos uterinos como fuere descripto previamente en estadios gestacionales 

más avanzados. Sin embargo, esto no explicaría la alteración en el espaciamiento intrauterino 

de los embriones, previamente descripta. Es por ello que el siguiente objetivo fue estudiar las 

principales moléculas que controlan el posicionamiento embrionario en el útero materno. 

10 La expresión uterina del receptor adrenérgico β2 se ve incrementada 

durante la pre-implantación como consecuencia de la obesidad 

materna pre-concepcional. 

Diversos son los factores regulan el posicionamiento embrionario en el útero 

materno; entre los que se destacan los receptores adrenérgicos (AR) (Chen et al. 2013, 2011). 

La expresión de dichos receptores se encuentra alterada como consecuencia de la obesidad en 

diversos tejidos; desconociéndose lo que ocurre a nivel uterino.  

Además, se desconoce hasta la actualidad cuales AR se expresan y cuales no en el 

útero de la rata. Es por ello que en el presente trabajo se realizó un ´screening´ de las 

diferentes isoformas de los AR en el útero en el día 4.5 gd de ratas controles y obesas (Figura 

32).  
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Figura 32: Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de se observan los productos 

productos de PCR correspondientes a las diferentes isoformas de receptores adrenérgicos (AR) en 

úteros de ratas control y obesas en 4.5 gd. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue 

utilizado como control de expresión constitutiva. +: Control positivo; -: Control negativo; n = 5 / Grupo. 

Las isoformas detectadas fueron: α 1A AR, α 2A AR, α 2B AR, α 2C AR y β2 AR; todas 

ellas presentes tanto en el útero de ratas control como obesas en 4.5 gd. Por el contrario, no 

se detectó la expresión génica de las isoformas α1B AR, β1 AR y β3 AR ni en úteros control ni 

en los provenientes de ratas obesas.  

Además, como puede observarse, la isoforma β2 presentó una expresión uterina 

dominante en 4.5 en ambos grupos de animales. Es por esto último que el próximo objetivo 

fue evaluar si la obesidad altera la expresión uterina del β2 AR. 

Como se observa en la figura 33, los úteros de ratas obesas en 4.5 gd presentaron 

una expresión génica de β2 AR mayor que los úteros de ratas control (p<0.05; Figura 21), 

indicando que la obesidad induce la expresión uterina del β2 AR a nivel transcripcional; es por 

ello que a continuación se evaluó la expresión proteica de dicho receptor.  
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Figura 33: Expresión génica uterina relativa del receptor adrenérgico (β2 AR) en ratas control y obesas 

en 4.5 gd. La proteína ribosomal L30 fue utilizada como control de expresión constitutiva. Los datos se 

expresan como la media ± S.E.M.; n=5/Grupo; *p <0.05 respecto al grupo control. 

Como puede observarse en la figura 22, la obesidad produjo un aumento en los 

niveles proteicos de β2 AR en los úteros en 4.5 gd al compararlos con los control (p<0.001) 

. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Expresión proteica relativa del receptor adrenérgico β2 (β2 AR) en úteros de ratas control y 

obesas en 4.5 gd. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como control de carga. 

Panel izquierdo: Imagen representativa del western blot. Panel derecho: Análisis densitométrico del 

western blot. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n = 5/Grupo; ***p <0.001 respecto al grupo 

control. 

A partir de estos resultados permiten concluir que la obesidad genera un incremento 

en los niveles uterinos de β2 AR tanto a nivel génico como proteico en 4.5 gd. 

Nuestro próximo objetivo fue determinar si la localización de β2 AR se ve alterada, o 

no, en el útero en 4.5 gd como consecuencia de la obesidad. Para ello se llevó a cabo una 

inmunofluorescencia contra el β2 AR en secciones de útero.  

Como se observa en la figura 35, β2 AR fue detectado mayoritariamente en la 

musculatura uterina, tanto longitudinal como circular, y en menor medida en el epitelio 
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luminal y en el estroma. Cuando se comparó su localización entre úteros provenientes de ratas 

control y  obesas, no se detectaron diferencias.  

 
Figura 35: Localización del receptor adrenergico tipo β2 (β2 AR) en el útero de ratas control y obesas en 

4.5 gd. El color verde corresponde al β2 ARdado que se utilizó Alexa Fluor 488 como fluoroforo. Los 

núcleos se visualizan en color rojo dado que fueron marcados con yoduro de propidio. En el control 

negativo se omitió el uso de anticuerpo primario. E, estroma; Le, epitelio luminal; Ge, epitelio glandular; 

Lm, capa muscular longitudinal; Cm, capa muscular circular. Barra= 500 µm; n=5 /Grupo. 

En conjunto, estos últimos resultados demuestran que la isoforma β2 de los AR es la 

dominante en el útero de rata en 4.5 gd; y que la obesidad estimula su expresión tanto a nivel 

génico como proteico sin modificar su localización.  

11 La obesidad pre-concepcional altera la expresión génica del receptor 3 

del ácido lisofosfatidico (LPA3) en úteros preimplantatorios 

La activación transitoria del β2 AR produce una disminución del mRNA LPA3 en el 

ratón (Chen et al. 2013); mientras que ratones deficientes de lpa3 presentan un espaciamiento 

anormal de los sitios de implantación (Ye et al. 2006).  

En vistas estas evidencias y al haber detectado un aumento en los niveles de β2 AR 

en úteros en 4.5 gd junto con alteraciones en el espaciamiento embrionario en ratas obesas, el 

próximo objetivo fue evaluar la expresión uterina del LPA3 en ese estadio gestacional. 
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Cómo se muestra en la figura 36 los animales obesos presentaron una menor 

expresión uterina de mRNA de LPA3 respecto al grupo control (p<0.05), demostrando que la 

obesidad modifica la expresión génica del LPA3 en útero de la rata en 4.5 gd.  

 
Figura 36: Expresión génica del receptor 3 del ácido lipofosfatídico (LPA3) en úteros de animales  control 

y obesos en 4.5 gd. Panel superior: Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de los 

productos amplificados por PCR. Panel Inferior: Análisis densitométrico de los productos de PCR. Los 

datos se expresan como medias ±S.E.M. en unidades arbitrarias (u.a.). La densidad óptica específica fue 

normalizada contra Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); n=5/Grupo; * p <0.05 con 

respecto al grupo control. 

12 La obesidad materna pre-concepcional altera la respuesta y la 

actividad contráctil del útero preimplantatorio 

La peristalsis uterina es un factor clave en la regulación del transporte utero-tubárico 

embrionario, como así también en el control del posicionamiento embrionario en el lumen 

uterino (Bulletti y de Ziegler 2006; Chen et al. 2013). Es por ello, y por los resultados hasta aquí 

expuestos, que el próximo objetivo fue evaluar si la obesidad altera la peristalsis uterina en 4.5 

gd. Para llevar a cabo este objetivo, se realizó la evaluación de la actividad contráctil 

miometrial.  

En la figura 37 se muestran trazos representativos de los patrones de contracción 

uterina espontánea evaluada en ratas control y obesas en 4.5 gd, donde pueden observarse 

como la obesidad modifica el patrón de contracción uterina espontánea. 
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Figura 37: Trazos representativos de patrones de contracción espontáneos evaluados durante 20 

minutos en úteros de ratas control  y obesas en 4.5 gd.  

A partir de esos trazos, se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones, 

así como también la actividad integral (área bajo la curva de fuerza en función del tiempo). 

Debido a la disparidad en el número de embriones presentes en ambos cuernos 

uterinos previamente descripto en las ratas obesas, resultó de interés evaluar si el patrón de 

contracción era diferente en ambos cuernos uterinos.  

En la tabla 8 se exponen los resultados obtenidos para ambos cuernos uterinos (C1 y 

C2); además, para cada parámetro evaluado se calculó la relación entre ambos cuernos 

(C2/C1) a fines de facilitar el análisis estadístico.  

La frecuencia, amplitud y actividad relativa entre ambos cuernos uterinos fueron de 

aproximadamente 1 tanto en los animales control y obesos; esto pone de manifiesto que los 

patrones de contracción fueron similares en ambos cuernos uterinos y que no se vieron 

modificados como consecuencia de la obesidad. Es por ello, y a fines de simplificar el análisis, 

que en lo sucesivo se compararon los promedios obtenidos entre ambos cuernos uterinos para 

cada animal. 

Tabla 8: Análisis de la actividad contráctil espontánea uterina en ambos cuernos uterinos (C1 y C2) 
provenientes de ratas control y obesas en 4.5 gd. El cuerno uterino que presentó el mayor número de 
embriones viables se denominó cuerno 1, mientras que al otro cuerno se lo denominó 2. Los parámetros 
calculados fueron: frecuencia, amplitud y actividad integral (área bajo las curvas de fuerza en función de 
tiempo). Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n = 5/Grupo. 
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En la figura 38 A, se observa que la frecuencia de las contracciones uterinas fue 

similar entre ratas control y obesas en 4.5 gd. Sin embargo, la amplitud y la actividad integral 

de las contracciones fueron mayores en los úteros provenientes de ratas obesas comparadas 

con los controles (Figura 38 B y C; p<0.01 y p<0.05, respectivamente).  

Estos resultados demuestran que la obesidad incrementa la actividad contráctil 

uterina espontánea en ratas en 4.5 gd.  

 
Figura 38: Efecto de la obesidad sobre la actividad contráctil uterina espontánea en ratas de 4.5 gd. El 

análisis de la actividad contráctil espontánea incluyó: (A) frecuencia, (B) amplitud y (C) Actividad integral 

(área bajo las curvas de fuerza en función de tiempo). Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n = 

5 /Grupo; * P <0.05, ** p <0.01 respecto al control. 

El hecho de haber detectado un incremento en la actividad contráctil uterina 

espontánea en animales obesos a pesar de éstos presentar un aumento en los niveles uterinos 

de β2 AR, receptor cuya activación estimula la relajación uterina, nos llevó a evaluar si la 

cadena de señalización desencadenada por el β2 AR tenía la capacidad, o no, de ser activada 

en los animales obesos. Para ello, se evaluó la actividad contráctil en respuesta a un agonista 

selectivo del β2 AR (Salbutamol) en el úteros de ratas control y obesas en 4.5 gd.  

En la figura 39 se observa el perfil de respuesta de los úteros a concentraciones 

crecientes, evidenciándose que tanto los úteros provenientes de ratas control como obesas 

responden al salbutamol, disminuyendo su actividad contráctil.  
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Figura 39: Trazos representativos de patrones de contracción uterina en respuesta a dosis acumulativas 

de Salbutamol (0.05-500 ng/ml) evaluados en ratas control (panel superior) y obesas (panel inferior) en 

4.5 gd.  

A partir de dichos trazos se calculó la amplitud, frecuencia y actividad integral de 

contracción de las curvas en respuesta a salbutamol, y fueron relativizadas a las evaluadas 

espontáneamente para realizar las comparaciones entre ambos grupos experimentales (Figura 

40).  

Al analizar las curvas de ratas control, se encontró que la amplitud de las mismas 

disminuyó significativamente respecto de la espontánea desde la dosis de 5 ng/ml de 

salbutamol, manteniéndose así con las dosis de 50 y 500 ng /ml (p<0.05, p<0.001 y p<0.001, 

respectivamente; Figura 40A). En el grupo obeso, la disminución significativa de la amplitud se 

observó desde la dosis de 0.5 ng/ml de salbultamol (p<0,01), manteniéndose en las sucesivas: 

5, 50, 500 ng/ml (p<0,001; Figura 40A).  

Cuando se realizaron comparaciones entre animales control y obesos para cada 

concentración de salbutamol, se encontró que las amplitudes fueron menores en los úteros 

proveniente de ratas obesas que en las control para las concentraciones 5 y 50 ng/ml de 

salbutamol (p<0.05; Figura 40A).  
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Al evaluar la frecuencia de las contracciones uterinas en respuesta a salbutamol, en 

el grupo control se detectó una disminución significativa respecto de la frecuencia espontánea 

al administrar 500 ng/mlde salbutamol (p<0.01; Figura 40B). En el grupo obeso, la frecuencia 

de las contracciones disminuyó significativamente en las dosis 5, 50 y 500 ng/ml de salbutamol 

(p<0.05, p<0.001 y p<0.001 respectivamente; Figura 40B).  

Cuando se compararon las frecuencias entre los animales control y los obesos para 

cada concentración de salbutamol, se encontró que los úteros de animales obesos presentaron 

una frecuencia significativamente menor que los controles para la concentración 50 ng/ml 

(p<0.05).  

Por otro lado, en el grupo control se detectó una disminución de la actividad 

contráctil integral respecto de la espontánea a partir de la dosis de salbutamol de 0,5 ng/ml 

(p<0,01) y en las dosis subsiguientes (5 a 500 ng/ml; p<0,001) (Figura 40C). Por su lado, en el 

grupo obeso se detectó una disminución significativa del área bajo la curva de contracción 

(Figura 40C) respecto de la espontánea para todas las concentraciones de salbutamol 

evaluadas (0,05 a 500 ng/ml; p<0,001).  

Cuando se compararon dichas áreas entre los animales control y los obesos para 

cada concentración de salbutamol, éstas resultaron menores en el grupo obeso en 

comparación con los controles para la dosis de 0.5, y 5 ng/ml (p<0.05 y p<0.001, 

respectivamente).  

Todos estos resultados demuestran que la obesidad genera una mayor sensibilidad a 

salbutamol por parte de los úteros en 4.5 gd.  
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Figura 40: Efecto de la obesidad sobre la actividad contráctil uterina en respuesta a salbutamol en ratas 

de 4.5 gd. El análisis incluyó: (A) frecuencia, (B) amplitud y (C) actividad integral (área bajo las curvas de 

fuerza en función de tiempo) de la contracción en función del logaritmo de la concentración de 

salbutamol (0.05-500 ng/ml). Cada concentración fue evaluada durante 7 minutos y normalizados a la 

amplitud espontánea. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=5/Grupo; *p<0.05 y ***p<0.001 

indican diferencias significativas entre grupos control y obeso para la misma concentración de agonista,  

mientras que ϕ p<0.05, # p<0.01y δ p<0.001 indican diferencias significativas en comparación con la 

actividad espontánea del grupo.   
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13 La expresión uterina del receptor nuclear activado por proliferadores 

peroxisomales gamma (PPARϒ) se ve disminuida durante, la pre-

implantación, como consecuencia de la obesidad pre-concepcional. 

Debido al aumento de la actividad contráctil uterina espontánea detectada en ratas 

obesas en 4.5 gd y conociendo el rol fundamental que ejerce el receptor nuclear activado por 

proliferadores peroxisomales de tipo gamma (PPARϒ) en el mantenimiento de la quiescencia 

uterina (Dunn-albanese et al. 2004), el próximo objetivo propuesto fue evaluar la expresión 

uterina de PPARγ en animales control y obesos en 4.5 gd. 

Cómo se observa en la figura 41, PPARϒ se expresa en el útero tanto de ratas control 

y obesas en 4.5 gd. La expresión proteica de dicho factor de transcripción resultó ser más baja 

en úteros de animales obesos que en controles (p <0.05; Figura 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: Expresión proteica relativa del receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales 

gamma (PPARϒ) en útero de ratas control y obeso en 4.5 gd. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) fue utilizado como control de carga. Panel izquierdo: Imagen representativa del western blot. 

Panel derecho: Análisis densitométrico del western blot. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; 

n = 5 / Grupo; *p <0.05 respecto al grupo control 

 

. 



 

87 
 

Conclusiones parciales II 

Los resultados hasta aquí expuestos permiten concluir que la obesidad materna pre-

concepcional altera el desempeño reproductivo en ratas hembras, generando sub-fertilidad y 

demora la concepción.  

En este capítulo se describe, además, que la obesidad materna pre-concepcional retrasa la 

llegada de los embriones al útero materno, alterando la manera en que los embriones se 

posicionan en el útero antes de que ocurra la implantación. Por un lado, genera una disparidad 

en el número de embriones presentes entre ambos cuernos uterinos y, por otro lado, altera el 

espaciamiento embrionario intrauterino. Los resultados obtenidos sugieren que la disparidad 

en el número de embriones presentes en ambos cuernos uterinos es consecuencia de la 

disminución de la calidad embrionaria que la obesidad genera en uno de los cuernos uterinos.  

Al evaluar las posibles causas de las alteraciones en el espaciamiento embrionario 

intrauterino se encontró que la obesidad generó alteraciones en los principales factores que lo 

regulan; en úteros de gestantes obesas se detectó una disminución en la expresión de Lpa3 y de 

PPARϒ, concomitantemente con un aumento en la expresión uterina de β2AR, una mayor 

sensibilidad uterina a salbutamol (agonista selectivo β2AR) y un aumento de la actividad 

contráctil uterina espontánea, cuando se las comparó con úteros control. Esto no es un hecho 

menor, dado que el mantenimiento de la quiescencia uterina resulta un factor clave para 

garantizar una correcta implantación embrionaria.  

Respecto del efecto de la obesidad sobre la descendencia, se observó un desfasaje en el 

desarrollo de los embriones en gestantes obesas respecto de las control. Pese a ello, el número 

total de sitios de implantación (evaluados en 5.5 gd) y de fetos (evaluados en 18.5 gd) fue 

similar entre las gestantes obesas y las controles, lo que manifiesta que a pesar de dicho 

desfasaje, los embriones logran implantarse. Esto nos lleva a sugerir que la obesidad genera un 

desfasaje de la ventana de implantación y es por ello que pese a las diferencia de estadio y 

localización de los embriones respecto al grupo control, estos embriones lograran implantarse.  

Las alteraciones uterinas producidas por la obesidad materna descriptas hasta aquí, 

sumado a las alteraciones hormonales que las gestantes obesas presentaron al avanzar la 

gestación (18.5 gd) generaron efectos sobre descendencia, induciendo macrosomia fetal.  

Todas estas evidencias demuestran que la obesidad no solo afecta la capacidad 

reproductiva de la hembra, sino que también afecta la salud de su descendencia. 
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CAPÍTULO III: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA OBESIDAD SOBRE EL 

AMBIENTE UTERINO PRE-CONCEPCIONAL 

El hecho de encontrar que la obesidad materna generó macrosomia fetal nos sugirió que 

ambiente uterino podía verse alterado por la obesidad. En el capítulo II demostramos que, 

efectivamente, el ambiente intrauterino se ve afectado como consecuencia de la obesidad 

materna; generando alteraciones en todos los períodos gestacionales evaluados: pre-

implantación, post-implantación temprana y gestación tardía. Estos hallazgos llevaron a 

preguntarnos si el ambiente intrauterino se vería afectado por la obesidad previamente a que 

ocurra la concepción. Es por ello que el siguiente objetivo fue evaluar el microambiente 

uterino en animales en ciclo (pre-gestantes).  

1 El ambiente uterino se ve alterado como consecuencia de la obesidad 

antes de que ocurra la concepción. 

El suministro de glucosa y su metabolismo resultan indispensables para que ocurra la 

diferenciación endometrial hacia un estado receptivo que propicie la implantación 

embrionaria (Wolff et al. 2003; Frolova y Moley 2011a). Las proteínas transportadoras de 

glucosa (GLUT) son las encargadas de mediar el ingreso de este azúcar desde compartimiento 

extracelular al intracelular (Holman 2018; Joost y Thorens 2001); GLUT-1 media el suministro 

basal de la glucosa en diversos tipos celulares, mientras que GLUT-4 lo hace bajo el estímulo de 

insulina (Holman 2018).  

Si bien el útero no ha sido descripto como un órgano blanco clásico de insulina 

(Zhang et al. 2016), existe amplia evidencia que sugiere que la insulina tiene un efecto directo 

sobre la función endometrial, modificando la expresión génica, la síntesis de proteínas, la 

división celular y el transporte de glucosa en el útero (Lathi et al. 2005; Pustovrh et al. 2010). 

Por todo lo expuesto y debido a la intolerancia a glucosa y a la resistencia sistémica a 

insulina con la que cursan las ratas obesas, fue de interés evaluar si la obesidad altera la 

captación de glucosa por parte del útero y analizar si éste resulta un órgano sensible a insulina. 



Resultados 

 

89 
 

1.1 La obesidad induce resistencia a insulina a nivel uterino por 

mecanismos que involucran la disminución en la expresión génica del 

receptor de insulina. 

La incorporación de glucosa fue evaluada ex vivo en úteros provenientes de 

animales control y obesos luego de realizados los 60 días de protocolo dietario. Se cuantificó la 

incorporación uterina de glucosa en condiciones basales y bajo el estímulo de insulina.  

La captación basal de glucosa fue similar en úteros provenientes de ratas control y 

obesas. Insulina estimuló la captación de glucosa por parte de los úteros control 1.6 veces 

respecto del basal (p<0.05), mientras insulina no tuvo efecto sobre la captación de glucosa en 

úteros provenientes de ratas obesas (figura 42). 

 
Figura 42: Incorporación uterina de 2D-glucosa en animales control (barras verdes) y obesos (barras 

violetas) pre-gestantes en condiciones basales (barras lisas) y frente al estímulo de insulina (100ng/mL, 

barras rayadas). Los datos son representados como la media ± S.E.M; n=8/Grupo; *p<0.05 respecto de la 

condición basal. 

Estos resultados muestran, por un lado, que el útero de la rata es un órgano 

sensible a insulina en condiciones normales y, por otro, que la obesidad induce resistencia a 

insulina a nivel uterino. 

Estos hallazgos condujeron a evaluar la expresión uterina del receptor de insulina 

(InsR) y de los glucotransportadores GLUT-1 y GLUT-4.  

Como puede observarse en la figura 43), se detectaron niveles inferiores del ARNm 

que codifica para el InsR en úteros de animales obesos en comparación con los controles (p 

<0.05, Figura 43 C). Por su parte, la expresión génica tanto de Glut-1 domo de Glut-4 no se 

vieron modificadas como consecuencia de la obesidad (Fig. 43 A y B).  
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Figura 43: Expresión génica de: (A) Glucotransportador tipo 1 (Glut-1), (B) Glucotransportador tipo 4 

(Glut-4), (C) Receptor de insulina (InsR), evaluadas en úteros de animales de control y obesos pre-

gestantes. Paneles superiores: Imágenes representativas de la electroforesis en gel de agarosa de los 

productos amplificados por PCR. Paneles inferiores: Análisis densitométricos de los productos de PCR. 

Los valores se expresan como medias ±S.E.M. de la densidad óptica específica normalizada contra 

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), en unidades arbitrarias (u.a); n=5/Grupo; * p <0.05 

con respecto al grupo control. 

Estos resultados demuestran que la obesidad genera un cambio en la regulación 

transcripcional del InsR a nivel uterino; pudiendo esto contribuir con al desarrollo de 

resistencia a insulina local en los animales obesos.  

1.2 La expresión génica del factor 1α inducible por hipoxia (Hif 1α) se ve 

estimulada a nivel uterino como consecuencia de la obesidad 

La sensibilidad a insulina es controlada por numerosos factores, entre los que se 

destaca el factor 1α inducible por hipoxia (Hif 1α). La hipoxia celular es un estado comúnmente 

asociado a la obesidad que se produce como consecuencia del exceso de tejido adiposo (Srdic 

et al. 2010). En esas condiciones, Hif 1α se activa, regulando la transcripción de más de 100 

genes diana, entre los que se encuentran los transportadores de glucosa y el InsR (Semenza 

2011; Görgens et al. 2017). Es por ello, que resultó interesante analizar si la expresión uterina 

de Hif 1α se modifica como consecuencia de la obesidad.  

Como puede observarse en la figura 44, la expresión génica de Hif 1α fue mayor en 

úteros de animales obesos que en el grupo control (p <0,05), sugiriendo que la obesidad 
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genera un estado de hipoxia celular a nivel uterino que se evidencia por el aumento en la 

expresión génica de Hif 1α en este órgano.  

 
Figura 44: Expresión génica del factor 1α inducible por hipoxia (Hif 1α) en úteros de animales control y 

obesos pre-gestantes. Panel superior: Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de 

los productos amplificados por PCR. Panel inferior: Análisis densitométricos de los productos de PCR. 

Los valores se expresan como medias ±S.E.M. de la densidad óptica específica normalizada contra 

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), en unidades arbitrarias (u.a); n=5/Grupo; * p <0.05 

con respecto al grupo control. 

1.3 La expresión proteica del receptor nuclear activado por 

proliferadores peroxisomales gamma (PPARϒ) no se ve alterada en el 

útero como consecuencia de la obesidad. 

El receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARϒ) se 

destaca por su rol en la regulación del almacenamiento de ácidos grasos, del metabolismo de 

la glucosa y de la capacidad de respuesta a insulina en diversos tejidos (Armoni et al. 2007). 

Por esta razón, nuestro próximo objetivo fue evaluar la expresión proteica de este factor de 

transcripción en útero de animales pre-gestantes.  

Cómo se observa en la figura 45, tanto los úteros provenientes ratas control como 

obesas expresan la isoforma ϒ de PPAR. El análisis densitométrico reveló que la expresión 

proteica de PPARϒ no se ve alterada como consecuencia de la obesidad a nivel uterino (Figura 

45).  
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Figura 45: Expresión proteica relativa del receptor de proliferación peroxisomal gamma (PPARϒ) en 

útero de ratas control y obeso pre-gestantes. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue 

utilizado como control de carga. Panel izquierdo: Imagen representativa del western blot. Panel 

derecho: Análisis densitométrico del western blot. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n = 5 / 

grupo. 

2 La obesidad provoca un aumento de la proliferación celular a nivel 

uterino. 

Estudios previos han demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para el 

desarrollo de cáncer endometrial (Setiawan et al. 2013), es por lo que resultó de interés 

evaluar si la obesidad altera la proliferación celular en el útero de la rata pre-gestante.  

Como se observa en la figura 46, la inmunodetección de PCNA reveló que la 

proliferación celular varió entre animales control y obesos como así también dentro de los 

compartimentos uterinos.  

Los mayores índices de proliferación fueron detectado en las células epiteliales 

luminales, seguidas de las células estromales, tanto en el útero de las ratas control como 

obesas; mientras que el epitelio glandular fue el que presentó una menor cantidad de células 

en proliferación en ambos grupos (Figura 47). 

Los úteros de ratas obesas presentaron un mayor número de células en proliferación 

en el epitelio luminal y en el estroma comparado con los controles (p<0.01 y p <0.05, 

respectivamente; Figura 47), demostrando que la actividad proliferativa uterina se encuentra 

aumentada en los animales obesos.  
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Figura 46: Inmunodetección del antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) en tejido uterino de 

ratas control (a, c y e) y obesas (b, d y f) pre-gestantes. La inmunomarca (evidenciada como núcleos de 

color marrón) fue detectada en el epitelio glandular (eg) y epitelio luminal (el) así como también en el 

estroma (E). Las escalas se grafican con las barras y se expresan en µm.  

 
Figura 47: Evaluación del número de células inmunoreactivas contra el antígeno nuclear de células en 

proliferación (PCNA +) en los diferentes tipos celulares (estromales y epiteliales de tipo luminales o 

glandulares) presentes en los úteros de ratas control (barras verdes) y obesas (barras violetas). Los 

resultados se expresan como media ± SEM (n = 5/Grupo). * p <0.05 y ** p <0.01 con respecto al grupo 

control.  
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El siguiente objetivo fue evaluar si ese aumento en las tasas de proliferación celular 

se veía asociado con alteraciones en la histología y/o en los pesos uterinos. 

Se detectó que el peso uterino relativo fue similar entre animales controles y obesas 

(Figura 48).  

 
Figura 48: Relación entre el peso uterino y el corporal de los animales del grupo control (barras verdes) 

y obeso (barras violetas) pre-gestantes. Los resultados se expresan como media ± S.E.M; n = 8/ Grupo. 

A continuación se realizó una examinación microscópica de las secciones uterinas. 

Los epitelios luminales y los tipos de glándulas fueron analizados utilizando el criterio de Scully 

(Scully et al. 1994; Gunin et al. 2001); detectándose que todos los endometrios eran aspecto 

normal. Los úteros provenientes tanto de ratas control como obesas presentaron un epitelio 

luminal de tipo cubico a cilíndrico simple (Figura 49 c y d) y glándulas de tipo normales 

delimitadas por un epitelio de tipo cúbico simple (Figura 49 (e y f)). 
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Figura 49: Secciones de úteros coloreados con tricrómico de Masson representativas de animales 

control (a, c y e) y obesos (b, d y f). (a y b) imágenes topográficas de los úteros; (c y d) observese el 

epitelio luminal simple de tipo cubico a cilíndrico; (e y f) detalle de glándulas de tipo normal rodeadas 

por un epitelio de tipo simple cubico. E, estroma, eg: epitelio glandular; Le: epitelio luminal, mc 

(musculatura lisa circular), ml (musculatura lisa longitudinal). Las escalas se grafican con las barras y se 

expresan en µm 

El grosor endometrial (Figura 50 A) así como el miometrial (Figura 50 B) fueron 

similares en úteros de ratas control y obesas; sin verse alterada tampoco la relación entre 

ambos (Figura 50 C).  



Resultados 

 

96 
 

 
Figura 50: (A) Grosor endometrial (B) Grosor miometrial (C) Relación entre el grosor endometrial y 

miometrial, medidos en secciones uterinas de animales control (barras verdes) y obesos (barras 

violetas)en pre-gestación. Los resultados se expresan como media ± S.E.M ; n = 5/ Grupo. 

Estos resultados demuestran que la obesidad genera una alteración en la 

proliferación celular uterina sin que esta se vea traducida en aumento del grosor endometrial, 

miometrial, ni del peso uterino.  

3 La expresión uterina del receptor adrenérgico β2 se ve disminuida en 

animales pre-gestantes como consecuencia de la obesidad. 

Como se describió en el capítulo II de este trabajo de tesis, la obesidad materna 

produjo, en 4.5 gd, un aumento en la expresión uterina del β2 AR asociada con alteraciones en 

la actividad contráctil uterina. El próximo objetivo fue determinar si dichas alteraciones se 

establecen antes de la concepción o si lo hacen durante la gestación.  

En primera instancia se realizó un ‘screening´ de las diferentes isoformas de los AR 

en el útero de ratas controles y obesas pre-gestantes (Figura 51).  

Las isoformas detectadas fueron: α 1A AR, α 2A AR, α 2B AR, α 2C AR y β2 AR; todas 

ellas presentes tanto en el útero de ratas control como obesas. No se detectó la expresión 

génica de las isoformas: α1B AR, β1 AR y β3 AR ni en úteros control ni en los provenientes de 

ratas obesas. Observándose que β2 AR es la isoforma dominante tanto en el útero de animales 

control y obesos pre-gestantes, coincidentemente con lo hallado en 4.5 gd.  
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Figura 51: Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados 

por PCR correspondientes a las diferentes isoformas de receptores adrenérgicos (AR) en úteros de ratas 

control y obesas pre-gestantes. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como 

control de expresión constitutiva. +: Control positivo; -: Control negativo; n = 5 / Grupo.  

Al cuantificar los niveles del mARN uterinos que codifican para el β2 AR, se encontró 

que éstos fueron inferiores en el grupo obeso que en el grupo control (p<0.001, Figura 54).  

 
Figura 52: Expresión uterina relativa del ARNm que codifica para el receptor adrenérgico β2 (β2 AR) en 

ratas control y obesas pre-gestantes. El ARNm que codifica para la proteína ribosomal L30 fue utilizado 

como control de expresión constitutiva. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=8/Grupo.; 

***p <0.001 respecto al grupo control 
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Al evaluar la expresión proteica de dicho receptor, se encontró que los úteros de 

ratas obesas presentaron niveles inferiores de β2 AR que los controles (p<0.01, Figura 55).  

 

 

 

 

 

 

Figura 53: Expresión proteica relativa del receptor adrenérgico β2 (β2 AR) en úteros de ratas control y 

obesas pregestantes. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como control de 

carga. Panel izquierdo: Imagen representativa del western blot. Panel derecho: Análisis densitométrico 

del western blot. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n = 5 / Grupo; ***p <0.001 respecto al 

grupo control. 

La inmunolocalización del β2 AR permitió determinar que, en el estadio de pre-

gestación, este receptor se expresa mayoritariamente en la musculatura uterina, tanto 

longitudinal como circular, y en menor medida en el epitelio que rodea el lumen uterino y en 

el estroma; observándose un patrón similar tanto en animales control como obesos (Figura 

54).  

 
Figura 54: Localización del receptor adrenérgico tipo β2 (β2 AR) en el útero de ratas control y obesas 

pre-gestantes. El color verde corresponde al β2 ARdado que se utilizó Alexa Fluor 488 como fluoroforo. 

Los núcleos se visualizan en color rojo dado que fueron marcados con yoduro de propidio. En el control 

negativo se omitió el uso de anticuerpo primario. E, estroma; Le, epitelio luminal; Ge, epitelio glandular; 

Lm, capa muscular longitudinal; Cm, capa muscular circular. Barra= 500 µm; n=5/Grupo. 
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Estos resultados permiten concluir que la obesidad altera la expresión uterina del β2 

AR desde antes de la concepción, disminuyendo su expresión tanto a nivel transcripcional 

como traduccional, sin modificar su localización en dicho órgano.  

4 La obesidad no modifica la expresión uterina del receptor 3 del ácido 

lisofosfatidico (Lpa3) 

Debido a que en 4.5 gd los úteros de animales obesos presentaron una disminución 

en la expresión génica del Lpa3 y dada la relación entre Lpa3 y los β2 AR, el siguiente objetivo 

fue determinar si la expresión de Lpa3 se ve alterada desde antes de la concepción como 

consecuencia de la obesidad.  

Como se observa en la figura 55, los niveles del mRNA que codifica para el Lpa3 

fueron similares en úteros de ratas control y obesas pre-gestantes. 

 
Figura 55: Expresión génica del receptor 3 del ácido lipofosfatídico (Lpa3) en úteros de animales control 

y obesos pre-gestantes. Panel superior: Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa de 

los productos amplificador por PCR. Panel inferior: Análisis densitométrico de los productos de PCR. Los 

valores se expresan en unidades arbitrarias (u.a) como medias ±S.E.M. de la densidad óptica específica 

normalizada contra gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); n=5/Grupo. 

5 La obesidad no modifica la actividad contráctil uterina espontánea 

antes de que se produzca la concepción. 

Habiendo encontrado niveles uterinos más bajos de β2 AR en ratas obesas pre-

gestantes y siendo este un factor clave que estimula la relajación del miometrio, el siguiente 
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objetivo fue analizar si la obesidad altera la actividad contráctil uterina en ratas antes de la 

concepción.  

En la figura 56 A se muestran trazos representativos de los patrones de contracción 

espontánea evaluados en úteros de ratas control y obesas en pre-gestación.  

A partir de esos trazos se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones, 

así como también la actividad integral (área bajo la curva). Como se ilustra en la Figura 56, el 

análisis de la actividad contráctil espontánea reveló que la obesidad no alteró la amplitud 

(Figura 56 B), la frecuencia (Figura 56 C) ni la actividad integral de las contracciones 

espontáneas del útero pre-gestante (Figura 56 D).  

 
Figura 56: Efecto de la obesidad sobre la actividad contráctil uterina espontánea evaluada durante 20 

minutos en ratas pre-gestantes. (A) Trazos representativos de los patrones de contracción evaluados en 

úteros de ratas control y obesas. El análisis de dichas curvas incluyó: (B) frecuencia, (C) amplitud y (D) 

actividad integral de contracción (área bajo las curvas de fuerza en función del tiempo). Los datos se 

expresan como la media ± S.E.M.; n = 5/Grupo. 

6 La obesidad genera, antes de la concepción, una menor sensibilidad 

uterina a Salbutamol, agonista selectivo del receptor adrenérgico β2. 

El próximo objetivo fue determinar si la cadena de señalización desencadenada por 

el β2 AR tiene la capacidad de ser activada en los animales obesos pre-gestantes, a pesar de 

presentar éstos una disminución en la expresión de dichos receptores. Para ello, se evaluó la 

respuesta uterina a salbutamol, un agonista selectivo de β2 AR.  
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En la figura 57 se muestran trazos representativos de los patrones de contracción 

uterinos en respuesta a dosis acumulativas de Salbutamol (0.05-5000 ng/ml) de ratas control y 

obesas antes de que ocurra la concepción; donde puede evidenciarse que tanto los úteros de 

los animales control como obesos respondieron al estímulo de salbutamol, disminuyendo su 

actividad contráctil.  

 
Figura 57: Trazos representativos de patrones de contracción uterina en respuesta a dosis acumulativas 

de Salbutamol (0.05-5000 ng/ml) evaluados en ratas control (panel superior) y obesas (panel inferior) 

pre-gestantes. 

Se calcularon la amplitud, la frecuencia y la actividad integral de las curvas en 

respuesta a salbutamol, relativizándolas a las evaluadas espontáneamente (Figura 58).  

En el grupo control, salbutamol disminuyó significativamente la amplitud de las 

contracciones respecto de la espontánea desde la dosis 0.5 ng/ml, manteniéndose para todo el 

rango de dosis evaluado: 5, 50, 500 y 5000 ng/ml (p <0.001; Figura 58A).  

En el grupo obeso la disminución significativa de la amplitud se evidenció al utilizar 

50 ng/ml de salbutamol (p<0,01), manteniéndose para las dosis sucesivas: 500 y 5000 ng/ml 

(p<0,001; Figura 58 A).  

Cuando se compararon las amplitudes entre los animales control y los obesos para 

cada concentración de salbutamol, éstas resultaron mayores en los úteros de ratas obesas que 

en los controles para las concentraciones 5 y 50 ng/ml de salbutamol (p<0.05 y p<0.01, 

respectivamente; Figura 58).  
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Al evaluar las frecuencia de contracción, se observó una disminución significativa, 

respecto de la actividad contráctil espontánea, en respuesta a 50, 500 y 5000 ng/ml de 

salbutamol en el grupo control (p <0.001). Mientras que en el grupo obeso, salbutamol no 

modificó la frecuencia de contracción (Figura 58 A). 

Cuando se compararon las frecuencias para cada concentración de salbutamol, se 

observó que éstas fueron significativamente mayores en el grupo obeso en comparación a la 

del grupo control a partir de la concentración 50 ng/ml, manteniéndose para las sucesivas de 

500 ng/ml y 5000 ng/ml (p <0.001, p <0.05 y p <0.01, respectivamente). 

En el grupo control, salbutamol produjo una disminución en la actividad contráctil 

integral uterina para todas las concentraciones evaluadas (0,05 a 5000 ng/ml) respecto de la 

espontánea (p <0,00); mientras que en el grupo obeso esto fue evidenciado  partir de los 5 

ng/ml de salbutamol (p<0,01) (Figura 58 C).  

La actividad integral fue significativamente menor en los úteros de ratas obesas que 

en controles cuando se utilizaron 0,05; 0,5; 5 y 50 ng/ml de salbutamol (p <0,05, p <0,01, 

p<0,001 y p<0,001, respectivamente).  

El hecho de que los úteros de los animales obesos pre-gestantes requirieran de 

mayores concentraciones de salbutamol para inhibir su contracción pone en evidencia que la 

obesidad genera una menor sensibilidad de los úteros a este estímulo de relajación.  
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Figura 58: Análisis de la amplitud, frecuencia y actividad integral de contracción en función del logaritmo 

de la concentración de salbutamol (0.05-5000 ng/ml) en úteros de animales control y obesos pre-

gestantes. El efecto de la dosis de Salbutamol fue analizado durante 7 minutos y normalizados a la 

amplitud espontánea. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.; n=5/Grupo; *p<0.05, **p<0.01 y 

***p<0.001 indican diferencias significativas entre grupos control y obeso para la misma concentración 

de agonista,  mientras que ϕ p<0.05 # p<0.01y δ p<0.001 indican diferencias significativas en 

comparación con la actividad espontánea medida de cada grupo.  
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Conclusión parcial III: 

En este capítulo se demuestra que la obesidad induce resistencia a la insulina uterina por 

mecanismos que involucran la disminución en la expresión génica del InsR y el aumento en los 

niveles uterinos de Hif1α en animales pre-gestantes. 

Además de esas disrupciones, se comprobó que la obesidad incrementa la proliferación 

celular en los úteros sin ello reflejarse en cambios en el índice útero-somático como así 

tampoco en el grosor endometrial/miometrial.  

Por otro lado, la actividad contráctil uterina espontánea no se vio modificada como 

consecuencia de la obesidad. Pese a ello, los úteros de ratas obesas presentaron una menor 

sensibilidad a salbutamol, un agonista de β2 AR que induce la relajación miometrial. Esta 

menor sensibilidad resulta coherente con la disminución en la expresión uterina de β2 AR 

detectada en los animales obesos. 

Por tanto, los resultados aquí descriptos demuestran que la obesidad altera el ambiente 

uterino afectando su metabolismo y funcionalidad antes de que ocurra la concepción, lo que 

sugiriere que estos animales enfrentarían una gestación en condiciones no óptimas 

. 
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Combatir la obesidad es actualmente, sin duda, uno de los retos más grandes que se 

enfrentan a nivel mundial debido al inminente aumento de su prevalencia en las últimas 

décadas (Swinburn et al. 2004). Esta patología afecta tanto a países desarrollados como en 

desarrollo, sin ser América Latina, y en particular Argentina, excepciones a ello (Popkin y 

Reardon 2018; Ministerio de Salud de la Nación 2013).  

La obesidad se asocia a numerosos problemas de salud, incluyendo aquellos relacionados 

con la salud reproductiva. En relación a ello, se ha descripto que la obesidad produce 

alteraciones del proceso ovulatorio, vinculándose muchas veces  con la anovulación (Giviziez et 

al. 2016). Incluso en ausencia de disfunción ovulatoria, las mujeres obesas aumentan el riesgo 

de sufrir sub-fertilidad (Antoniotti et al. 2018). Esto sugiere que la funcionalidad del 

endometrio de esas pacientes se ve alterado como consecuencia de esta patología, 

desconociéndose aún las posibles causas.  

Además, se ha demostrado que, durante las primeras etapas de la vida, la exposición 

intrauterina a un entorno obesogénico causa modificaciones epigenéticas en la descendencia 

que aumentan la susceptibilidad de ese individuo a desarrollar enfermedades como diabetes 

tipo 2, hipertensión, obesidad y síndrome metabólico al alcanzar la adultez (Neri y Edlow 

2016).Es por ello que serían vastos los beneficios si pudieran prevenirse dichas alteraciones 

gestacionales y de programación fetal intrauterina asociadas a la obesidad materna. Así, 

profundizar en el conocimiento general de dicha patología, investigando los mecanismos 

implicados en la alteración del ambiente intrauterino como consecuencia de la obesidad 

materna, resulta fundamental para el avance en la resolución de dicha problemática de salud 

pública.  

Por todo lo expuesto, el objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar los efectos 

de la obesidad materna pre-concepcional sobre el desarrollo de la gestación. En particular se 

estudió si la obesidad afecta el desempeño reproductivo femenino y si el mecanismo a través 

del cual lo hace involucra alteraciones en el ambiente intrauterino y/o en el proceso de 

implantación embrionaria. Evaluándose, además, los mecanismos moleculares involucrados en 

dichas disrupciones. 

Numerosos son los modelos animales que se han desarrollado a fines de estudiar distintos 

aspectos de la obesidad (Lutz y Woods 2013; Kleinert et al. 2018). En el presente trabajo se 

utilizó un modelo de obesidad inducida por CAF. Esta dieta refleja, en gran medida, la variedad 

de alimentos altamente palatables y de alto contenido energético prevalecientes en la 

sociedad occidental, que se encuentra fuertemente asociada a la actual pandemia de obesidad 

(Akyol et al. 2009; Fernandes de Melo et al. 2018).  
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Se ha descripto que CAF es capaz de inducir hiperfagia voluntaria en ratas (Naim et al. 

1985), fenómeno característico y exclusivo de la alimentación humana (Sclafani y Springer 

1976; Pandit et al. 2012). En concordancia con estos estudios, en el presente trabajo se ha 

comprobado el desarrollo de hiperfagia voluntaria en ratas hembras como consecuencia de la 

administración de CAF durante 60 días; y el consecuente aumento en el peso corporal de los 

animales. Previamente habíamos demostrado que los niveles séricos de colesterol y 

triglicéridos son normales en dichos animales pero, sin embargo, cursan con hiperglucemia 

(Bazzano et al. 2015). Esto último ha sido ampliamente descripto en la bibliografía, en donde 

se demuestra que la obesidad se asocia, muchas veces, con una menor capacidad de la insulina 

de regular el metabolismo de la glucosa en los tejidos periféricos (Boden 1997). Además, otros 

grupos también han descripto un desequilibrio en la homeostasis de la glucosa e insulina como 

consecuencia de CAF (Boden 1997; Mali et al. 2013). En el presente trabajo se verificó, 

además, que en las ratas alimentadas con CAF desarrollan intolerancia a la glucosa y 

resistencia a la insulina. Conocer el perfil metabólico de los animales obesos permitió concluir 

que el modelo de obesidad inducido por CAF utilizado en el presente trabajo representa a la 

subpoblación de mujeres obesas que cursan esta patología asociada a hiperglucemia e insulino 

resistencia. En relación a ello, la OMS alerta que una de las grandes consecuencias de la 

obesidad son sus implicancias en el desarrollo de hiperglucemia e incluso diabetes, siendo 

alarmante, a nivel mundial, sus prevalencias conjuntas (Chan. 2016).  

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se ha demostrado que la obesidad inducida por 

CAF disminuye la reserva folicular ovárica y altera los ciclos estrales, el proceso ovulatorio y el 

metabolismo glucídico a nivel ovárico (Bazzano et al. 2015; Bazzano et al. 2017). Es por ello 

que en el presente trabajo resultó de interés evaluar si dichas alteraciones ováricas generan 

alteraciones en el desempeño reproductivo. En efecto, nuestros resultados demuestran que la 

obesidad genera un retraso en alcanzar la concepción, resultando esto coherente con la 

irregularidad en los ciclos estrales descripta anteriormente en dichos animales (Bazzano et al. 

2015). En concordancia con estos hallazgos, se ha visto que el tiempo para alcanzar el 

embarazo es mayor en mujeres que presentan sobrepeso y obesidad que aquellas de peso 

normal (Maheshwari 2010). Esto no es un hecho menor dado que actualmente, y 

principalmente en las sociedades industrializadas, el interés por la maternidad se establece en 

edades avanzadas (Lean et al. 2011) y por lo tanto, el tiempo es una nueva limitante al 

momento de buscar un embarazo (Ferrazzi et al. 2019).  

Además, en el presente trabajo demostramos que la obesidad genera una disminución en 

las tasas de fertilidad. Estos hallazgos coinciden con los descriptos por otros autores tanto en 

roedores (Skaznik et al. 2016) como en humanos (Kasum et al. 2017; Rittenberg et al. 2011). 
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Respecto de aquellas hembras que alcanzaron la gestación, aquí describimos que el peso 

corporal de las gestantes obesas fue superior al de las controles durante el transcurso de la 

gestación a pesar de haberse alimentado de manera similar durante este período; 

evidenciándose así una mayor susceptibilidad de las gestantes obesas a la ganancia 

exacerbada de peso corporal y resaltando la importancia del peso materno al momento de la 

concepción. Además de esa exacerbada ganancia de peso materno durante la gestación, 

encontramos que la obesidad materna genera macrosomia fetal; demostrándose así que la 

obesidad materna pre-concepcional afecta el desarrollo fetal incluso frente a un entorno 

nutricional normal durante el trascurso de la gestación. Si bien históricamente se asoció la 

macrosomia fetal principalmente a madres con diabetes mellitus gestacional, estudios 

recientes demuestran que la obesidad materna se asocia con macrosomia infantil aun cuando 

la obesidad no cursa con diabetes (Graves et al. 2015). La macrosomia es un factor de riesgo 

de sufrir complicaciones obstétricas y trastornos metabólicos en la vida adulta (Araujo et al. 

2017) como el síndrome metabólico (Hermann et al. 2010), la diabetes mellitus tipo 2 (Wei et 

al. 2003) y la obesidad (Sørensen et al. 1997; Ehrenberg et al. 2004). De esa manera, el 

fenotipo obeso parecería perpetuarse dado que los hijos de madres obesas presentarán 

alteraciones metabólicas en la adultez que transmitirán a las futuras generaciones.  

Los hallazgos hasta aquí discutidos condujeron a hipotetizar que la obesidad materna pre-

concepcional modifica el entorno intrauterino al que está expuesto el feto durante la 

gestación, condicionando así su desarrollo y aumentando el riesgo de que éste desarrolle el 

fenotipo obeso en la adultez. Al respecto, demostramos que, efectivamente, la obesidad pre-

concepcional altera el ambiente intrauterino dado que induce el desarrollo de resistencia a la 

insulina por parte del útero. Este resultado concuerda con observado por nuestro grupo de 

investigación, previamente, a nivel ovárico (Bazzano et al. 2017).  

El desarrollo de resistencia a la insulina a nivel uterino no es un hecho menor dado que 

este órgano presenta un requerimiento alto de energía necesario para mantener su actividad 

(Frolova y Moley 2011a; Zhang et al. 2016). Aquí se demuestra, por primera vez, que los 

mecanismos a través de los cuales la obesidad genera resistencia a la insulina uterina 

involucran la disminución de la expresión génica del InsR, sin alterar la de Glut-1 y Glut-4. Cabe 

aclarar que dado que la insulina controla el tráfico de GLUT-4, con nuestros resultados no se 

puede descartar que en los animales obesos, el tráfico de GLUT-4 no esté alterado a pesar de 

que su expresión génica no se vea alterada. Nuevos experimentos están siendo desarrollados 

con el fin de comprobarlo.  

La sensibilidad a insulina está controlada por numerosos factores entre los que se destaca 

un estado de hipoxia celular, condición frecuentemente observada en obesidad debido a la 
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excesiva deposición del tejido adiposo (Halberg et al. 2009; Zhang et al. 2011; Wong et al. 

2013; Kim et al. 2006). Se sabe que la hipoxia promueve la expresión del factor de 

transcripción inducible por hipoxia (HIF) tanto a nivel genético como a nivel proteico en 

diversos sistemas (Quaegebeur et al. 2017) y que la isoforma HIF1se estabiliza en 

condiciones de hipoxia y es rápidamente degradado en normoxia, mientras que HIF1ß se 

expresa constitutivamente (Semenza 2004). De esta manera, HIF1α funciona como el principal 

regulador de la respuesta homeostática celular y sistémica a hipoxia mediante la activación de 

la transcripción de muchos genes. Entre ellos se incluyen aquellos involucrados en el 

metabolismo energético, la angiogénesis, la apoptosis y otros genes cuyos productos proteicos 

aumentan el suministro de oxígeno o facilitan la adaptación metabólica a la hipoxia (Semenza 

2004; Maybinet al. 2018).  

El hecho de encontrar, aquí, más alta la expresión de Hif-1α en el útero de los animales obesos 

que en los controles demuestra, por primera vez, que la obesidad induce hipoxia en el útero. 

Por tanto, la inducción de hipoxia uterina parece ser uno de los mecanismos por los cuales la 

obesidad induce insulino resistencia local que se da, probablemente, como consecuencia de la 

disminución en los niveles uterinos del InsR detectado en estos animales.  

El papel de la vía de señalización mediada por HIF en la tumorogénesis y la respuesta 

clínica a los tratamientos anti tumorales han sido bien establecidos debido a las áreas de baja 

oxigenación que muchos tumores presentan y la consecuente hipoxia intra-tumoral (Semenza 

2010). La expresión elevada de HIF 1α ha sido correlacionada con el riesgo de mortalidad en 

diversos tipos  cáncer, entre los que se encuentra el de útero (Semenza 2010). En relación a 

ello, se sabe, además, que la obesidad aumenta el  riesgo de contraer cáncer de endometrio 

(Setiawan et al. 2013). Por todo lo expuesto resultó de interés evaluar la actividad proliferativa 

en úteros de animales obesos. Nuestros resultados muestran que la obesidad aumenta las 

tasas de proliferación en células epiteliales luminales como en células estromales 

endometriales concomitantemente con el incremento en los niveles uterinos de Hif1α. Estos 

hallazgos pueden ser indicativos de un aumento en la vulnerabilidad del tejido endometrial a 

desarrollar cáncer en los animales obesos. Sin embargo, el aumento en las tasas de 

proliferación podría ser compensado por un aumento en las tasas de apoptosis y, como 

consecuencia de ello, el tejido uterino conservaría su homeostasis. De hecho, aquí observamos 

que la obesidad no altera ni el grosor endometrial y miometrial ni el peso uterino. 

Complementar este estudio con la identificación de marcadores de cáncer endometrial, como 

así también, evaluar la apoptosis tisular permitirían ser más concluyentes al respecto. Nuevos 

experimentos están siendo diseñados para tal fin.  
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El metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina está controlada, además, por 

otros factores de transcripción. En este sentido, PPARϒ se reconoce como un regulador 

maestro de la homeostasis de la glucosa; es por ello que agonistas de PPARγ, como las 

tiazolidinedionas, pioglitazona y rosiglitazona, son prescriptos actualmente como anti-

diabéticos y sensibilizadores de la insulina (DeFronzo 1999).  

Aquí se detectó que la expresión proteica de PPARγ no se ve afectada a nivel uterino como 

consecuencia de la obesidad, sugiriendo que este factor de transcripción no sería el que regula 

la insulino resistencia uterina en nuestro modelo experimental. Sin embargo, que los niveles 

de PPARγ no estén alterados no implica que su función no lo esté. Complementar el presente 

estudio con la evaluación de ligandos endógenos de PPARγ, como también de los factores río 

debajo en su cadena de señalización, permitiría poder ser más concluyente al respecto.  

Todas las evidencias discutidas hasta aquí demuestran que la obesidad afecta el ambiente 

uterino previo a que ocurra la concepción, ambiente que, si esta ocurriera  impactaría en el 

desarrollo embrionario y fetal (Barnes 2000). Así, las alteraciones uterinas hasta aquí 

descriptas en ratas obesas pudieron ser responsables no sólo de la disminución de la fertilidad 

de dichos animales, sino también contribuir en las alteraciones en el crecimiento fetal que 

describimos anteriormente.  

Al momento de evaluar el impacto de la obesidad materna sobre el desarrollo fetal, hubo 

un hallazgo que llamó poderosamente nuestra atención: la distribución fetal uterina se ve 

alterada en ratas obesas en 18.5 gd. En este sentido, aquí se demuestra que la obesidad 

genera una disparidad en el número de fetos presentes en ambos cuernos uterinos y que ésta 

no es consecuencia de reabsorciones embrionarias post- implantatorias ni de la disparidad en 

la tasa ovulatoria entre los ovarios de un mismo animal. En vistas de esta evidencia y a fines de 

establecer cuando se produce el fenómeno que genera dicha disparidad, aquí se estudió la 

distribución embrionaria en estadios gestacionales más tempranos. Esta fue detectada tanto 

en post-implantación temprana (5.5 gd) como en pre-implantación (4.5 gd), demostrando que 

dicha alteración ocurre antes de que los embriones se implanten en el útero.  

Por otro lado, el análisis de los embriones durante la pre-implantación evidenció que la 

obesidad materna pre-concepcional genera un aumento de embriones no viables; y que uno 

de los cuernos uterinos presenta un mayor número de embriones no viables que el 

contralateral. Esto explicaría la disparidad en el número de los embriones/fetos presentes 

entre cuernos uterinos en los animales obesos, observado en los estadios gestacionales 

posteriores.  Al ser estos embriones inviables, no se implantarán y el cuerno uterino que los 

contiene presentará, entonces, un menor número de embriones/fetos más tardíamente. 

Ahora bien, lo sorprendente es que pese a dicha disparidad, el número total de embriones 
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presentes en el útero de ratas obesas es similar del grupo control. Esto ocurre dado que 

mientras en un cuerno uterino se implantan pocos embriones, el otro cuerno implanta más 

embriones que los controles. Estos resultados sugieren que frente al déficit implantatorio en 

uno de los cuernos uterinos, se genera un mecanismo compensatorio por el cual el cuerno 

uterino contralateral implanta un mayor número de embriones. Así, el número total de 

embriones resulta similar entre animales control y obesos a pesar de la disparidad en el 

número de embriones presentes entre ambos cuernos uterinos en animales obesos.  

Además de alterarse el número de embriones que se implantan en cada cuerno uterino 

como consecuencia de la obesidad, durante la realización de esta tesis se detectó la alteración 

en el espaciamiento entre los sitios de implantación en dichos animales. Se sabe que al llegar 

al útero los embriones sufren el proceso de “espaciamiento”, durante el cual estos se separan 

a lo largo del eje longitudinal uterino, impidiendo así que la implantación embrionaria ocurra 

en un sitio inadecuado. De esta forma se previene el hacinamiento embrionario, evitándose la 

competencia nutricional y/o la pérdida embrionaria (Chen et al. 2013). Ese espaciamiento 

embrionario a lo largo del eje longitudinal uterino se produce como consecuencia de etapas de 

contracción-relajación de miometrio, fenómeno conocido como “peristalsis uterina”; quien , 

además, estimula el transporte útero-tubárico de los embriones (Bulletti y Ziegler 2006; Chen 

et al. 2013). En vistas de haber encontrado que la obesidad altera el posicionamiento 

embrionario intrauterino y genera un retraso en el descenso de los embriones a la cavidad 

uterina, el siguiente objetivo fue evaluar la actividad contráctil uterina. 

La actividad contráctil espontánea de los úteros se vio incrementada en 4.5 gd como 

consecuencia de la obesidad pre-concepcional. Los AR son factores claves en la regulación de 

dicha actividad en diversas especies (Liu et al. 1998; Chen et al. 2011; Markiewicz y Jaroszewski 

2016) dado que la noradrenalina, liberada por los nervios simpáticos, al unirse a ellos, regula la 

actividad contráctil. Al unirse a los αAR promueve la contracción del miometrio, mientras que 

al activar los βAR promueve la relajación (Papka et al. 1996; Kuijsters et al. 2017). Los AR, 

además,  han sido involucrados en la patogénesis de la obesidad ya que controlan la lipólisis y 

el gasto energético (Lafontan y Berlan 1993; Blaak et al. 1993). Se han descripto alteraciones 

en sus niveles en tejido renal, adiposo e hipotalámico de ratas con obesidad inducida por CAF 

(Coatmellec-Taglioni et al. 2000; Lladó et al. 2002; Plut et al. 2002). Sin embargo, la expresión 

de AR en el útero de la rata era desconocida hasta la actualidad, como así también lo era el 

efecto de la obesidad sobre ellos. En este sentido, el presente trabajo describe por primera vez 

el patrón de expresión génica de las diferentes isoformas de los AR en el útero de la rata. Las 

isoformas expresadas en el útero de la rata son las α 1A AR, α 2A AR, α 2B AR, α 2C AR y β2 AR, 

en concordancia con lo descripto en útero de ratón por otros autores (Chen et al. 2011). 
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Además, los hallazgos obtenidos permiten concluir que la isoforma β2 AR es la dominante en 

el útero de la rata. 

La vía de señalización no clásica del β2 AR implica una inter-relación con el Lpa3 (Chen et al. 

2011; Hama et al. 2007). Se ha demostrado que, en el útero de ratón, frente a la activación 

transitoria del β2 AR, se produce una disminución del mRNA LPA3 (Chen et al. 2013), por lo que 

éste se postula como otro mecanismo por el cual la activación del β2 AR induce la relajación 

miometrial. Además, se ha visto que ratones knock out para LPA3 muestran alteraciones del 

espaciamiento embrionario, retraso en  implantación y reducción del tamaño de la camada (Ye 

et al. 2006). Si bien se ha reportado que la obesidad genera cambios marcados en la expresión 

de los receptores de LPA en el corazón y en el tejido adiposo blanco en el ratón y en humano 

(Brown et al. 2017), no ha sido descripta su expresión uterina en condiciones de obesidad. 

Aquí demostramos por primera vez que la obesidad  disminuye la expresión génica del LPA3 en 

úteros en 4.5 gd, concomitantemente con una up-regulación en la expresión del β2 AR. Debido 

a esto último, se evaluó la respuesta contráctil de los úteros frente a Salbutamol, agonista 

selectivo del  β2 AR; encontrándose que la obesidad genera una mayor sensibilidad al agonista. 

Esto último resulta coherente con esta produce un aumento los niveles uterinos del receptor 

β2 AR. Sin embargo, a pesar de que éste promueve la relajación miometrial, la contractilidad 

uterina espontánea se incrementa como consecuencia de la obesidad. Estos resultados llevan 

a pensar que la obesidad al genera un aumento de la contractibilidad uterina espontánea, se 

desencadenaría un mecanismo con fines compensatorios a través de la  inducción de la 

expresión del β2 AR uterina. La activación de dicha cadena de señalización induciría la 

relajación miometrial de manera compensatoria.  

El hecho de que la obesidad induzca la expresión uterina del β2AR pero no disminuya la 

actividad contráctil espontánea de ese tejido, sino por el contrario, la aumente; sugiere que la 

obesidad estaría modificando otros factores que controlan la peristalsis uterina en este 

estadio. Motivados, entonces, por estudiar otros mecanismos moleculares involucrados en la 

regulación de la actividad contráctil uterina que pudiera explicar dicha contradicción, se evaluó 

la expresión uterina de PPARγ, factor de transcripción involucrado en el mantenimiento de la 

quiescencia uterina que regula, además, el proceso implantatorio (Vitti et al. 2016; Rizzo et al. 

2009; Froment et al. 2006; Dunn-Albanese et al. 2004).  Aquí describimos que la obesidad 

down-regula la expresión uterina de PPARγ en 4.5 gd. En relación a ello, se ha demostrado que 

la activación de PPARγ suprime la síntesis de novo de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), enzima 

limitante de la síntesis de prostaglandinas (Subbaramaiah et al. 2001; Szczepańska et al. 2018; 

Simonin et al. 2002). Las prostaglandinas cumplen un rol vital en el mantenimiento del tono 

contráctil miometrial e inhibidores de COX2, como la indometacina y celecoxib resultan ser 
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agentes tocolíticos (Reinebrant et al. 2015). Además, se ha descripto que la obesidad e insulino 

resistencia, ambas características presentes en nuestro animales, se asocia con un aumento de 

COX-2 en diferentes tejidos (Sookvanichsilp y Pulbutr 2002; Muñoz et al. 2015). Estas 

evidencias permiten sugerir que la obesidad al inhibir la expresión uterina de PPARϒ 

estimularía la síntesis de COX-2, lo que produciría un desbalance en la síntesis uterina de 

prostaglandinas. Pudiendo esto último explicar el aumento de la actividad contráctil uterina 

detectada en los animales obesos en 4.5 gd.  

Además de todo lo expuesto, los resultados del análisis de la actividad uterina contráctil en 

4.5 gd en respuesta a Salbutamol permite concluir, además, que los úteros de ratas obesas 

tienen la capacidad de activar la vía de señalización desencadenada por β2 AR. El hecho de que 

espontáneamente esto no ocurra en condiciones de obesidad podría deberse a que ésta 

genere una disminución niveles del ligando endógeno del β2 AR; así dicha vía de señalización 

no se vería activa y consecuentemente no se induciría la relajación miometrial.  

Lo que si resulta claro y se demuestra aquí, por primera vez, es que la obesidad altera la 

peristalsis uterina durante el periodo de pre-implantación embrionaria, evidenciada aquí por el 

aumento en la actividad contráctil uterina espontánea en 4.5 gd. Esta alteración podría 

explicar el retraso en el descenso de los embriones del oviducto al lumen uterino detectado en 

las ratas obesas, como así también del espaciamiento embrionario anómalo detectado en 

estos  animales.  

Todos los hallazgos hasta aquí discutidos condujeron a preguntarnos si la actividad 

contráctil uterina se vería alterada desde etapas previas a la concepción. Aquí se describe que 

la obesidad no modifica la expresión génica uterina del LPA3 pero produce una down-

regulación sobre la expresión del β2AR, tanto a nivel génico como proteico, sin alter su 

localización, antes de que ocurra la concepción. Así, aquí se demuestra que la obesidad 

presenta un efecto diferencial sobre la expresión uterina del β2 AR y el Lpa3 dependiendo del 

estadio reproductivo en que el animal se encuentra (pre-concepción o pre-implantación).    

En pre-gestación, la actividad contráctil espontánea uterina no se ve modificada como 

consecuencia de la obesidad. Sin embargo, ésta disminuye la sensibilidad uterina a Salbutamol, 

probablemente como consecuencia de la disminución en los niveles uterinos de β2AR. Esta 

menor sensibilidad del útero obeso frente a un estímulo de relajación no es un hecho menor, 

dado que para que la implantación ocurra correctamente el útero debe permanecer en estadio 

quiescente, requisito indispensable previo a la nidación y la invasión decidual (Bulletti y Ziegler 

2006). Así, la alteración en la quiescencia uterina detectada en los animales obesos pre-

gestantes, podría ser un marcador temprano de posibles problemas implantatorios, que 

ocurrirían si se produjera la concepción en estos animales. En relación a ello, tanto estudios 
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realizados en animales como investigaciones clínicas indican que cuando la implantación 

embrionaria en condiciones no óptimas, debido a alteraciones en el momento o en el sitio 

donde se lleva a cabo, se producen efectos adversos sobre el desarrollo de la gestación (Chen 

et al. 2013; Song et al. 2002; Wang y Dey 2006). La contractilidad uterina inadecuada puede 

conducir a embarazos ectópicos, abortos espontáneos, sangrado retrógrado con dismenorrea 

y endometriosis (Bulletti y Ziegler 2006; Chen et al. 2013). En este sentido, se ha reportado 

que una mayor actividad contráctil uterina se asocia a una menor tasa de embarazo tanto en 

reproducción espontánea como asistida  (Fanchin et al. 1998). En concordancia con estos 

hallazgos, en este trabajo se describe por primera vez que la obesidad genera una disminución 

de las tasas de fertilidad y un aumento de la actividad contráctil uterina durante la etapa de 

pre-implantación embrionaria. 

En este punto cabe resaltar la importancia de la utilización del modelo murino de obesidad 

que permitió no solo estudiar el efecto de la obesidad en etapas pre-implantatorias (imposible 

de realizar en humanos); sino que, además, permitió evidenciar alteraciones en la distribución 

intrauterina de los embriones, fenómeno difícil de ser evaluado en especies con un único sitio 

de implantación. Al respecto, cabe mencionar que aunque el fenómeno de la distribución 

embrionaria a lo largo de los cuernos uterinos es exclusivo de especies con múltiples sitios de 

implantación, los factores que controlan la localización de los embriones en el útero materno 

son conservados especies uníparas, tales como los humanos, en los cuales el sitio de 

implantación del embrión está restringido al fundus uterino (Bulletti y Ziegler 2006).  

La implantación embrionaria puede verse afectada o impedida, aun cuando el estado 

uterino es óptimo, debido a que este proceso es el resultado de una correcta comunicación 

entre el útero materno y el embrión (Stamenov y Parvanov 2018; Armant 2005). Este diálogo 

debe estar perfectamente sincronizado en un rango de tiempo específico llamado "ventana de 

implantación" (Stamenov y Parvanov 2018).  

Aquí describimos que la obesidad materna genera un desfasaje en el desarrollo 

embrionario concomitantemente con un retraso en el ingreso de los embriones al útero 

materno. Pese a ello, el número total de implantaciones evaluadas en estadios gestacionales 

más tardíos no se vio alterada como consecuencia de la obesidad. Esto nos lleva a pensar que, 

al menos alguno de los embriones detectados en los oviductos en 4.5 gd logra implantarse más 

tardíamente. Así, la obesidad genera, entonces, un desfasaje de la ventana de implantación 

que resulta sincronía con el desarrollo embrionario en estos animales, permitiendo que la 

implantación ocurra más tardíamente que en animales control. Esto no es un hecho menor, 

dado que podría explicar las bajas tasas de implantación observadas en la clínica con pacientes 

obesas (Bellver et al. 2007, 2013, 2015); es por ello que resulta de vital importancia poder 
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establecer como se modifica la ventana implantatoria en condiciones de obesidad. Esto 

permitiría determinar el momento más indicado para realiza las transferencias embrionarias a 

pacientes obesas; incrementándose consecuentemente las tasas de implantación.  

El presente trabajo demuestra que la obesidad altera la peristalsis uterina en estapas 

previas a la implantación embrionaria; y se propone a éste como, al menos uno de los 

mecanismos responsables de las alteraciones en el transporte útero-tubárico de los embriones 

y del posicionamiento embrionario intrauterino. Si bien se requieren estudios adicionales para 

confirmar la acción directa del aumento de  la actividad contráctil uterina durante el periodo 

de pre-implantación y fallas en el proceso de implantación, de confirmarse esto, las 

implicaciones clínicas podrían ser importantes. En eso caso podría, por ejemplo, evaluarse la 

administración tópica de agentes farmacológicos que inhiben las contracciones uterinas como 

un posible régimen terapéutico en mujeres obesas con pérdida recurrente de embarazo o 

infertilidad, problemas comunes y crecientes en la actualidad.  

De esta forma, con el presente trabajo, se contribuyó en la comprensión de los principales 

mecanismos reguladores del ambiente uterino y del posicionamiento embrionario 

intrauterino; evaluando, además, como se ven afectados por la obesidad materna pre-

concepcional. Permitiendo de esta manera comprender algunos de los mecanismos que 

regulan la fisiología uterina, favoreciendo potencialmente el desarrollo de un tratamiento, en 

lo que a medicina reproductiva se refiere, que permita preservar la fertilidad en las mujeres 

obesas. 
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En el presente trabajo se demuestra que la dieta CAF administrada a ratas Wistar 

hembras durante 60 días induce hiperfagia voluntaria y el consecuente desarrollo de 

obesidad. Además, observamos que la obesidad genera alteraciones a nivel 

metabólico, uterino, reproductivo y gestacional:  

 

La obesidad inducida por CAF genera a nivel metabólico: 

 Hiperglucemia 

 Intolerancia a glucosa  

 Resistencia a insulina  

La obesidad inducida por CAF genera a nivel uterino: 

 Resistencia local a insulina  

 Disminución de la expresión de InsR 

 Aumento de la expresión de Hif1α 

 Aumento de la proliferación uterina 

 Disminución de la expresión génica y proteica de β2AR 

 No modifica la actividad contráctil uterina espontánea; sin embargo, 

disminuye la sensibilidad a salbutamol 

La obesidad inducida por CAF genera: 

 Disminución de las tasas de fertilidad 

 Aumento del tiempo de concepción  

La obesidad materna pre-concepcional genera: 

En pre-implantación (4.5 gd): 

 Disparidad en el número de embriones presentes en ambos cuernos 

uterinos  

 Retraso en el descenso de los embriones a la cavidad uterina 

 Desfasaje en el desarrollo embrionario 

 Aumento de embriones no viables 

 Aumento en los niveles génicos y proteicos de β2AR en el útero 



  Conclusión   

118 
 

 Aumento en la actividad contráctil uterina espontánea y una mayor 

sensibilidad uterina a salbutamol 

 Disminución uterina de la expresión deLpa3 

 Disminuciónuterina de la expresión de PPARϒ 

En post-implantación temprana (5.5 gd): 

 Disparidad en el número de SI presentes en ambos cuernos uterinos 

 Alteración el espaciamiento embrionario 

En gestación tardía (18.5 gd): 

 Disparidad en el número de fetos presentes en ambos cuernos uterinos 

 Aumento en los niveles séricos de Estradiol  

 Macrosomia fetal 

 

Todos estos resultados apoyan nuestra hipótesis de que la obesidad genera en la 

funcionalidad uterina, modificándose el ambiente intrauterino, afectando, 

consecuentemente, el desarrollo embrionario y fetal.  

Concluimos por tanto, que la obesidad actúa sobre el útero de la rata desde antes 

de la concepción. Su efecto se extiende a la gestación, sin embargo su efecto es 

diferencial dependiendo el estadio reproductivo en el que la misma se encuentre. 

Como consecuencia de todas las alteraciones ya discutidas, demostramos que la 

obesidad materna adquirida antes de la concepción es requisito suficiente para 

generar macrosomia fetal, aun cuando la madre se alimente normalmente durante la 

gestación.  

Todas estas evidencias resaltan la importancia del peso materno al momento de la 

concepción y refuerzan la necesidad de estudiar de qué manera la obesidad materna 

afecta el ambiente uterino a fines de proponer tratamientos que permitan 

prevenir/revertir dichas alteraciones en pos de mejorar no sólo la salud reproductiva 

materna sino también la de las futuras generaciones. 
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