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Resumen

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

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 desempeiio
reproductivo femenino y si el mecanismo a través del cual lo hace involucra alteraciones en el
ambiente intrauterino y/o en el proceso de implantacion embrionaria. Para ello se utilizd un
modelo murino de obesidad. Un grupo de ratas Wistar recibié dieta estandar (grupo control)
mientras en un segundo grupo se indujo obesidad por administracién de dieta de cafeteria
(CAF) ad libitum durante 60 dias (grupo obeso). Al finalizar el protocolo dietario se evalué el
efecto la obesidad sobre el ambiente uterino previamente a que ocurra la concepcion, asi
como también su impacto sobre el desarrollo de la gestacién. Se evaluaron los dias de
gestacion (gd): 4.5 (pre-implantacion), 5.5 (post-implantacion) y 18.5 (gestacion tardia).

Se observd que la administracion de CAF por 60 dias generd obesidad asociada a insulino
resistencia. Los animales obesos presentaron menores tasas de fertilidad que los animales
control y les llevé mas tiempo alcanzar la concepcién.

Al evaluar a aquellos animales que alcanzaron la gestacidn, se encontré que la obesidad
materna generd una disparidad en el nimero de embriones presentes en ambos cuernos
uterinos, asi como también alteré 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 alteracion
antes de que los embriones se implanten en el Utero materno. A fines de estudiar las posibles
causas de dichas alteraciones, se evaluaron los principales factores que regulan la distribuciéon
embrionaria intrauterina. Se detectdé un aumento en los niveles del receptor adrenérgico 32,
una disminucién génica del receptor 3 del acido lisofosfatidico y un aumento en la actividad
contractil en los Uteros de animales obesos en 4.5 gd respecto del grupo control. La obesidad
no solo alterd el Utero materno sino que produjo alteraciones a nivel embrionario. En el grupo
obeso se detectd un retraso en el descenso de los embriones a la cavidad uterina en 4.5 gd;
observandose, ademas, un desfasaje en el desarrollo de los embriones y un aumento de
embriones no viables cuando se los compard con los controles. Al evaluar los fetos (18.5 gd)
provenientes de madres obesas se observd que estos presentaron mayor peso corporal que

los de madres control.



Resumen

Por todo lo expuesto, resultd interesante evaluar el ambiente uterino antes de la
concepcion. Se observé que la obesidad generd insulino resistencia uterina asociada a la
disminucién de la expresidon génica del receptor de insulina y un aumento en la expresién
génica del factor 1la inducible por hipoxia. Se sabe que la resistencia a la insulina sistémica
altera la capacidad de respuesta uterina y su actividad contractil, por lo cual en estos animales
se evalud la actividad contrdctil uterina espontdnea y la expresidon uterina del receptor
adrenérgico B2 (cuya cadena de sefializacién induce la relajacion miometrial). Si bien la
actividad contractil uterina espontanea fue similar en Uteros de animales control y obesos, se
detectd una disminucién tanto en la expresidon génica como proteica del f2AR en Utero 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 concepcion.

Por todo lo expuesto, se concluye que la obesidad impacta negativamente sobre el
desempeio reproductivo femenino; altera el posicionamiento de los embriones en el Uutero,
afectando de esta manera el proceso implantatorio. Ademas, encontramos que la respuesta
uterina a la insulina se ve alterada por la obesidad a través de mecanismos que implican una
disminucién de los niveles uterinos del receptor de insulina, asi como de la sefalizacion de
hipoxia celular mediante HIFla. Por tanto, la modificacidn 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. Asi, la obesidad condiciona no sélo al individuo obeso sino
también al desarrollo de su descendencia, aumentando el riesgo de que ésta Ultima desarrolle
un fenotipo obeso en la adultez. De esa manera, el fenotipo obeso pareceria perpetuarse dado
que los hijos de madres obesas presentaran alteraciones metabdlicas en la adultez que

transmitiran a las futuras generaciones.

Palabras claves: Obesidad, dieta de cafeteria, gestacion, implantacidn embrionaria, actividad

contractil uterina, Receptor adrenérgico B2, insulina.



Abstract

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
B2AR 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)-1a 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: 2
adrenergic receptor (B2AR) uterine levels were evaluated. Although obese animals showed no
alterations in the spontaneous uterine contractile activity, lower gene and protein B2AR 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/HIFla 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,

B2 adrenergic receptor, insulin.
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1 Obesidad

1.1 Definicion

La obesidad es una enfermedad crénica de etiologia multifactorial generada por
una ingesta caldrica que supera el gasto energético (Hill et al. 2013), siendo su principal
caracteristica la acumulacidon 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 indice
de masa corporal (IMC) es sin duda el marcador mas ampliamente utilizado debido a su bajo
costo, versatilidad y facilidad de célculo (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/m?). La Organizacién 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 clinica se
toma en cuenta -ademads del IMC- la raza, etnia, masa magra, edad, sexo y otros factores que
pueden afectar el IMCy no son contemplados al calcularlo (Franzosi 2006).

Debido a que la obesidad no es un desorden que afecte Unicamente a personas
adultas, la OMS ha definido que un nifio presenta sobrepeso u obesidad si su IMC es mayor o
igual a una, dos o tres desviaciones estandar por encima de la media poblacional para su sexo

y su edad (World Health Organization 2018).

1.2 Epidemiologia

La obesidad representa un serio problema epidemiolégico 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 desafios en
torno a la salud publica del siglo XXI. La OMS declaré a la obesidad como la mas importante de
las enfermedades crénicas no transmisibles, alcanzado proporciones pandémicas
principalmente en la sociedad occidental, que se produce como consecuencia en la
modificacion de los estilos de vida y la automatizacién (World Health Organization 2018). Los
cambios en la alimentacién (aumento en la ingesta de las comidas ultra procesadas y de
azUcares) 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, observdandose en 2016 que 1900 millones de adultos (39%)

presentaban sobrepeso y mds de 650 millones (13%) eran obesos; observdndose ademas que
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las mujeres son mds 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).

Clasicamente, la obesidad ha presentado una mayor prevalencia en rangos
poblacionales etarios mas avanzados; sin embargo, su incremento entre la poblacidn mas
joven ha sido drastico en las ultimas décadas (Frederick et. al 2013). En relacién a ello, la OMS
reporté que en 2016 habia, a nivel mundial, mas de 340 millones de nifios y adolescentes (de 5
a 19 afios) con sobrepeso y obesidad y que 41 millones de nifios menores de cinco afios tenian
sobrepeso o eran obesos (World Health Organization 2018).

Proyecciones realizadas a nivel mundial estiman que para el afio 2030, casi el 40%
de la poblacién mundial tendra sobrepeso y una de cada cinco personas sera obesa (Kelly et al.
2008). Si bien no existen proyecciones realizadas mas recientemente, cada dia nos acercamos
mas a los valores predichos por dicha proyeccion, observandose que esta enfermedad afecta
tanto a paises desarrollados como en vias de desarrollo (Anoop et al. 2008; Meldrum et al.
2017).

Si se analiza a nivel mundial, mas del 50% de la poblacién mayor de 20 afios con un
IMC superior a 30 (Figura 1), se encuentra representada en tan sélo 10 paises: Estados Unidos,
China, India, Rusia, Brasil, México, Egipto, Alemania, Pakistan e Indonesia (ordenados segun el
numero 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. Ademas, se ha descripto que, en los ultimos 33 afios, en

ningun pais se ha observado disminucién 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 afio 2013, estandarizada por

edad 'y sexo: A) Prevalencia en hombres de mayores a 20 afos, B)
Prevalencia en mujeres mayores de 20 afos. 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).

Segun datos proporcionados por el Ministerio de Salud de la Republica Argentina,
en nuestro pais existié 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 contraposicion, la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires (16%) presentd valores inferiores al promedio nacional.

Respecto al nivel educativo, se evidencid mayor prevalencia de obesidad en los
niveles de instruccién mas 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 mas alto ésta fue del 17%(Ministerio de Salud de la Nacién. 2013).

1.3 Factores predisponentes al desarrollo de obesidad

Multiples son los factores que contribuyen al desarrollo de esta patologia, entre los
que se destacan: la dieta, el descenso en la frecuencia de actividad fisica (Ewing et al. 2008);
asi como también factores subyacentes mds complejos como son, por ejemplo, los genéticos,
fisiolégicos, psicoldgicos, sociales, econdmicos y educativos (Meldrum et al. 2017). Respecto
de la dieta se sabe se ha producido en los ultimos afios un aumento en la ingesta de alimentos
hipercaldricos y ricos en grasa, sal y azlcares pero pobres en vitaminas, minerales y otros
micronutrientes (Roberto et al. 2015), pudiendo esto contribuir con el crecimiento en la
prevalencia de la patologia.

En la mayoria de las circunstancias la obesidad y sus precursores energéticos
relacionados son normalmente rasgos multifactoriales o poligénicos, que resultan de la accién
combinada de muchos genes e interacciones ambientales. Por tanto, si bien puede existir una
predisposicién 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 calorias consumidas superan a las gastadas (Hill et al. 2013).

1.4 Modelos experimentales de obesidad

Historicamente, 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 comprensién de los procesos bdsicos que regulan el equilibrio energético,
permitiendo sentar las bases fisioldgicas 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 patologia humana, uno de los modelos mds ampliamente utilizados es el de
roedores. Ademas de las ventajas tipicas que presentan los roedores como modelo animal de
estudio, estos desarrollan obesidad asociada con resistencia a la insulina, hiperinsulinemia,
diabetes y/o trastornos lipidicos, como frecuentemente sucede en los humanos (Kleinert et al.

2018).

1.4.1 Modelos de obesidad inducida por ablacion.

La relacidén 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 hipotalamico, I6bulo temporal y amigdala (Flier 2004;
Lutz et al.2013). Es por ello que en las primeras investigaciones examinaron los efectos de
ablaciones realizadas en diferentes regiones del hipotalamo (Kleinert et al. 2018), provocando
asi una desregulacidon en el equilibrio energético de los animales y, consecuentemente,
obesidad (Mitchel et al 1977, King 2006). Estas lesiones pueden realizarse por métodos fisicos
(procedimientos quirdrgicos, electrocoagulacion, lesiones electroliticas o de radiofrecuencia), a
través de la administracion de diversos agentes quimicos tales como la colchicina (droga que
altera el citoesqueleto) o mediante la inyeccidn de toxinas neuronales como el acido kainico, el
acido ibotenico, la mostaza de bipiperidina, la tioglucosa de oro, el glutamato monosédico,
etc.(Bray et al. 1979; Flier 2004; Speakman et al. 2008).

El uso de estos modelos experimentales condujeron al reconocimiento del
hipotalamo como un drea clave del cerebro con respecto a la influencia del metabolismo,
permitieron establecer al hipotdlamo ventromedial como el centro de saciedad y al
hipotalamo 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 orexigenos o anorexigenos y de técnicas genéticas vy
moleculares llevé a limitar su uso dado que las lesiones en areas cerebrales son alteraciones
tan profundas que podrian afectar numerosas vias de regulacion y no exclusivamente la via 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
Unico gen (obesidad de origen monogénico) (Lutz et al. 2013).

Casos clasicos de mutaciones espontaneas que generan la pérdida de funcién de
un Unico 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 supresidén de un Unico par de bases , alterdndose la
produccidn 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
investigacion de farmacos (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 mas de 100 genes (Locke et al. 2015). Debido a esta limitacidn, se han generado

modelos poligénicos de obesidad.

Modelos de obesidad de origen poligenético

El nimero 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 espontanea o aumenta la
susceptibilidad de los animales a padecer obesidad cuando varian las condiciones ambientales
tales como la disponibilidad y composicién del alimento, la reduccion de actividad fisica, etc. Es
por ello, que estos modelos resultan mas utilizados en la actualidad; permiten evaluar las
interacciones de la susceptibilidad genética con variables dietéticas, ambientales vy
metabdlicas, aunque su interpretacion resulta extremadamente compleja.

Entre los principales modelos de obesidad de etiologia 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. Ademds, presentan una
desregulacion en la sefalizacidn de leptina y trastornos glucémicos relacionados con defectos
pancreaticos y hepaticos (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:
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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 rdpidamente 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 lipidos de la dieta, alcanzando un maximo cuando se
administran dietas con un 60% del contenido caldrico de origen lipidico (Kleinert et al. 2018).

Todos estos modelos han contribuido significativamente en la comprension de
las anomalias genéticas que controlan la homeostasis energética, sin embargo, debido al
impacto de las variables ambientales sobre la composicién corporal, no es posible, la

identificacion 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 caracteristicas
mas parecidas a los humanos, donde la obesidad es de origen multifactorial e incluye el exceso
de ingesta caldrica (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 administracion de dietas HFD y la otra es consecuencia de la administracion de
dieta de cafeteria (CAF).

En un procedimiento tipico donde se implementa HFD, las ratas o los ratones
tienen acceso irrestricto a alimentos densos en calorias y altamente enriquecidos en grasas.
Asi se genera asi un intercambio entre las calorias derivadas de carbohidratos por calorias
derivadas de grasas cuando se las compara con dietas control (Buettner et al. 2006). En estas
dietas, el porcentaje de calorias provenientes de grasas puede variar entre 40% y 60%, como
asi 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 caracteristicos 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
implementacion 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 aun mayor, mostrando
incluso una reduccidén de la ingesta de alimento respecto a los controles (Hambly et al. 2005).

A partir de todo lo expuesto hasta aqui, surgié la necesidad de desarrollar otros
modelos experimentales que reflejen con mayor precisidn la patologia humana. Asi surgid 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 estandar 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 rapida ganancia de peso (Heyne et al. 2009; Morris et al. 2008; Sampey et
al. 2011; Shafat et al. 2009). Ademas de reflejar la ingesta por placer, consistente con la
hiperfagia voluntaria caracteristica 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 mas 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 demostré
que la ingesta de CAF por 60 dias 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). Ademas, CAF genera alteraciones del ciclo estral y de la funcién ovarica y una
reduccion en la reserva folicular (Bazzano et al. 2015); efectos que se vieron asociados con un
estado metabdlico empobrecido a nivel ovarico (Bazzano et al.2017). Es por todo lo expuesto
que el modelo de obesidad inducido por CAF es el que se utilizd en el presente trabajo y serd

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); cancer (Schapira et al. 1994,
Dalamaga 2013; lyengar et al. 2013; Gallagher et al. 2015), trastornos en los huesos, musculos,

articulaciones y tejido conectivo (Felson et al. 1988; Courties et al. 2017) y los problemas
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reproductivos (van der Steeg et al. 2008;Dag 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 prondstico es peor; asi, la obesidad disminuye la calidad y la esperanza
de vida de los individuos (Hruby et al. 2016).

Por ultimo, y no por ello de menor importancia, dentro de las consecuencias que
conlleva esta patologia se incluye el estigma y las consecuencias psicoldgicas y sociales que ello

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

1.6 Efecto de la obesidad sobre la reproduccion femenina

La obesidad genera efectos adversos sobre la salud en cada etapa del ciclo de vida
de un individuo, afectando negativamente a diversos drganos y sistemas, sin ser el aparato
reproductor su excepcién. Si bien esta patologia afecta tanto a hombres como mujeres, en
particular, la obesidad es un problema comun 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 Hipdcratesen su obra Corpus Hipocraticum: “...1a gente de tal constitucidon no puede ser
prolifica... la culpa es de la gordura y la flacidez. El utero no puede recibir el semen y
menstrian poco y con poca frecuencia...” (Brewer y Balen 2010; Lloyd et al. 1978). En relacion
a ello, Hartzy y cols. fueron pioneros en demostrar que la irregularidad del ciclo menstrual y la
anovulacién 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).

Mas recientemente, diferentes estudios han reportado que las pacientes obesas
que recurren a fecundacidn in-vitro (FIV) demoran mas 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 andlisis
retrospectivo del resultado de FIVs realizadas a 1293 mujeres, se observd que a pesar de que
el nimero de foliculos obtenidos fue similar entre pacientes normopeso y obesas, la cantidad
de oocitos recuperados y de oocitos en metafase Il era inferior en las pacientes obesas;
demostrandose que la obesidad se asocia con una menor calidad oocitaria (Dokras et al. 2006;
Wittemer et al. 2000).

Ademas, se sabe que la obesidad produce una reduccion en las tasas de embarazo,
en un 8% en mujeres con sobrepeso y un 18% en pacientes obesas (Elia 2015; Dag et al.2015);

y que dicha reduccién se observa tanto en embarazos alcanzados luego de recurrir a ART
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(técnicas de reproduccion asistida, de sus siglas en inglés) como en ciclos naturales (Shah et al.
2011). En contraposicidn a estas observaciones, un meta analisis realizado con 4758 mujeres
gue recurrieron a oocitos de donantes describié que las tasas de embarazo, de abortos
espontaneos y de ninos nacidos vivos son similares entre mujeres obesas y de peso normal
(Jungheim et al. 2013a) in embargo, otros autores sefialan que las tasas de abortos
espontaneos 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 aldn cuando se
recurre a oocitos de donantes, las tasas de aborto son mayores en pacientes obesas que en
pacientes normopeso, demostrandose que las pacientes obesas presentan mayores tasas de
abortos aun cuando la calidad oocitaria/embrionaria es 6ptima (Bellver et al. 2003). Estos
hallazgos, junto con los presentados por otros autores, sefialan que la diminucidn 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 relacion a ello, un
andlisis de la expresion génica gran escala (microarray) utilizando biopsias de tejido
endometrial durante la ventana de implantaciéon ha revelado una desregulacién génica en
mujeres obesas en comparacion 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, hipertensién, preeclampsia y diabetes gestacional (Bellver et al. 2003; Cedergren y
Kallen 2003; Pathi et a/.2006; Athukorala et al. 2010; Weiss et al. 2004; Roman et al. 2007).

Ademas, las gestantes obesas son mas propensas a requerir cesdrea primaria o
parto instrumentado; presentando mayores indices de morbilidad perioperatoria (Ryan 2007).
Dichos nacimientos presentan, frecuentemente, dificultades técnicas, aumentandose las tasas
de infeccidn, desgarros, hemorragia y trombosis, en comparacién con los partos y cesareas de
mujeres no obesas.

Por otro lado, la anestesia perioperatoria plantea un reto mas en las gestantes
obesas, lo cual conlleva, muchas veces, a empeorar el cuadro clinico (Aricha-Tamir et al. 2012).

Aunque varios estudios se han centrado en la correlacién entre la obesidad vy el
aumento de la prevalencia de la cesarea, los mecanismos subyacentes se desconocen. La
reduccion 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-téth et al. 2017).

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

entre los que se destacan un mayor riesgo de sufrir anomalias congénitas (como defectos del
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tubo neural o insuficiencia cardiaca 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 multiples niveles, desconociéndose
aun los mecanismos por los cuales lo lleva a cabo. Las mujeres obesas tienen alta probabilidad
de sufrir disfuncidn menstrual, anovulacidn, infertilidad y complicaciones durante el embarazo

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

OBESIDAD
Ovario Utero Gestacién temprana Gestacion intermedia / tardia
Anormalidades oocitarias| | § Receptividad uterina 4 Tasas de abortos 4{tIncidencia de pre-clampsia
¥ Tasas de fertilizacion J1asas de Implantacién Hipertensién

4 Nivel de leptina Diabetes gestacional

Resistecia a Desprendimiento prematuro de la placenta

Gonadotrofinas
{ Perdida de embarazos

4} Tasa de mortalidad materna

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  Eltracto reproductor femenino

Los drganos que conforman el aparato reproductor femenino son comunes a todos
los mamiferos, a pesar de que existen algunas diferencias entre las especies. En la rata, el
sistema reproductor comprende ovarios, oviductos, vagina y un Utero de tipo bipartito duplex

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

Arteria

Corteza renal
Médula — Hilus
Ovario RifdN
Cuerno

uterino

Uretra

Vejiga : { Vagina
urinaria
Glandula Uretra
prepucial Orificio
Orificio ‘ uretral
vaginal & Ano

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 génada femenina posee dos funciones
principales; la primera de ellas es la produccién de células germinales (oocitos) que permite la
continuidad de la especie, y la segunda radica en la generacion de moléculas bioactivas,
principalmente esteroides y factores de crecimiento, que resultan cruciales para la
funcionalidad ovarica, la regulacion del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal y el desarrollo de
caracteristicas sexuales secundarias (Edson et al. 2009).

En ratas, los ovarios son drganos 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 foliculos (F) en distintos estadios de desarrollo
y cuerpos luteos (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 histoldgico de ovario de rata donde se diferencian la médula, la corteza, foliculos en
diferente grado de desarrollo (F) y cuerpos luteos (CL). Coloracién: Tricrdmico 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 drganos pares con forma de tubo que se extienden en forma bilateral
desdeel Utero hacia los ovarios (Figura 5). Llamados trompas de Falopio en humanos, estos
organos tubulares transportan el oocito recientemente ovulado hasta el Utero y proveen el
medio ambiente que propicia la fecundacion y el desarrollo inicial del cigoto hasta su etapa de
morula (Croxatto 2002).

Macroscépicamente el oviducto puede dividirse en cuatro segmentos: el
infundibulo (segmento contiguo al ovario que presenta forma de embudo), el ampula (sitio
donde ocurre la fecundacién, segmento de mayor longitud), el istmo (segmento medio
contiguo al utero) y finalmente la porcidn uterina o segmento intramural que se ubica dentro
de la pared uterina y se abre hacia la cavidad del Utero (Figura 5) (Hunter 2012).

La luz del oviducto estd revestida por un epitelio cilindrico 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 relacién entre células
ciliadas y no ciliadas presentes en el oviducto se modifica. Los estrogenos (E) estimulan la
ciliogénesis y los progestagenos (P) incrementan la cantidad de las células secretoras (Hunter

2012; Croxatto 2002).
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Segmento
intramural

Figura 5: Esquema representativo del oviducto de rata. Considerando el oviducto en toda su longitud,
desde el ovario hasta el Utero, se puede distinguir el infundibulo, el ampula, el istmo y el segmento
intramural o unidn Utero-tubal. Se muestran corteshistoldgicos transversalesrealizados en la regién del
ampula (a) y del istmo (b) de la trompa uterina. En el ampula (a) la mucosa presenta pliegues extensos
que se proyectan dentro de la luz tubdrica 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 histolégia”(Croxatto 2002; UdelaR 2018).

2.3 Elutero

2.3.1 Anatomia e histologia

El utero (lat utérus, vientre), también denominado matriz, es el drgano de la
gestacion y el mayor de los drganos del aparato reproductor femenino de la mayoria de los
mamiferos. En los mamiferos, el embridn se desarrolla unido al Utero materno hasta que el
feto es expulsado durante el parto.

Ontoldgicamente, el Utero de los mamiferos se diferencia a partir de los
conductos de Miiller y consiste tipicamente 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 Miiller se fusionan casi por completo, la porcién
no fusionada originard a las trompas uterinas y la fusionada dard lugar a un Gtero simple
(Figura 6, derecha).

En el caso de los roedores, la porcion no fusionada originard 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, origindndose un Utero bicorne que posee 2 cuellos
uterinos (Figura 6, izquierda) (Spencer et al. 2012;Cooke et al. 2013). Asi, aunque los cuernos
uterinos parecen estar unidos, cada cuerno desemboca en su propio cérvix; caracteristica
anatomica que impide los movimientos embrionarios entre ambos cuernos uterinos (Lima
2015). Es por ello que el numero de sitios de implantacion (SI) que presenta cada cuerno
uterino es igual (o menor) al nimero de oocitos ovulados por el ovario ipsilateral (mismo lado)
a dicho cuerno (Lima 2015). De esta forma, la estructura anatémica del cérvix doble permite
disefos experimentales en el que la condicién experimental y la condicién control pueden ser
evaluadas en una misma hembra, herramienta de gran relevancia en numerosas

investigaciones.

Bicorne (Rata, ratén) Bicorne (Cerdo) Bicorne (Oveja) Simple (Primates, humanos)

Figura 6: Morfologia uterina en los diferentes animales. Los roedores (ratas y ratones) tienen un tipo de
utero de tipo doble con cérvix doble. Los cerdos tienen un utero largo bicorne con un cuerpo uterino
corto y un solo cuello uterino. Las ovejas tienen un tipo de Utero bicorne de longitud media y un cuerpo
uterino corto con un solo cuello uterino. Los primates y humanos presentan un Utero simple con un
cérvix Unico. Fuente: modificado de “Comparative Developmental Biology of the Uterus: Insights into
Mechanisms and Developmental Disruption.” (Spencer et al. 2012).

El establecimiento de la histoarquitectura especifica 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: organizacion
y estratificacion del estroma endometrial; diferenciacién y crecimiento miometrial y desarrollo
de glandulas endometriales. EI momento en que estos eventos ocurren difiere entre las
especies; sin embargo, es importante destacar que la morfogénesis del utero es
principalmente, si no de forma unica, un evento postnatal (Cooke et al. 2013). De hecho, la
capacidad funcional del Utero adulto se establece por acontecimientos asociados con la
"programacién” de los tejidos uterinos durante la vida prenatal y postnatal (Walker 2011).

Desde el punto de vista histoldgico, la pared uterina estd compuesta por tres
capas: endometrio, miometrio y perimetrio (Figura 7).

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

un epitelio cilindrico simple (con microvellosidades y células ciliadas que se comunican con la
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luz del érgano), por la lamina basal y el estroma (con abundante irrigacion sanguinea vy
glandulas de secrecidn que se abren hacia la luz del érgano) (Morris 1968, Ross et al. 2015). El
endometrio puede dividirse, morfolégicamente, en una capa funcional y una basal. La primera
es la encargada de prepararse para la implantacién del blastocisto y en ella sucede la
proliferacién, secrecidon y degeneracién. 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
Utero que se continla con el peritoneo pélvico y abdominal (Ross et. al 2015).

El endometrio y el miometrio funcionan en conjunto para recibir al embrion,
sostener su crecimiento y expulsar al feto en el momento del parto. La preparacién de un
ambiente receptivo es programada por las hormonas esteroideas ovaricas que actdan en
forma directa sobre el endometrio y el miometrio, y en forma indirecta a través de diferentes

factores de crecimiento y citocinas (Yen 2001).

Longitudinal |

Figura 7: Corte transversal de Utero de rata coloreado con Tricrémico de Cajal-Gallego. Se diferencian el
lumen uterino rodeado del tejido endometrial en el cual se distingue la presencia de glandulas uterinas.
Rodeando al endometrio se observa el tejido miometrial (circular y longitudinal) y finalmente el
perimetrio. Aumento: 4x. Imagen modificada de: “Galeria de histologia” (UdelaR 2018).
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2.3.2 Funcionalidad uterina

El dtero cumple numerosas funciones en el proceso reproductivo, aln en ciclos
no concepcionales. Sin embargo, su funcidn primordial es la de acoger al embrién y permitir su
implantacién. 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 implantacion embrionaria, proceso por el
cual el embrién se adhiere al endometrio, invade el epitelio endometrial y toma contacto
directo con la vasculatura materna para la formacioén de la placenta (Cavagna et al. 2003). Para
ello. el utero adquiere ligandos adhesivos y pierde componentes que pudieran inhibir la
adhesién del embrién al epitelio endometrial (Aplin 2000). Todo este proceso se produce en
respuesta a estimulos endocrinos (especialmente esteroides ovaricos), paracrinos y/o
autocrinos que ocurren desde el inicio del ciclo reproductor (Cavagna et al. 2003). Es por ello
gue el éxito del proceso implantatorio no depende exclusivamente de la calidad embrionaria
sino también de la receptividad endometrial. En relacidon a ello, se ha descripto que la
receptividad uterina disminuida es una de las principales razones de abortos aun cuando la
concepcion se realiza mediante ART (Edwards 1995).

Debido a la complejidad del proceso implantatorio, alteraciones en alguno de
estos mecanismos puede conducir a la asincronia entre el desarrollo embrionario y el uterino,
complicando asi el proceso implantatorio y, consecuentemente, la prosecucion de la gestacion.

Otra gran funcién del Utero 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 menstruaciéon (en el caso de humanos), el
transporte embrionario y de espermatozoides, la implantacion embrionaria, ,la gestacion y el
parto (Wray et al. 2001). Se ha visto que alteraciones en la contractilidad uterina causan
trastornos como infertilidad, fracaso de la implantacidn, dismenorrea, endometriosis, aborto
espontaneo y parto prematuro (Aguilar y Mitchell 2010).

El musculo liso uterino- o miometrio- se contrae espontaneamente (Aguilar y
Mitchell 2010). Dichas contracciones son coordinadas y reguladas por mediacién nerviosa,
aungue 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 duracidn, esta
determinada por la frecuencia de descarga de los potenciales de accién, por la duracién de la

serie de potenciales de accion y por el nUmero 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 contrdctil miometrial, ya que los musculos lisos no
estan organizados en fibras, fibrillas y filamentos como los musculos 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 afios. Décadas de investigacién empleando diferentes abordajes de estudio,
desde técnicas histolégicas hasta electrofisiolégicas, no han demostrado evidencia de la
presencia de células con las propiedades histolédgicas y electrofisiolégicas caracteristicas de un
marcapasos funcional en el Utero (Aguilar and Mitchell 2010). El lamado “marcapasos uterino”
no se ajusta facilmente a la definicion de diccionario de lo que deberia ser un marcapasos.

El atero, a diferencia del corazén, no presenta un marcapasos Unico y fijo que
genera un potencial de accién que se propaga globalmente a través de vias definidas. Se ha
descripto que éste presenta muchos “marcapasos” distribuidos por todo el érgano, situacion
similar a la del intestino. Asi, el Utero se contrae de manera coordinada, con muchos
“marcapasos” activandose durante la fase de reclutamiento de cada contraccion (Young 2018;
Aguilar y Mitchell 2010). Esta coordinacidn a nivel de érgano es necesaria porque si solo se
contrajera una porcién del Utero, las partes quiescentes de la pared uterina se alargarian. La
laxitud de la pared daria lugar a bruscos aumentos de la presidn intrauterina, y las
contracciones no generarian la presion necesaria, por ejemplo, al momento del parto. Sin
embargo, aln no existe un consenso en cémo los “marcapasos” uterinos se comunican entre si
para crear contracciones coordinadas a nivel del érgano y evitar la generacion aleatoria de
potenciales de accion logrando asi que todas las partes del Utero pueden contraerse al mismo
tiempo y viceversa (Young 2018). Claramente, se necesita una mayor investigaciéon para
comprender la regulacién y, por lo tanto, la desregulacién de la contractilidad uterina que
causa una variedad tan amplia e importante de trastornos reproductivos (Aguilar y Mitchell
2010).

Independientemente del origen de la contraccion, la actividad contractil de cada
miocito uterino estd mediada por cambios en la concentracién de Ca**. La liberacidn de Ca** de
las reservas intracelulares, junto con el flujo desde el espacio extracelular, activa las vias
bioquimicas que conducen al entrecruzamiento de actina-miosina y al consecuente desarrollo
de la fuerza contractil del musculo liso uterino (Sperelakis et al. 1992). De hecho, agentes
bloqueantes de los canales de Ca** previenen eficazmente el flujo de Ca**, inhibiendo la
contraccion uterina. Por su parte, agentes uterotdnicos, como las prostaglandinas (PGD2,
PGE2, PGF2a, PGI2) y la oxitocina, aumentan la actividad miometrial actuando esencialmente

como ionéforos de Ca**(Chen et al. 2013).
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La motilidad uterina sufre cambios a lo largo del ciclo sexual. Si se produce la
fecundacion, las condiciones del érgano cambiardn radicalmente, propiciandose la quiescencia
del 6rgano que resulta imprescindible para permitir el correcto contacto entre el embrién vy el
endometrio (Kuijsters et al. 2017). Esta se mantiene hasta el momento del parto, momento en
el que la actividad contrdctil se incrementa significativamente, facilitando la expulsion 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 estimulo en la produccién y sensibilidad a las prostaglandinas (PGF2a, PGE2) y de
Tromboxano A2 (Fanchin et al. 2000; Chen et al. 2013; Wilson 1983; Ham et al. 1975). En
contraposicion, P4 contribuye a la quiescencia uterina a través de la inhibicion de dichos
agentes uterotdnicos (Bygdeman et al. 1979, Hajagos-téth et al. 2017;Wilson 1983).

El utero de los mamiferos es un drgano con numerosas inervaciones simpaticas,
especialmente en los compartimentos miometriales (Latini et al. 2008; Chavez et al. 2006). La
noradrenalina, liberada como consecuencia de la activacidén simpatica, actla directamente a
través de los receptores adrenérgicos uterinos (Engstrom et al. 2001; Roberts et al. 1989). El
estimulo que noradrenalina ejerce sobre la contraccion miometrial resulta critica al momento
en que los embriones son transportados intrauterinamente antes de que ocurra la
implantacién (Legrand et al. 1987; Chen et al. 2011). Es ese momento, se ha detectado un
aumento de la concentracion miometrial de noradrenalina, lo que sugiere un posible rol de la
noradrenalina en el proceso implantatorio (Legrand et al 1986).

La liberacién de noradrenalina (NA), a partir de la activacidon simpatica, actua
directamente a través de los receptores adrenérgicos (AR) uterinos. EI miometrio presenta
tanto receptores alfa como beta adrenérgicos (Chen et al. 2013). Por tanto, si NA se une a
adrenoreceptores de tipo alfa (dAR) miometriales estimula las contracciones, mientras que si
se une los de tipo beta (BAR), induce la relajacién uterina. Asi, la distribucién espacio-temporal
de los subtipos de AR que el Utero expresa parece ser un modulador importante del tono

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

3 Ciclos reproductivos

Al igual que la mayoria de los mamiferos placentarios, tanto humanos como ratas
poseen ciclos reproductivos regulares en el que tienen lugar cambios fisiolégicos, histoldgicos

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

Ill

roedores se lo denomina “ciclo estra

3.1 Elciclo menstrual

Durante cada ciclo menstrual, el ovario de los primates sufre cambios ciclicos que
comprenden dos fases: la fase folicular y la fase luteinica; siendo la ovulacién el evento que
ocurre entre ambas fases (Figura 8). Debido a que el Utero es un érgano blanco fundamental
de las hormonas ovdricas, el endometrio experimenta cambios cicliclos en respuesta a las
variaciones sufridas por los ovarios. Asi, el endometrio experimenta modificaciones
estructurales ciclicas que ocurren paralelamente a las ovaricas. El ciclo endometrial se divide,
también, en dos fases: la fase proliferativa (que ocurre de manera simultanea a la fase
folicular ovarica) y la secretora (simultanea a la fase luteinica) (Figura 8).

En las mujeres la duracidon del ciclo es de aproximadamente 28 dias, comenzando
cada ciclo con la menstruacion, es decir con el inicio de la fase folicular, que comprende unos
14 dias. La fase folicular se inicia con el desarrollo de una pequeina cantidad de foliculos
primarios por la accién de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). La
seleccidn de los foliculos dominantes ocurre entre los dias 5 y 7 del ciclo menstrual. Durante
los primeros 8 a 10 dias del ciclo, la FSH es la hormona principal que influye sobre el
crecimiento de los foliculos (Rimon-Dahari et al. 2016). Bajo el influjo de la FSH y
posteriormente de LH, los niveles plasmaticos de estradiol, producido por las células de la
granulosa del foliculo en desarrollo, aumentan progresivamente hasta alcanzar un maximo
inmediatamente antes de la ovulacion (Baerwald et al. 2012). Al final de la fase folicular, antes
de la ovulacidn, la concentracion de progesterona comienza a aumentar por efecto de la LH. La
ovulacion es inducida por un aumento vertiginoso de la concentracién de LH, que ocurre en
forma concomitante con un incremento menor en la concentraciéon de FSH.

La expulsién 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 maximo de esta hormona (Rimon-
Dahari et al. 2016).

Los E producidos como consecuencia de la maduracion folicular impactan s nivel
endometrial, estimulando la proliferacion de las células endometriales. Al comienzo de la fase
proliferativa la mucosa endometrial se encuentra adelgazada y con escasa cantidad de
glandulas. Durante esta fase, bajo la accién de E2 se produce la proliferacion de células
epiteliales en el endometrio. La superficie epitelial se incrementa aumentando su espesor y

comienzan a formarse glandulas endometriales. La fase proliferativa continda hasta un dia
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después de la ovulacion y en el final de esta fase, se distinguen glandulas con luz estrecha y en
la region basal de las células epiteliales, acumulacién de glucégeno.

La fase luteinica se inicia justo después de la ovulacion, mientras las células de la
granulosa y de la teca del foliculo ovulado sufren una rdpida transformacion morfolégica para
formar el cuerpo lateo. EL cuerpo luteo secreta estrégenos y grandes cantidades de
progesterona. Por la accién principalmente de la progesterona, el endometrio inicia su fase
secretora, etapa indispensable para que se desarrolle receptividad endometrial y el Utero esté
preparado para la implantacion en caso de que el oocito sea fecundado (Baerwald et al. 2012).
En la fase secretora, el grosor endometrial no aumenta, las glandulas crecen y adquieren un
aspecto tortuoso y su luz se distiende a medida que se llena de productos de secrecién. El
liguido mucoide producido por el epitelio glandular tiene muchas sustancias nutritivas, en
particular glucégeno, que son necesarias para sustentar el desarrollo de la implantacion
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

vascularizacion y el edema del endometrio.
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Figura 8: Esquema de los eventos fisioldgicos y anatomicos durante el ciclo menstrual. Se muestran las
curvas hormonales, la maduracién de los foliculos en el ovario (fase folicular y lutea) y el estado del
endometrio (fase proliferativa y fase secretora) a lo largo de los dias. P: Progesterona; E: Estradiol; FSH:
Hormona foliculo estimulante; LH: Hormona luteinizante. Modificado de: “Fisiologia Humana”(Fox
2008,).
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Si la fecundacién no ocurre, el cuerpo liteo degenerara, produciéndose asi una
disminucién en las concentraciones hormonales, que dard origen a la hemorragia mensual.

Por el contrario, si la fecundacidn ocurre, el cuerpo lUteo se mantiene y continta
secretando progesterona y estréogenos. La gonadotrofina coridnica humana (hCG), que
inicialmente es sintetizada por el embridon y mas tarde por la placenta, estimula el cuerpo luteo

y es responsable de su mantenimiento durante el embarazo.

3.2 Elciclo estral

El ciclo reproductivo de la rata es conocido como ciclo estral. Este comprende
modificaciones estructurales (a nivel uterino, ovarico, oviductal, vaginal y vulvar) vy
conductuales que sufren las hembras una vez que alcanzan la pubertad y que se repite de
forma periddica y caracteristica segun la especie.

La rata es un mamifero no estacional, de ovulacidn espontanea y poliéstrica; el ciclo
ovarico se repite a lo largo de todo el afio y la ovulacién no depende del estimulo de la cépula
(Allen 1922; Marcondes et al. 2002).

En roedores, el ciclo dura entre cuatro y cinco dias y los cambios histolégicos se ven
reflejados tanto en el Utero como en la vagina de la rata, comprendiendo clasicamente 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 liberacion de las gonadotrofinas, principalmente de hormona FSH que da
lugar a la maduracién y desarrollo folicular y, por tanto, a la produccion 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).

Histoldégicamente el Utero en el proestro se distingue por su tipico endometrio
ondulado con proyecciones del tejido endometrial hacia el lumen y su amplia luz (Kemmochi et
al. 2013).

La duracidn del proestro es de 12 a 14 horas, luego se continuara con el pico de LH
entrando en la fase de estro y consecuentemente la ovulacion.

El estro se caracteriza por ser el periodo en el cual la hembra estad 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 liquido extracelular aumenta en todo el endometrio (Wood et al.
2007). El edema comienza a disminuir en el estro tardio y la apoptosis del estroma es mas 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)

Anatdmicamente el Utero durante el proestro y el estro es grueso y edematoso, su
apariencia distendida se debe a la hiperfuncidn de las glandulas uterinas (Bertolin et al. 2014;
Kemmochi et al. 2013).

Con la ovulacion y la formaciéon del CL, se ingresa la fase lUtea, que en roedores
comprende el metaestro y el diestro.

El metaestro es una fase de corta duracidn (6 a 8 horas) en que los CLs inician su
desarrollo y comienzan a sintetizar P4. Si no se produce la fecundacion, a nivel vaginal se
observa la presencia de un gran nimero de leucocitos y escasa cantidad de células cornificadas
(Westwood 2008). En el dtero, se produce una reduccidn en las tasas de proliferacion del
epitelio luminal y la disminucidn de la apoptosis estromal; el epitelio pierde su organizacion
definitiva, muestra degeneracién vacuolar, aparecen leucocitos en la membrana basal y las
gldndulas uterinas muestran una actividad minima.

Luego se continla la fase de diestro, momento en el que los CLs alcanzan su
maxima actividad. Este periodo es el mds 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 aparicidon de células
esféricas nucleadas (células basales) y escasos leucocitos (Westwood 2008). En el utero el
recambio a un proceso regenerativo determina la aparicién de diestro, las mitosis son
frecuentes en las glandulas, disminuyendo en nimero a medida que aumenta la actividad
funcional (Westwood 2008).

A nivel anatdmico, el Utero es delgado y alargado y la pared uterina esta colapsada
y anémica durante el diestro y el proestro,

Si no se produce fecundacién, se produce la regresion del cuerpo luteo y el
consecuente reinicio de un nuevo ciclo.

En caso de prefiez, los niveles de P4 contindan siendo elevados debido a que los CLs
contintan siendo funcionales; permaneciendo el animal en una etapa conocida como anestro

gestacional.

4 Gestacion.

Durante la gestacién, el endometrio sufre cambios importantes en su composicion

celular que se reflejan en cambios pronunciados en la sintesis y secrecion de proteinas.
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En la rata, la gestacidn se extiende por 21-22 dias y puede ser dividida en tres etapas

principales: pre-implantacion, implantacidn y post-implantacién.
4.1 Pre-implantacion

4.1.1 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario de pre-implantacién abarca el periodo desde la
fecundacion hasta la implantaciéon (Wang y Dey 2006)(Figura 9).

En ratas, la fecundacién se produce en el ampulla del oviducto marcando el
inicio de la gestacidon y formacion de la cigota, primera célula con la dotaciéon genética
completa, a partir de la cual se desarrollara el embrién(Armant 2005).

La cigota sufre una serie de divisiones mitdticas, sin crecimiento celular,
formando las células denominadas blastdmeras. Luego, el embridn atravesara el proceso de
compactacién, formase lo que se conoce como mérula (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 balstémeros externos (Mihajlovic y
Bruce 2017).

En la rata, el estadio de moérula abarca desde embriones de 8-12 células
(modrula temprana, embriones con blastdmeras con cierto grado de compactacion) hasta 16 y
32-células (morula tardia, compactada)(Strangeways Research Laboratory 1966; Witschi 1962).
En la rata, las mérulas de 12-16 células dejan el oviducto para ingresar en la cavidad uterina
(Witschi 1962; Enders y Schlafke 1967).

En el estadio de mérula compactada, el embridén presenta dos capas, la externa
esta formada por células polarizadas que rodea un pequefio grupo de células apolares internas
que contribuirdn a la progenie del linaje pluripotente embrionario (Johnson et al. 2004). La
compactacioén es crucial para el desarrollo, dado que ella contribuye al inicio y progresion del
segundo gran evento del desarrollo preimplantacional: la cavitacion (Enders y Schlafke 1967,
Mihajlovic y Bruce 2017).

La cavitacion se manifiesta por la acumulacion de fluido entre las blastomeras
internas lo que conduce a la formacion de una cavidad central llamada cavidad blastocélica o
blastocele y a la diferenciacién de dos linajes: el trofoectodermo (TE) y el macizo celular
interno (MCI)(Mihajlovic y Bruce 2017). EI MCI dara origen al embrién propiamente dicho con
todas sus capas celulares; mientras que el TE estara involucrado en las interacciones con el
utero durante la implantacién. En ese momento, el embrién pasa a ser denominado

blastocisto inicial o temprano.
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Hasta aqui, el desarrollo el embrion 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
dependerd de la activacién 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
acumulacidén continua de liquido 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 MCl o como
trofoectodérmicas murales si se encuentran recubriendo al blastocele.

Como se observa en la figura 9, una capa de células derivadas del MCI,
formaran el hipoblasto (o endodermo primitivo), mientras que las células remanentes del MCl,
mantendran su pluripotencialidad y formaran el epiblasto (o ectodermo primitivo)(Wang y Dey
2006).

Como consecuencia de la acumulacién de fluido y por la accidn de enzimas
proteoliticas, el blastocisto se libera de la zona peltcida (hatching) lo que le permite iniciar la
adhesion en el epitelio uterino y comenzar el proceso de implantacion (Witschi 1962;Enders y

Schlafke 1967; Wang y Dey 2006).
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Figura 9: Secuencia temporal de los principales eventos en el desarrollo embrionario murino de pre-
implantacién. Bl: Blastocele, MCIl: macizo celular interno, TE: trofoectodermo, TM: trofoectodermo
mural, TP: trofoectodermo polar. IMP: implantaciéon. 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 mayoria de las especies de mamiferos estudiadas, la distribucién espacio-

temporal de embriones en el Utero materno es altamente conservada. En ratones, ratas,
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cerdos y conejos, los embriones ingresan al Utero en el estadio de mdrula compacta o
blastocisto incicial. A continuacidn, estos son distribuidos uniformemente a lo largo de los
cuernos uterinos para, a continuacion, producirse la implantacién (Chen et al. 2013).

En la rata, los embriones, al ingresar al Utero 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, ademas, se produce la orientacion de los embriones en el eje
vertical uterino (mesometrial-antimesometrial); fendmeno que establece la posicién del eje

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

Ingreso de embriones en el lumen uterino

e e e o A 5
D200 000" S 0B, 0,50.0 208 o O » Los embriones provenientes del
Yo 0y oviducto ingresan al lumen uterino.

oo % % ® +%0a®, 0%0% %® Y%
B e e e

Espaciamiento embrionario -
- La peristalsis uterina guia el

T v w—i .$“7 ‘N‘ .
B2 oot a¥ R talOat Te0 a0 transporte de los embriones y su
» separacion a lo largo de los cuernos
uterinos.

S — e —

Inmobilizacion de los embriones en

B i . . s .. L

R I T LK e P TR sus posiciones definitivas en el
° - - o

i e of %% 9 o et » Utero. Reabsorcion del fluido

luminal conjuntamente con el
aumento de edema estromal.

Epiletelio
luminal *e%®e Estroma &&= Miometrio ® Embriones

Figura 10: Esquema que ilustra el proceso de distribucién 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 vias de sefializacion involucradas en la
distribucidn de embriones intrauterinos han puesto de manifiesto que la actividad contractil
uterina es quien guia el transporte embrionario intrauterino (Chen et al. 2013; Kuijsters et al.
2017). En relacién a ello, se ha descripto que la interferencia de la actividad contractil
miometrial con métodos farmacéuticos como la relaxina, los farmacos adrenérgicos y el
inhibidor de la sintesis de PG (indometacina) altera el espaciamiento embrionario a lo largo el
eje longitudinal uterino, asi como la orientacion del embrién 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 activacién transitoria del 2 AR uterino
modifica la actividad contractil uterina, alterandose en el espaciamiento intrauterino
embrionario consecuentemente (Chen et al. 2011). La administraciéon de agonistas del 2 AR
genera la aglomeracién de embriones en el eje longitudinal uterino y altera la orientacién
normal del embridn en el eje vertical uterino (Rogers et al. 1983).

En su via clasica, los agonistas del B2 AR inducen la relajacion del musculo liso a
través de mecanismos que involucran la captacién de Ca®* por parte de las reservas
intracelulares junto con la disminucidn del flujo de Ca®* desde el espacio extracelular. Por
tanto, la disminucién de Ca®* en el citoplasma del miocito inactiva las vias bioquimicas que
conducen al entrecruzamiento de actina-miosina y al consecuente desarrollo de la fuerza
contractil del musculo liso uterino (Sperelakis et al. 1992; Aguilay y Mitchell 2010)

Ademas, se ha descripto otra via de accidn del B2 AR que involucra al receptor 3
del acido lisofosfatidico (LPA;) (Chen et al. 2013; Hama et al. 2007). En relacién a ello, se ha
descripto que la activacion del AR B2 down-regula la expresidn génica de Lpas; (Chen et al.
2011) induciendo asi la relajacion miometrial

LPA; ha sido identificado como regulador de diversas funciones relacionadas a la
reproduccion femenina. La expresion génica de Lpas ha sido detectada en oviducto, placentay
Utero, sin embargo, esta no ha sido detectada en ovario y oocitos (Ye et al. 2006).

LPA; esta involucrado en los procesos de implantacidn y el espaciamiento
embrionario (Hama et al. 2007; Ye et al. 2006). Estudios con ratones deficientes de LPA; (Lpa;
(-/-)) mostraron una reduccion en el nimero de sus camadas, un retraso en la implantacion y
una alteracién en el posicionamiento intrauterino de los embriones (Ye et al. 2006). Por otro
lado, se ha demostrado que el LPA via LPA; incrementa la sintesis de la enzima Ciclooxigenasa
2 (COX-2) y de PGE2 en el utero, estimulando asi su actividad contractil (Hama et al. 2007,
Sordelli et al. 2012).

La expresion del ARNm Lpa; ha sido detectada en el epitelio uterino de ratén
(fuertemente en el epitelio luminal y apenas detectable en el epitelio glandular) durante la
pre-implantacién (Ye et al. 2006, 2011), mientras que el B2 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 aln
no han sido estudiadas (Chen et al. 2011).

Las implicancias clinicas que puede tener la activaciéon adrenérgica anormal
sobre el resultado de la gestacién revisten gran importancia, ya que el estrés materno puede
elevar las concentraciones de ligandos enddgenos para los AR (Ferry et al. 1999), alterandose,

consecuentemente el desarrollo de la gestaciéon. En concordancia con ello, estudios
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epidemioldgicos han demostrado que el estrés materno en el embarazo temprano estd
fuertemente asociado con diversas complicaciones, como sangrado y pérdida del embarazo
(Ferry et al. 1999; Zubrick 2008).

Debemos tener presente que alteraciones en actividad contractil uterina (ya sea
hiper o hipo-actividad) pueden dar lugar a la implantacion 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 clinicas, han puesto
en evidencia que una regulacion precisa de la ubicacién de los embriones en el Utero materno
resulta critica para la gestacion en curso. De hecho, alteraciones en el lugar donde los
embriones se posicionan pueden ocasionar el desarrollo anormal del embrién, abortos
espontdneos y otras complicaciones del embarazo como la placenta previa (Bulletti y Ziegler
2006; Chen et al. 2011; Lim y Wang 2010).

Comprender la sefializacidn adrenérgica y la regulacidn de la actividad contractil
uterina permitiria explorar los valores clinicos de farmacos adrenérgicos que optimicen el tono

miometrial, especialmente en momentos previos a la implantacion embrionaria.

4.2 Implantacion

Para que ocurra la implantacién embrionaria es crucial que el blastocisto se vuelva
competente y el endometrio se encuentre receptivo durante la "ventana de implantacion”
(Paria y Dey 1993; Karizbodagh et al. 2017); proceso que requiere un didlogo sincronizado
entre los tejidos maternos y los embrionarios (Simon et al. 2000).

El proceso de implantaciéon 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 duracion varia entre las especies, éste puede
ser subdividido en 3 fases: aposicidn, adhesion e invasidn. En aquellos animales que presentan
placentacién epiteliocorial, se produce solo la aposicidon y la adhesion, 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 invasion
(Pijnenborga et al. 1985; Bazer et al. 2009) (Figura 11).

Durante la aposicion, las células trofoblasticas 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 adhesidn, la superficie apical del trofoblasto mural se adhiere a la
superficie del epitelio luminal. En esta etapa se expresan diferentes moléculas de adhesion que

funcionan como intermediarias entre el endometrio y el blastocisto, facilitando la fijacion
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entre ambos(Kimber y Spanswick 2000; Wang y Dey 2006). A continuacién, 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 implantacion(Fonseca et
al. 2012).

La invasidn ocurre en primates y roedores y, en ellos, representa es la etapa final
del proceso implantatorio. Durante la invasidn, las células trofobldsticas murales experimentan
cambios en la polaridad y en la adhesividad, diferencidndose en células gigantes de trofoblasto
primarias (CGTs 1lrias). Estas células adquieren caracteristicas estructurales de células
fagociticas y migratorias e inician la invasién del endometrio (Potts 1968; Fonseca et al.
2012).De esta forma en la fase de invasion el embridn atraviesa el epitelio luminal y se aloja en

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

Epitelio
uterino
LB —>
Estroma __w-
uterino

Liberacion de la ZP Pre-contacto

y orientacion

Figura 11: Representacién de las etapas que conforman el proceso de implantacién del blastocisto
murino. Luego de la liberacidén de su ZP, el blastocisto inicia la orientacion y contacto con el epitelio
uterino. Le sigue la fase de aposicion, en la que el TM se asocia de manera inestable al Utero. Prosigue la
fase de adhesién, donde la unidn entre el TM y el epitelio uterino es firme, surgiendo interdigitaciones
entre ambos. La fase final es la de invasion, donde las células del TE han iniciado su diferenciacion a
células trofoblasticas invasivas permitiendo al blastocisto la penetracién en el epitelio luminal y el
estroma uterino. LB: |amina basal, MCI: macizo celular interno, TE: trofoectodermo, TM:
trofoectodermo mural, TP: trofoectodermo polar, Bl: Blastocele, ZP: zona pellcida. Modificado de:
“Comparative Aspects of Implantation.” (Bazer et al. 2009).

En la rata, la implantacidon ocurre en el polo antimesometrial del eje vertical
uterino, con el MCl hacia en el lado mesometrial de la cdmara de implantacion (Wimsatt 1975;

Armant 2005; Chen et al. 2013).
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En humanos, el sitio de implantacién se encuentra normalmente en el fundus
uterino (Bulletti y Ziegler 2006; Fanchin et al. 2009; Chen et al. 2013), con el MCl orientado

hacia el sitio de implantacidn.

4.3 Post-implantacion

4.3.1 Desarrollo embrionario

Una vez que el blastocisto se ha implantado, se producird la gastrulacion;
proceso durante el cual el embridn pasara de ser bilaminar (epiblasto e hipoblasto) a trilaminar
(constituido por tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo). A continuacion
se inicia de la organogénesis, que se manifiesta por la aparicion de los pliegues neurales en la
zona cefdlica (Kaufmann y Bar 1999; Witschi 1962). Durante la misma, cada capa germinal se
diferencia y crece para formar los diferentes érganos y sistemas del feto.

Alrededor del dia 13.5 de gestacion (13.5 gd) comienza el periodo en el cual los
tejidos y drganos fetales maduran y crecen rapida y significativamente (Witschi 1962). De esta
forma, el feto crece, se diferencia y madura progresivamente hasta la finalizacidn de gestacion,

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

4.3.2 Establecimiento de la interfase materno-fetal

La decidualizacion es el proceso por el cuadl las células del estroma uterino
forman la porcion materna de la placenta, es por ello que resulta fundamental para la
prosecucién de la gestacion. En roedores, la unidn con los blastocistos inicia la decidualizaciéon
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 accién de los esteroides ovaricos y ocurre en cada ciclo menstrual (Fonseca
et al. 2012). Con la aparicién de la zona decidual primaria, las células estromales circundantes
se someten a mitosis, anunciando la formacion de la zona decidual secundaria.

La formacidn de la decidua implica un estrecho equilibrio entre la proliferacion
y la apoptosis de las células deciduales, lo que resulta crucial para el mantenimiento de la
gestacion. La decidua antimesometrial alcanza su maximo desarrollo y comienza luego a
regresionar. Cuando dicha regresién se completa, se forma la decidua capsular (Fonseca et al.
2012; Correia-da-Silva et al. 2004).

Pocos dias después de la reaccidon decidual antimesometrial, aparecen en la

region central del endometrio las células deciduales mesometriales como resultado de la
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diferenciacién de las células endometriales del polo mesometrial. Estas células son mas
pequeias que las de la decidua antimesometrial, son de forma irregular y contienen un solo
nucleo (Fonseca et al. 2012).

Las células trofoblasticas que permanecen en el polo mesometrial mantienen su
capacidad proliferativa y gradualmente forman una estructura saliente denominada cono
ectoplacentario que dara origen a la cara fetal de la placenta.

Posteriormente, las células mds periféricas del cono ectoplacentario se
diferencian en células gigantes del trofoblasto secundarias (CGTs 2rias) (Simmons y Cross
2005; Fonseca et al. 2012). Estas secretan hormonas, incluidos lactégenos placentarios y
factores de proliferacién que favorecen la invasion de las arterias uterinas (Adamson et al.
2002; Soares et al. 2012).

Con el tiempo, se produce un agrandamiento de los vasos sanguineos
adyacentes y la zona central de la decidua mesometrial es invadida por las células
trofobldsticas del cono ectoplacentario, lo que resulta en la formacién de la placenta definitiva.
A continuacion, la decidua sufre un proceso de regresion por apoptosis (Correia-da-Silva et al.
2004; Fonseca et al. 2012), limitando su extensién a una regién marginal, que forma el
componente materno de la placenta, la decidua basal.

Inicialmente se forma la placenta coriovitelina que es transitoria, siendo
fisiolégicamente significativa entre la implantacidn y la mitad de la gestacidén y se compone de
un unico tipo de células, las células trofoblasticas gigantes. Por su lado, la placenta
corioalantoidea representa la placenta definitiva estableciéndose desde mediados de la
gestacion (Fonseca et al. 2012).

La cara fetal de la placenta inicia su desarrollo y se torna gradualmente mas
compleja. Estructuralmente, la placenta madura esta constituida por la cara fetal, formada por
dos compartimentos: el laberinto y la zona de unién, 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 prevenciéon del rechazo del feto por el sistema inmunoldgico materno, la produccién de
hormonas y de moléculas de sefializacidon entre la madre y el feto, asi como el transporte de
nutrientes, desechos y gases entre ambos organismos (Cross 2005; Furukawa et. al 2019).

La formacion de la placenta es un proceso sensible a las condiciones del medio
materno; asi, un ambiente uterino adecuado resulta indispensable para el correcto proceso de
placentacién que influird en el desarrollo intrauterino de la descendencia como asi también en
su estado de salud postnatal. Se ha visto que dicho proceso sufre profundas alteraciones

frente a un entorno de malnutricidn, hipoxia, hipertension, inflamacidn 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 relaciéon a ello, la obesidad resulta un factor de riesgo en el desarrollo de
macrosomia fetal; siendo esto un indicio mas de que la fisiologia placentaria se ve alterado por
esta patologia (Breckenkamp et al. 2019; Araujo et al. 2017). Esto no es un hecho menor, dado

gue la macrosomia fetal se asocia con numerosas complicaciones tanto de indole materna

como fetal.
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Figura 12: Eventos principales durante la placentacién en la rata. .En respuesta a la implantacién la
decidua antimesometrial se desarrolla y luego regresiona alrededor del dia 11.5 de gestacion (gd;
considerando 0.5 gd el dia 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 unidn y laberinto). Modificado de: “Rat Placentation: An Experimental Model
for Investigating the Hemochorial Maternal-Fetal Interface.” (Soares et al. 2012).

33




Introduccion

Hipdétesis y Objetivos

Con el presente trabajo se aspiré a mejorar comprensidon de los principales factores
reguladores del posicionamiento embrionario en el Utero materno, asi como también su rol en
patologias que afectan reproduccién, como es el caso de la obesidad. Ademas, se pretendio
lograr un mejor conocimiento de cédmo la obesidad modifica el ambiente uterino y su
consecuente impacto sobre la gestacion. La mejor comprensién de los alcances de la obesidad
sobre la biologia reproductiva femenina, sobre la salud individual y la de su descendencia,
debiera facilitar, potencialmente, el hallazgo de terapéuticas a ser utilizadas en el tratamiento/
prevencion de dicha patologia.

Por todo lo hasta aqui expuesto y debido, entonces, a la alta incidencia de obesidad
existente en la actualidad y a su asociacién con la ocurrencia de problemas reproductivos, el
objetivo general del presente trabajo de tesis fue evaluar si la obesidad afecta el desempeiio
reproductivo femenino y si el mecanismo a través del cual lo hace involucra alteraciones en
el ambiente intrauterino y/o en el proceso de implantacién embrionaria. Ademds, se propuso
evaluar los mecanismos involucrados en dichas disrupciones.

De acuerdo a todo lo expuesto anteriormente, se planted la siguiente hipdtesis de
trabajo:

“La obesidad adquirida antes de la concepcion altera el ambiente intrauterino

impactando negativamente sobre su funcionalidad y el desarrollo embrionario y/o fetal”

Para poner a prueba dicha hipdtesis, los objetivos especificos planteados fueron los

siguientes:

Objetivo especifico 1: Evaluar de qué manera la obesidad inducida por dieta de cafeteria
afecta el metabolismo de ratas hembras (Cap 1)

Objetivo especifico 2: Evaluar si la obesidad inducida por dieta de cafeteria afecta el
desempefio reproductivo de ratas hembras (Cap Il).

Objetivo especifico 3: Determinar si la obesidad materna pre-concepcional genera
alteraciones que alteren el desarrollo de la gestacion (Cap II).

Objetivo especifico 4: Analizar si el ambiente intrauterino se ve afectado como
consecuencia de la obesidad (Cap. Il y Ill).

Objetivo especifico 5: Evaluar la expresidn de los diferentes tipos de adrenoreceptores en
el Utero de la rata, evaluando, ademas, el efecto que la obesidad ejerce sobre ellas (Cap. Il y

).
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Objetivo especifico 6: Analizar si la obesidad genera alteraciones en la sefializacién del
receptor adrenérgico B2 uterino (Cap. Il y 1l1).

Objetivo especifico 7: Examinar si la obesidad genera alteraciones en la peristalsis uterina
(Cap. Il y 1ll).

Objetivo especifico 8: Determinar si la obesidad materna pre-concepcional genera

alteraciones en la descendencia (Cap Il).
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1 Animales

Se utilizaron ratas hembras pre-puberes (21 a 23 dias 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 Experimentacion (CICUAL-FCEyN-UBA, protocolo experimental N°23) de acuerdo
con la ultima edicién de la guia 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 administré dieta
estandar (Purina Rat Chow, ACA Nutricion Animal, Argentina; Valor energético: 3.3
Kilocalorias/g; Composicidn: 11.4% de grasas, 71.4% de carbohidratos, 17.2% de proteinas).

El Grupo obeso estuvo constituido por 47 animales a los que se les administrd
alimento estandar junto con dieta de cafeteria (CAF; Lipidos 42.87 %, Proteinas 30.33 %,
Hidratos de carbono 26.8 %, valor energético promedio 4,35 Kilocalorias/g). Esta consistid en
ofrecerle a los animales: galletitas de chocolate y vainilla, mani, salchichas, queso, chizitos y
papas fritas. Cada uno de estos alimentos fue ofrecido diariamente, variandolo cada dos dias.
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 dias 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 dias en este trabajo de tesis; durante los cuales se realizaron las

siguientes determinaciones:
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2.1 Evaluacion de la ingesta alimentaria

Durante los 60 dias de protocolo dietario, y a fines de determinar si CAF genera
hiperfagia voluntaria, se evalué la ingesta alimentaria . Para ello, se calculé la diferencia entre
el peso de alimento ofrecido y el remanente no consumido. Estos datos fueron utilizados,
junto con la informacién nutricional provista por los productores de cada alimento, para

calcular la ingesta calérica de los animales.

2.2 Evaluacioén del peso corporaly 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 Evaluacion del ciclo estral

Durante los ultimos 10 dias de protocolo dietario, todas las mafianas se realizé la
técnica de citologia 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 extendié sobre un
portaobjetos que fue posteriormente observado utilizando un microscopio éptico (Olympus
CHK2-F-GD).

El diagndstico de las diferentes fases del ciclo estral se realiz6 evaluando los
diferentes tipos celulares celulares presentes en cada extendido y la abundancia relativa de
cada uno de ellos. Brevemente, se considerd que el animal cursaba el estadio de diestro
cuando la mayoria de las células presentes en el extendido eran leucocitos y presentaba una
cantidad minima de células nucleadas (parabasales e intermedias). El estadio de proestro se
determind cuando se halléd que las células epiteliales nucleadas (parabasales e intermedias)
eran mayoritarias. La fase de estro se evidencié cuando las células de tipo epiteliales
cornificadas (superficiales y queratinizadas) eran mayoritarias. Finalmente, el metaestro se
determind al observar una cantidad mayoritaria de leucocitos y poca cantidad de células

nucleadas y cornificadas.

3 Diserio 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 gestacién.
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Figura 13: Disefio experimental utilizado; ratas hembra Wistar fueron alimentadas, durante 60 dias, bajo
dos dietas diferentes: control (Ctrl) y cafeteria (CAF). Un grupo de animales fue destinado al estudio del
efecto de la obesidad sobre el ambiente uterino pre-concepcional, sacrificandolos en la fase estro
inmediatamente posterior al 60vo dia de protocolo dietario. En ese momento, otro grupo de ratas fue
colocado en apareo a fines de evaluar el desarrollo de la gestacidn. El apareamiento fue confirmado por
la deteccion de espermatozoides en los extendidos vaginales; considerandose ese dia como 0.5 de
gestacién (0.5 gd). Las ratas fueron sacrificadas en diferentes etapas de la gestacidn: pre-implantacion
(4.5 gd), post-implantacion temprana (5.5 gd) y gestacion tardia (18.5 gd).

4 Obtencion 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 dia de
protocolodietario (Figura 13) a fines de garantizar que las diferencias encontradas en los
pardmetros evaluados sean consecuencia de la obesidad y no de la fase del ciclo reproductivo
en la que los animales se encontraran. A continuacidn, se extrajeron los Uteros, registrandose
su peso. El indice utero/somatico fue calculado relativizando el peso uterino al peso corporal
de cada animal.

Algunos uteros fueron conservados a -80°C para la posterior extraccion de proteinas
y ARN, otros fueron fijados para su posterior procesamiento histolégico; mientras que un
tercer grupo fue utilizado inmediatamente para evaluar ex vivo la incorporacién de glucosa

(véase pagina 50) y la actividad contractil uterina (véase pagina 51).
5 Anadlisis del impacto de la obesidad sobre el desarrollo de la gestacion

5.1 Apareos

Como se esquematiza en la figura 13, las ratas destinadas a este estudio fueron
colocadas en cohabitacién con machos de fertilidad probada (1:1) durante la mafiana del

proestro inmediatamente posterior al 60" dia de protocolo dietario. Las mafanas
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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 dia 0.5 de
gestacion (0.5 gd). Las ratas fueron sacrificadas en diferentes etapas de la gestacidn: pre-

implantacién (4.5 gd), post-implantacion temprana (5.5 gd) y gestacion tardia (18.5 gd).

5.2 Evaluacion del rendimiento reproductivo

El rendimiento reproductivo se evalué utilizando parametros histéricamente
utilizados para tal fin (Supriya y Reddy 2015): el indice de apareamiento se calculé cémo el
porcentaje de hembras que se aparearon (presentaron espermatozoides en sus frotis
vaginales) sobre el total de hembras cohabitadas y el indice de fecundidad como el porcentaje
de hembras preiadas sobre el total hembras cohabitadas. Ademas, se registro el tiempo de
concepcion como el numero de dias después del inicio de la cohabitacién hasta el
apareamiento. El porcentaje de pérdida post-implantacionales se calculd como la diferencia
entre el nimero de sitios de implantacidn (Sl) y el nimero de fetos viables sobre el total de S,

evaluados en 18.5 gd.

5.3 Monitoreo de la gestaciéon avanzada

Para ello se utilizaron ratas control y obesas en 18.5 gd. Los Uteros de las hembras
gestantes fueron disecados, se removio el tejido adiposo adyacente y se realizé una incisién a
lo largo de la linea antimesometrial. Se separaron las unidades feto-placentarias (UFP) y los
fetos fueron expuestos constatando su viabilidad. Luego, se contabilizaron SI viables vy
reabsorbidos en cada cuerno uterino; registrandose, finalmente, el peso corporal fetal y el de

sus respectivas placentas.

5.4 Monitoreo de la gestacién durante la post-implantacién temprana

En la rata la implantacion embrionaria ocurre en la manana del dia 5 de gestacién
(gd 5) siendo la aparicién de los Sl la primer sefial macroscopica de este evento (Kennedy y
Lukash 1982).

Con el objeto de analizar el efecto de la obesidad materna en momentos
inmediatamente posteriores a la implantacion, ratas en 5.5 gd fueron anestesiadas e
inyectadas de manera intravenosa con 0.1 ml de una solucién 1% de colorante Azul de Chicago
en solucion salina (Chen et al. 2011). Este es un colorante vital que se une a las proteinas
plasmaticas. Esta propiedad permite la visualizacién de los Sl de un color azul intenso dado que
éstos presentan un aumento de la permeabilidad vascular. Trancurridos 5 minutos, los

animales fueron sacrificados y el Utero de cada animal fue disecado de la cavidad abdominal.
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Estos fueron fotografiados y, a continuacién, se midieron las distancias entre S| adyacentes
(distancia intersitio) utilizando el programa Image J (version 1.42¢, Instituto Nacional de Salud,
EE UU). Dichas distancias fueron relativizadas a la longitud del cuerno uterino en el que se
encontraban.

La comparacién de las distancias intersitio relativas permiti6 comparar

estadisticamente el espaciamiento intrauterino de los Sl entre el grupo control y obeso.

5.5 Monitoreo de la gestacion previamente a que ocurra la implantacion

embrionaria

5.5.1 Evaluacion de los embriones

Con el objeto de analizar el efecto de la obesidad materna pre-concepcional
sobre el desarrollo embrionario y la distribucion embrionaria intrauterina e intratubarica en
momentos previos a la implantacidn, se evalud la distribucidn intrauterina embrionaria el 4.5
gd. Para ello, uteros y oviductos de ratas en 4.5 gd fueron disecados y se los colocd en placas
de Petri conteniendo medio Krebs-Ringer. Se realizaron lavados ('flushings’) utilizando medio
Krebs-Ringer conteniendo 0,3% de albumina de suero bovino (BSA) y agujas de 25 G acopladas
a jeringas de 1 ml; expulsandose asi los embriones desde el interior de la cavidad
uterina/oviductal a la solucién 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 mas en estado de lisis repecto de su volumen total. Los embriones viables fueron, a
continuacidn, clasificados de acuerdo al estado de desarrollo en: mérulas (incluyendo madrulas
pre-compactadas y compactadas), blastocistos iniciales (cavidad blastocélica ocupando menos
del 50% del volumen del embridn), blastocistos expandidos (con cavidad blastocélica
completamente expandida) y blastocistos extruidos de la zona peltcida (Chason et al. 2012).

Se registréd el nimero total de embriones en cada estadio y se calculd el

porcentaje de embriones de cada estadio respecto del total de embriones contabilizados.

41



Materiales y Métodos

5.5.2 Evaluacion de los titeros

Algunos uteros fueron conservados a -80°C para la posterior extraccion de
proteinas y ARN; mientras que otros fueron utilizado inmediatamente para la evaluacién ex

vivo de actividad contractil (véase pagina 45).

6 Anestesia, analgesia y eutanasia

Los animales fueron anestesiados al inyectarles intraperitonealmente una solucién
de 50 mg/kg de ketamina (Brouwer, Buenos Aires, Argentina) y 10 mg/kg de xilazina (Alfasan,
Woerden, Holanda).

Se extrajo sangre por puncion intracardiaca, que fue centrifugada (900 g, 15
minutos) para obtener el suero que posteriormente fue fraccionado y conservados a -80°C
hasta su utilizacién.

La eutanasia se realizd, posteriormente, mediante dislocacidn cervical.
7 Determinaciones experimentales

7.1 Caracteristicas metabdlicas de los animales

Como se describié anteriormente, la administracion de CAF durante 60 dias 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 solucidon 2g/kg de glucosa. Los niveles de glucosa fueron
evaluados utilizando sangre extraida inmediatamente antes de dicha inyeccién, considerado
tiempo 0 (medicién basal) y a los 15, 30, 60 y 120 minutos de la misma. Para ello se utilizaron
tiras reactivas Accu-Chek Performa Il (Roche, Buenos Aires, Argentina).

Los datos se expresaron como la concentracion media de glucemia de cada
grupo experimental para cada tiempo evaluado. Ademas, se calculé el area bajo la curva (AUC)

de glucemia en funcidén 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 extraida inmediatamente antes de dicha inyeccién, considerado
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tiempo 0 (medicién basal), y a los 15, 30, 60 y 120 minutos de la misma. Para ello se utilizaron
tiras reactivas Accu-Chek Performa Il (Roche, Buenos Aires, Argentina).

Los datos se expresaron como la concentracién media de glucemia de cada
grupo experimental para cada tiempo evaluado. Ademas, se calculd la constante de velocidad
del metabolismo de la glucosa (KITT) estimada como la pendiente de la curva glucemia en

funcion 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 concentracion sérica de E2 se determind 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 ul de cada Standard 6 muestra y se los
incubd junto con 200 ul de conjugado enzimdatico por 2 horas a temperatura ambiente. Luego
de lavar y secar cuidadosamente, se agregaron 100 pl de sustrato a cada pocillo y se incubd la
placa a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccidon fue detenida mediante el
agregado de 50 pl/pocillo de solucion de detencion y se midio la densidad dptica 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 patrén 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 unién antigeno (en este caso la P4)-
anticuerpo induce la oxidacion del éster de acridina, produciendo un producto
qguimioluminiscente 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 patrén obtenida y se

expresaron en ng de progesterona/dl.
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7.3 Western Blots

Fracciones de Uteros extraidos 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 adiciond un
coctel de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Los homogenatos fueron centrifugados durante 10 minutos a 10 000 x g a 4°C y se
colectaron los sobrenadantes, en los que se determind la concentracion de proteina mediante
la técnica de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Luego de 5 minutos de hervor, se
sembraron 90 pg de proteinas de cada muestra en geles de SDS-poliacrilamida (10%) y se
realizd una electroforesis a 100 V durante 1,5 horas. Luego, las proteinas 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 continuacion, se
bloqueé la membrana con 0.1 % de BSA a temperatura ambiente como se describid
previamente (Elia et al. 2011).

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: el anticuerpo policlonal anti-f2 AR
(receptor adrenérgico B2) hecho en conejo (1: 1000; Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU., Sc:
9042), el anticuerpo anti-PPARY (Receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales
gamma) hecho en conejo (1:500; Santa Cruz Biotechnology Inc., EE. UU., Sc: 7196) vy el
anticuerpo monoclonal anti-Glyceraldehido-3-PDH (GAPDH) hecho en ratén (1: 500; Millipore,
EE.UU., MAB374) que se usé como control de carga. Todos los anticuerpos fueron incubados
durante una noche a 4°C en agitacion constante.

Se utilizé el patrén de peso molecular (14.3-200 kDa, Bio-Rad), que permitid la
identificacién de las bandas de interés: B2 AR (56-85 kDa), PPARY (54/57 KDa) y GADPH (38
kDa).

Los controles negativos se realizaron omitiendo los anticuerpos primarios y se
corrobord 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-ratén (1: 500;
DakoCytomation, EE. UU., Eo-354) segun correspondiese, seguido de una incubacion con el
complejo estreptavidina-peroxidasa (HRP) (1:2000; DakoCytomation) durante 45 minutos a
temperatura ambiente.

Las sefiales especificas se visualizaron usando la solucién de deteccién ECL (Thermo
Scientific, lllinois, 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 (versién 1.42q, Instituto Nacional de
Salud, ESTADOS UNIDOS).
Los resultados se expresaron como la intensidad de la proteina de interés (B2 AR o

PPARY) normalizados la de GAPDH.
7.4 Andlisis de la expresion génica

7.4.1 Extraccion de ARN

El contenido total de ARN fue extraido de los Uteros (pre-gestantes y en 4.5 gd)
utilizando TRIZOL (Invitrogen, CA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, los uteros fueron homogeneizados en 1 ml de Trizol e incubados por 5 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 200ml de cloroformo, se incubd por 3 min y se centrifugé
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 dejo secar durante 1la 2 minutos vy, e
inmediatamente a continuacién, fue resuspendido en 30 pl agua libre de ARNasas.

Se calculé la concentraciéon 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 retrotranscripcion.

7.4.2 Retrotranscripcion

El ADNc se sintetizd incubando 2 pug de ARN extraido en un buffer conteniendo
3U AMV transcriptasa inversa (Promega, Madison, WI, EE. UU.), 1uM oligo d(T)15 Primer
(Dongsheng Biotech, Guangdong, China) y 1IMm de mezcla dNTPS (Dongsheng Biotech). La
mezcla de reaccion se incubd durante 60 minutos a 42°C, seguido de 15 minutos a 70°C vy,
luego, la reaccidn se detuvo al colocar los tubos en hielo.

Las muestras de ADNc obtenidas se conservaron a -80°C hasta la realizacion de

la reaccidn en cadena de la polimerasa correspondiente.

7.4.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las PCR se realizaron utilizando alicuotas de ADNc, buffer y cebadores (primers)
especificos (Tabla 1) bajo las siguientes condiciones: 0,5 U de Tag-ADN polimerasa (Invitrogen),
0,2 mM de cada primer (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgClI2.

El nimero de ciclos éptimos se determind para cada par de primer, de modo
que las sefales estuvieron siempre en la parte exponencial de la curva de amplificacion. Cada

ciclo consistid en: desnaturalizacién a 95 ° C durante 15 segundos, hibridacién de los primers a
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la temperatura especifica de cada uno (Tabla 1) durante 30 segundos y extensién a 72° C

durante 15 segundos.

Tamaiio de la

5 = 2 Temperatura de | . .

Secuencia de los primers secuencia ST Ciclos |Numero de acceso
hibridacion

(5'-3") (pares de (20) no. de GenBank
bases) &

Gen

F: ACTGGCGCTTTCACTGAACT
Glut-4 R: CGAGGCAAGGCTAGA G 106 55 40 NM_012751

F: TGGCCAAGGAACACACGAATACTGA
Glatd R: TGGAAGAGACAGGAATGGGCGAAT 203 20 A2 b el

F: ATCCGTCGCTCCTATGCTCTGGTGT
InsR R GTTGGTCTTCAGGGCAATGTCGTTC 212 B4 H NM_017071

F: CCATCAACGACCCCTTCATT
GAPDH R: GACCAGCTTCCCATTCTCAG 110 57 35 NM_017008.4

F: CCATCTTGGCGTCTGATCTT
L30 R-GGCGAGGATAACCAATTTC 200 58 35 NM_022699.3

F:TCTTCCTAGTGATGCCCATTG
alA AR R-GCTTTCTTGAACTCCTGGCTG 145 55,35 40 NM_017191

F:CCTGTTCTCCACCCTAAAGC

alB AR R:ACCCAAGGATACGCATGAAG 140 55,05 40 NM_016991
F:AAAAGGCTGCCAAGACGT

aip R:AAGATGACCTTGAAGACACCC 1% = 40 hi 029483

a2A AR FOCGpaATCAeTIancEe 258 57 40 NM_012739.3

R:CGTTAATCTTGCAGCTCGGC
F:GTCTTCAACCAGGACTTCCG

a2B AR |R:AGAGACTGTGGAGGTGGG 147 256 40 NM_138505.2
F:TTCAAGCACATCCTCTTCCG

a2CAR R-GAACTCTGGAGAAGCCACAC 143 55,3 40 NM_138506.1
F:CTGCTACAACGACCCCAAG

81 AR R-TCTTCACCTGTTTCTGGGC 146 54,2 40 NM_012701.1

82 AR F: GTACTGTGCCTAGCCTTAGC 118 58 20 NM_012492.2

R: GGTTAGTGTCCTGTCAGGGAGG

F:AGAACTCACCGCTCAACAG
83 AR R:CATGGACGTTGCTTGTCTTTC 137 54,65 40 NM_013108.2

. F: CCTACTATGTCGCTTTCTTGG
Hifla | GTATGGGAGCATTAACTTCAC 185 52 S5 N 024559 1

F: GACGGCCTGAACTGCAAGC
ERs R: GCAGATCATCTTCCGCATGG ik ot 40 AN 9223691

Tabla 1: Especificaciones de los primers utilizados.

Para la realizacidn de los controles negativos, agua libre de nucleasas fue
utilizada en lugar de cDNA; y como control interno se utilizé el gen de expresidn constitutiva
GAPDH. En el caso del screening de los RA, se realizaron controles positivos que consistieron
en una mezcla de ADNc extraido de cerebro, higado, rifidn y musculo que cubre la expresion
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 identificacidon 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 evalud la presencia o ausencia de banda, mientras
qgue para Hifla, Gluts 1y 4, el InsR y LPA; se cuantificd la densidad de cada banda utilizando el
software Image J (version 1.42q, Instituto Nacional de Salud, EE. UU.).

La densidad de las bandas de interés se normalizé 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 expresidén génica de 2 AR en Uteros de
ratas control y obesas pre-gestantes y en 4.5 gd.

Para las gPCR se utilizaron alicuotas de ADNc, primers especificos para el 2 AR
(Tabla 1) en una concentracidon final de 0,9 uM y una Master Mix (Universal SYBR Green
Master Mix; Roche Applied Science) que contiene ADN polimerasa, dNTPs, el buffer de
reaccion y SYBR Green (indicador de fluorescencia que permite la cuantificacion 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 utilizdé el gen de expresion constitutiva
L30.

Para todos los pares de primers, se probaron distintas diluciones de ADNCc,
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 reaccién en cada muestra sea cercana a
2 (situacién ideal en la cual los productos de PCR se duplican luego de cada ciclo de
amplificacion) y que ademas no se generaran dimeros.

Para todas las reacciones se utilizd un termociclador Opticon 2 del Motor de
ADN Cycler de Tiempo real y para las amplificaciones se utilizé el protocolo recomendado por
el fabricante: una etapa inicial de activacion de la polimerasa a 94°C durante 10 min, seguida
de 40 ciclos de 30 seg a la temperatura de hibridacion de cada primery 60 seg a 72°C, seguidos
de un ultimo ciclo de elongacién a 72°C por 10 min.

Los datos fueron analizados segin el método de curva estdndar. Esta fue
realizada utilizando concentraciones decrecientes del ADNc de las distintas muestras.
Finalmente, la expresion génica de B2 AR que presentd cada muestra fue relativizada a la de

L30 en la misma muestra.
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7.5 Procesamiento del tejido uterino para la realizacion de técnicas

histologicas

Fracciones uterinas que habian 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 continuacidn, se realizaron cortes
histolégicos de 7um utilizando un micrétomo de rotacién, que fueron montados en
portaobjetos para la posterior realizacion de coloraciones, inmunohistoquimicas e

inmunofluorescencias.

7.5.1 Coloracion Tricromico de Masson

Secciones de la porciéon media de los cuernos uterninos fueron desparafinadas
con xilol y rehidratadas con concentraciones decrecientes de alcohol, seguido de agua
destilada. A continuacidn, se realizd la coloracién Tricromico de Masson; comenzando la
coloracién con un pasaje rapido por hematoxilina diluida en PBS y posterior lavado con agua
corriente. Luego se colored con Fucsina Ponceau de Xilidina durante dos minutos y se lavd con
agua destilada. Finalmente se aplicé el Acido Formolibdico 1% durante 4 minutos, el cual actua
como mordiente del colorante Azul de Anilina Acética que fue agregado inmediatamente
después durante 4 minutos. Luego de un lavado en agua destilada, se deshidratd el tejido en
una serie de alcoholes de gradacién creciente, seguidos de xilol para finalmente realizar su
montaje en medio anhidro.

Los cortes histoldgicos coloreados fueron observados bajo microscopio dptico

de campo claro y fotografiados para el posterior andlisis.

7.5.2 Estudio de la histologia uterina

El analisis histolégico del tejido endometrial y miometrial fue realizado
utilizando las fotografias tomadas de las secciones uterinas coloreadas con tricromico de
Masson, y el programa J (versidn 1.42q, Instituto Nacional de Salud, EE. UU.)

Por un lado se realiz6 una morfometria, 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 realizd el analisis histopatoldgico utilizandoel criterio de Scully,
segun el cual, las glandulas uterinas son clasificadas en cuatro tipos: (i) Glandulas normales:
son de tipo tubulares simples, que en secciones pueden aparecer circulares, ovaladas o

elongadas con lumen angosto y sin ramificaciones ni glandulas hijas; (ii) Glandulas quisticas:
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son de tipo circulares de gran tamafio; (iii) Glandulas con glandulas hijas: pueden ser de varios
tamafios y formas (circulares, elongadas o tortuosas) con glandulas hijas formadas o en
formacidn o glandulas dentro del epitelio o dentro del lumen de la glandula madre, o sobre la
superficie externa de la glandula madre (como un brote) (iv) Glandulas formando
conglomerados: presentan una arquitectura compleja en las cuales cada glandula esta cerca de
las demas sin estroma entre ellas y presentan numerosos limenes que las interconectan.
Pueden desarrollarse a partir de glandulas hijas.

Ademads, se evalué el tipo de epitelio (simple, pseudoestratificado vy
estratificado) que presentaban las glandulas endometriales. Tanto el epitelio estratificado
como las glandulas con glandulas 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-gestacion y en 4.5 gd fueron
desparafinadas con xilol y rehidratadas utilizando concentraciones decrecientes de alcohol,
seguido de un pasaje por PBS. Luego, se realizd la recuperacion de antigeno por calor,
colocando las secciones en una solucion de 0,01 M de buffer citrato, pH 6,2 durante 10
minutos a temperatura sub-ebullicion. A continuacidon se bloqued contra inespecificos
mediante la incubacién con 5% (m/v) de leche a temperatura ambiente durante 40 minutos. El
control negativo de la inmunofluorescenciase realizé omitiendo el anticuerpo primario.

Como fue descripta previamente por otros autores (Chen et al. 2011), para la
deteccion uterina del B2 AR los cortes fueron incubados a 4°C durante la noche con el
anticuerpo policlonal anti-B2 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 continuacion
fueron incubadas por 40 minutos con el complejo estreptavidina-Alexa Fluor 488 (1:500;
Molecular Probes) y los nucleos 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 microscopia confocal laser conectada a una

camara Olympus FV-300.

49



Materiales y Métodos

7.5.4 Inmunohistoquimica contra el antigeno nuclear de células en

proliferacion (PCNA)

Secciones uterinas de animales en pre-gestacion fueron desparafinadas con
xilol y rehidratadas utilizando concentraciones decrecientes de alcohol, seguido de un pasaje
por PBS. Luego, se realizé la recuperacién de antigeno por calor, colocando las secciones en
una solucion de 0,01 M de buffer citrato, pH 6,2 durante 10 minutos a temperatura sub-
ebullicién. A continuacién, se bloqued la actividad de las peroxidasas endégenas por
incubacidn en 3% (v/v) de perdxido de hidrégeno a temperatura ambiente durante 15 minutos
y el bloqueo de inespecificos se logré mediante la incubacidon con 5% (m/v) de leche a
temperatura ambiente durante 40 minutos.

El control negativo de la inmunohistoquimica se realizé omitiendo el anticuerpo
primario.

Para la deteccién de PCNA, las secciones de tejido se incubaron a 4°C durante la
noche con el anticuerpo primario monoclonal anti-PCNA hecho en ratén (1: 200; Millipore,
MAB424). Luego, se incubd a temperatura ambiente durante 40 minutos con el anticuerpo
secundario biotinilados anti-raton (1: 300; DakoCytomation, Eo-354) hecho en cabra.
Posteriormente, se realizd la incubacion durante 40 minutos con el complejo de
estreptavidina-biotina peroxidasa (1: 500; DakoCytomation Cat: D0396); y el desarrollo del
color se realizd con una soluciéon 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 fotografias para, posteriormente, cuantificar el nimero de células
gue presentaban nucleos PCNA positivos presentes en cada compartimento tisular de acuerdo
a Lopez y cols. (Lopez Merlo et al. 2017). Se analizaron un minimo de 500 células dentro de 4

cuadrantes por cada seccidn uterina analizada.

7.6  Evaluacion de la incorporacion de glucosa por parte de los titeros

La medicidn de captacidn de glucosa fue realizada ex vivo en Uteros 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 mMKCI, 2,5 mM CaCl2, 1,17 mM MgS04, 25 mM NaHCO3, 5,6 mM de D-glucosa, pH

7,4) que contenia 2 mM de pituvato.
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A una mitad se le adiciond insulina (0,1mU/mL), manteniendo la otra mitad sin éste
estimulo. 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 atmdsfera conteniendo 95% de
02 al 5% de CO2. El transporte de glucosa fue frenado por inmersidén de los tejidos en KRB
helado que contenia 80 mM de citocalasina B. El tejido se congeld en nitrégeno liquido y se
procesd como ha sido descripto previamente (Sakamoto et al. 2005).

La 2D-glucosa incorporada por los uteros fue medida en contador de centelleo

liguido por duplicado y expresada como umol/g de proteina/h.

7.7 Analisis de la actividad contrdctil uterina

La actividad contrdctil uterina se evalud 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 adquisicion 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 bafo (Letica, AD Instruments, Oxford, RU) conteniendo Buffer KRB
a 37°C bajo atmodsfera de 95% 02 y 5% de CO2. Cada seccidn se ajusté a una tensidn de reposo
de 9,8 Mn y se esperd hasta que se produjeran contracciones fésicas regulares durante 30
minutos (estabilizacién). Posteriormente, se determind la actividad contrdctil espontanea
(basal) durante 20 minutos.

Una vez evaluada la actividad contractil espontanea, se procedié 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 Uteros de animales en pre-gestacion fue
0,05 ng/ml a 5000ng/ml (Parida et al. 2013; Chen et al. 2011); mientras que para los Uteros 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 andlisis de la actividad contractil fue realizado utilizando el programa Clamp-fit
10.7 con el que se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones, asi como la

actividad integral (area bajo la curva de fuerza en funcidn del tiempo).
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8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevéd 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
numero de animales utilizados para cada determinacién (n) se indico en las leyendas de cada
figura.

Los resultados se expresaron como media + S.E.M (Error estandar de la media)
fueron comparados estadisticamente 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 contractil fueron analizadas utilizando un modelo de analisis 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 utilizé el

test de Bonferroni.
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Capitulo I: Establecimiento del modelo experimental de
obesidad

El objetivo planteado en primer lugar fue establecer el modelo experimental de obesidad
inducido por dieta de cafeteria (CAF) que fue utilizado para el estudio del efecto de la obesidad
sobre el ambiente intrauterino y la gestacién. Para ello se trabajé con dos grupos
experimentales, los animales control que recibieron alimentacion estandar y el grupo obeso
que recibié CAF.

Antes de comenzar a administrar las dietas (dia 1 del protocolo dietario) se controlé 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, verificdndose que el peso corporal
promedio era similar en ambos grupos.

Durante el protocolo dietario, se monitoreé diariamente la ingesta alimentaria y caldrica,
el peso corporal y el tamafio de la circunferencia abdominal de los animales, como se detalla a

continuacion.

1 La administracion de CAF por 60 dias genera hiperfagia voluntaria

El consumo de alimentos no difirié entre el grupo control y obeso durante la primera
semana de protocolo dietario (Tabla 2). Es por ello que tampoco lo hizo el consumo caldrico.
En la semana 8, los animales que recibieron CAF consumieron aproximadamente un 40 % mas
de alimentos que los que recibieron la dieta estandar (p<0,001; Tabla 1); de esta forma la
ingesta caldrica del grupo obeso resultd 4.5 veces que la del grupo control (p<0,001). Estos
hallazgos demuestran la gran aceptacion de CAF por parte de los animales y su capacidad de

inducir hiperfagia voluntaria en las ratas.

Parametro Control Obeso
Consumo de alimento por animal (g/dia)

Semana 1l 20.01+£2.51 26.42+2.72

Semana 8 30.3+3.0 72.4 £ 5.04; ¥**
Consumo calérico por animal (Kcal/dia)

Semana 1l 62.71+£3.33 85.81 £ 15.23

Semana 8 99.61 +13.21 322.95 + 14.974#; ***

Tabla 2: Consumo alimentario y caldrico 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/dia o bien Kcal/dia = 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 administracion de CAF por 60 dias genera obesidad

Con el objeto de evaluar si el aumento en la ingesta alimentaria se veia reflejada en
un aumento del peso corporal, se monitored diariamente el peso corporal de los animales
durante todo el protocolo dietario.

Luego de ser administrada por 60 dias, CAF generd un incremento del 22 % en el
peso corporal de todos los animales en comparacién a los animales que se alimentaron
exclusivamente con dieta estdndar (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 dias (Figura 14B).
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Figura 14: (A) Ganancia de peso corporal y proporcién entre la circunferencia abdominal y la longitud
corporal de ratas control (rombos) y obesas (cuadrados) a lo largo de los 60 dias 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 dias 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 concentracién de glucosa sanguinea es uno de los principales parametros de
referencia del estado metabdlico en los mamiferos; ésta representa la cantidad de energia
disponible que tienen los organismos para el mantenimiento de sus funciones vitales
(Figueroa-garcia et al. 2016).

Hallazgos previos de nuestro laboratorio demostraron que la ingesta de CAF por 60
dias produce, en ratas hembras Wistar, el desarrollo de obesidad asociado a hiperglucemia
(Bazzano et al. 2015). En concordancia con estos hallazgos, la asociacién entre obesidad e
hiperglucemia, e incluso el desarrollo de diabetes, es frecuentemente observada en la clinica
(Abdullah et al. 2014).

Por todo lo expuesto, el siguiente objetivo fue analizar el perfil glucémico de
animales control y obesos. Para ello, se evalud la tolerancia a la glucosa y la respuesta a

insulina de los animales luego de 60 dias 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 observé que el
grupo control mostré un aumento en la glucemia inmediatamente después de la inyeccion de
glucosa; ésta comenzé a disminuir a los 30 minutos, alcanzando concentraciones similares a las
basales transcurridas 2 horas desde la inyeccidn.

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 area bajo dichas curvas (AUC), ésta resulté 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 dias induce, en ratas

hembras, intolerancia a la glucosa asociada a la obesidad.
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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 calculd el drea 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 ¢ 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 disminucién en la sensibilidad a insulina, el préximo objetivo fue
evaluar el perfil glicémico de los animales control y obesos ante el estimulo de insulina.

Como se observa en la figura 16, las ratas control mostraron una disminucion de su
glucemia luego de administrada la insulina, que fue normalizada a las 2 horas de dicha
exposicién. La velocidad del metabolismo de la glucosa (KiTT) fue estimada como la pendiente
de la curva de glucemia en funcidn del tiempo durante esas 2 h. Es por ello que el KITT resulté
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 inyeccion 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 estimulo 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 cdmo la media +

S.E.M. (n =5/Grupo). * p<0.05, ** p<0.01y *** p<0.001 respecto del grupo control y # p<0.001 respecto
al tiempo 0.

58



Conclusion Parcial I:

Los resultados hasta aqui expuestos permiten conocer el perfil metabdlico 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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Capitulo II: Impacto de la obesidad pre-concepcional sobre
el desarrollo de la gestacion

Estudios a nivel clinico han reportado que la obesidad en mujeres se asocia con baja
calidad oocitaria y con un aumento de pérdidas embrionarias en comparacién 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
administracién de CAF, genera alteraciones en la funcidn y en la reserva ovarica, 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 capitulo fue evaluar si la obesidad
inducida por dieta de CAF en ratas y adquirida antes de la concepcién genera alteraciones en el

desempefio reproductivo y/o en el desarrollo embrionario y/o fetal.

1 Laobesidad disminuye las tasas de fertilidad y retrasa la concepcion

A fines de evaluar la capacidad reproductiva de las hembras, se evaluaron el indice
de apareamiento, de fertilidad y el tiempo hasta lograr la concepcidn (Tabla 3).

El indice de apareamiento fue del 100% tanto de ratas control como obesas dado
que las hembras fueron colocadas en cohabitacién con el macho tantas veces como fuera
necesario hasta que se verificara el apareamiento. Sin embargo, las ratas obesas requirieron
de un mayor numero de veces puestas en apareo hasta alcanzar la concepcion, es por ello que
el tiempo de concepcidn fue mayor en éstas que en controles (p<0,001). El numero de ratas
que resultaron efectivamente prefiadas 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 desempeiio reproductivo en

ratas hembras, asocidandose a sub-fertilidad y un retraso en la concepcién.
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Parametro Control Obeso
N° hembras puestas en cohabitacion 33 37
N°hembras que se aparearon 33 37
N° de hembras prefiadas 33 27
Tiempo de concepcion (dias) 1.40+0.40 5.80 £ 1.00 ***
indice de apareo (%) 100 (33/33) 100 (37/37)
indice de Fertilidad (%) 100 (33/33) 73 (27/37) ***

Tabla 3: Efecto de la obesidad sobre la capacidad reproductiva de ratas hembras. El indice de
apareamiento se calculéd cémo el nimero de hembras con presencia de espermatozoides en el frotis
vaginal / nimero de hembras cohabitadas x 100. El indice de fertilidad se calculé como el nimero de
hembras prefiadas / nimero de hembras cohabitadas x 100. El tiempo de concepcidn se determind
contando el nimero de dias desde que se inicid la cohabitacion hasta la confirmacién 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 gestacion.

En aquellas hembras que efectivamente alcanzaron la prefiez, se monitored
diariamente el peso materno durante el transcurso de la gestacidn 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 gestacion, a pesar de que ambos grupos se alimentaron con dieta estandar
durante este periodo. 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 concepcidn.
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Figura 17: Ganancia de peso corporal (g) de ratas control (rombos verdes) y obesos (cuadrados violetas)
durante el transcurso de la gestacidn. 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 gestacion avanzada

La accién de hormonas ovaricas Estradiol (E2) y Progesterona (P4) resulta vital para
el correcto desarrollo de la gestacidn, es por ello que se midié la concentracion de dichas
hormonas en suero de gestantes control y obesas en 18.5 gd.

Los sueros provenientes de animales obesos presentaron una mayor concentracion
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 gestacion avanzada.
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Figura 18: (A) Concentracion 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 Laobesidad materna pre-concepcional genera macrosomia fetal

La evaluacion de las unidades fetoplacentarias (UFP) recolectadas en 18.5 gd (Figura
19A) reveld 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 comparacién 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

niimero de fetos presentes en ambos cuernos uterinos

El andlisis de las UFP en 18.5 gd, reveld, ademads, que el patron de distribucion de las
mismas a lo largo de los cuernos uterinos se veia alterada en ratas obesas.

En gestantes control, las UFP se distribuyeron de manera uniforme a lo largo del
cuerno uterino (Figura 20), presentando un nimero similar de UFP en ambos cuernos uterinos.
Sin embargo, esto no ocurrié 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 denomind cuerno uterino n°

1 (C1) a aquel que presenté el mayor nimero de UFP y cuerno uterino n® 2 (C2) al que

presentd menor cantidad de UFP.
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Control Obeso
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Figura 20: (A) Imagen representativa de las unidades feto-placentarias (UFP) en el Gtero materno de
ratas control y obesas. (B) Exposicion 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 nimero
de fetos fue denominado C1, mientras que el otro cuerno uterino se denominé C2.

A fines de establecer la frecuencia en la que se observaba dicho patrén de
distribucion de UFP desigual, en primera instancia se establecid una linea de corte que
permitiera definir cuando estdbamos en presencia del fendmeno de disparidad en el nimero
de UFP entre cuernos uterinos. La diferencia media en el nimero de UFP observada entre
ambos cuernos uterinos en los animales control fue de 3, es por ello que se considerd
distribucidn fetal desigual cuando los animales presentaran una diferencia mayor a 3 UFP
entre ambos cuernos uterinos.

Utilizando dicho criterio se observé que el 10 % de los animales control presentaron
distribucidn fetal desigual, mientras que aproximadamente el 85% de las madres obesas lo
hicieron (p<0,001; tabla 4).

Al calcular la relacion entre el numero de UFP presentes en cada cuerno uterino
(C2/C1) para cada animal, se observo ésta relacién fue de aproximadamente 1 en animales
control; mientras que resulté menor a 0.5 en las ratas obesas, producto de la disparidad en el
nimero 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 numero total de UFP (sumatoria de UFP presentes en

ambos cuernos uterinos) fue similar entre gestantes control y obesas (tabla 4).

Parametro Control Obeso
N°. total de UFP/rata 17.71+1.30 17.57 £0.72
N° de ratas que presentaron (1/10) 6/7)"
distribucién fetal dispar (%) 10% 85.71%
N° de UFP presentes en C2/C1/ rata. 0.84 +0.06 0.44 +0.09

Tabla 4: Efecto de la obesidad sobre la distribucién intrauterina de las unidades feto placentarias (UFP)
en ratas control y obesas en 18.5 gd. Se considerd distribucién fetal dispar cuando la diferencia de UFP
entre cuernos uterinos era mayor a 3. El cuerno uterino con mayor nimero de fetos fue denominado
C1, mientras que el otro cuerno uterino se denomind C2. Los valores se expresan como la media £ SEM
0 como porcentajes; n=10/Control y n=7/0beso. **p<0,01, ***p<0,001 respecto al grupo control.

Al analizar los resultados obtenidos para todos los animales conjuntamente (Figura
21), se observo que el cuerno uterino C1 contenia mayor nimero de UFP en el grupo obeso
qgue en gestantes control (p<0.05). Por su parte, el cuerno contralateral (C2) contenia 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 nimero de embriones, y es por ello que

el nimero total de UFP resulta similar entre animales control y obesas.

20
[ * |
151 | *k |
ol
(4]
4
& 104 _—1—
oD T
=
5.
O T T
C1 C2 C1 C2
cuerno uterino cuerno uterino
Control Obeso

Figura 21: Nimero 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 presentd el mayor nimero de embriones se denominé cuerno 1 (C1), mientras que al otro cuerno
se lo denomind C2. Los datos se expresan como la media + S.E.M.; n=9/Control y n=6/0beso; *p <0.05,
**p <0.01 entre los cuernos uterinos indicados del grupo respecto del control.
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Este patron de distribucidn alterado podria ser consecuencia de pérdidas post
implantacionales y/o de una ovulacién diferencial entre los ovarios de cada animal. Es por ello

gue ambos fendmenos fueron evaluados:

5.1 La disparidad en el numero de fetos observada en gestantes obesas

no es consecuencia de pérdidas post-implantatorias

Al clasificar las UFP en funcién de su viabilidad, se observd que tanto el nimero de
UFP viables como reabsorbidas no variaron entre hembras del grupo control y obeso. Al
calcular, entonces, las tasas de pérdidas post-implantatorias se observéd que éstas eran
similares entre animales control y obesas (tabla 5). Ademas, se verificé 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 distribucién alterada de las UFP

detectada en los animales obesos se debiera a reabsorciones embrionarias tardias.

Parametro 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 desempefio reproductivo de ratas hembras a dia 18.5 gd. UFP:
unidad feto placentaria. El porcentaje de pérdida post-implantacionales se calculé como la diferencia
entre el nimero de UFP y el nimero 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=7/0beso.

5.2 La disparidad en el niimero de fetos detectada en ratas obesas no se

debe a que ocurra ovulacion diferencial entre ambos ovarios

A fines de evaluar si la disparidad en el nimero de UFP presentes entre los cuernos
uterinos observada en los animales obesos podria deberse a que éstos presentaran una
ovulacion diferencial entre ambos ovarios, se cuantificd el nimero de cuerpos luteos (CL)
presentes en cada ovario.

Se consideré ovario 1 (Ov1) al ovario ipsilateral al cuerno uterino C1 (el que
presentd mayor nimero de UFP), y se denomind ovario 2 (OV2) al contralateral.

El nimero de CL presentes en cada ovario fue similar en ambos ovarios en todos los
animales, por lo cual la relacién en el nimero de CL presentes en Ov2/Ov1l resultd
aproximadamente de 1 para cada animal, y fue similar en animales control y obesos (Figura 22
A). Este resultado demuestra que la distribucion fetal dispar entre cuernos uterinos
detectados en ratas obesas no es consecuencia de una ovulacién diferencial entre los ovarios

de estos animales.

66




Resultados

Como se observa en la figura 22 A, tanto el grupo control y obeso presenté un
numero similar de CL totales (Ov1+0v2) (Figura 22 B), demostrando que la tasa ovulatoria no

se habia visto afectada por la obesidad.
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Figura 22: (A) Relacién entre el nimero de cuerpos luteos (CL) presentes en un ovario respecto del
contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en dia 18 .5
gd. Se denomind ovario 1 (Ov1) al ipsilateral al cuerno uterino que presentd el mayor nimero de fetos,
mientras que al otro ovario se lo denominé Ov2. (B) Nimero total de CL (Ov1+0v2) que presentd 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 aqui expuestos demuestran que la obesidad materna pre-
concepcional genera una disparidad en el nimero de UFP presentes en ambos cuernos
uterinos y que dicha disparidad no es consecuencia de perdidas post-implantacionales tardias
ni de alteraciones en el proceso ovulatorio.

Por todo lo expuesto y a fines de identificar cuando se produce dicha anomalia y
cuales son sus causas, se analizé la distribucion embrionaria en etapas mas tempranas de la

gestacion.

6 La obesidad materna pre-concepcional genera una disparidad en el
niimero de embriones presentes en ambos cuernos uterinos antes de

que se produzca la implantacion

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si la obesidad adquirida antes de la
concepcion afecta el posicionamiento embrionario intrauterino inmediatamente luego de que
ocurra la implantacién embrionaria. Para llevar a cabo este objetivo se monitored la gestacion
hasta el dia 5.5 gd, momento en el cual se analizé la distribucion intrauterina de los sitios de

implantacién (SI) (Figura 23).
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Figura 23: Imagenes representativas del Utero de ratas control (Ctrl) y obesas a 5.5 gd luego de la
inyeccion sistémica intravenosa de azul de Chicago (0.1ug/ml) que permite observar los sitios de
implantacién (SI) como puntos azules. Obsérvese la distribucion uniforme de los Sl en ratas control y la
distribucion aberrante de los Sl en las gestantes obesas.

La cuantificacion de los Sl revelé que el nimero total de Sl por rata fue similar entre
el grupo control y obeso (Tabla 6).

Las ratas del grupo control presentaron una distribucion uniforme de los Sl a lo largo
de la cavidad uterina (figura 23), presentando todos ellos una diferencia de 3 S| entre ambos
cuernos uterinos como maximo, consistentemente con lo observado en 18.5 gd. Es por ello
que al calcular la relacién entre el nimero de S| en cada cuerno uterino, el grupo control
presentd un valor cercano a 1 (Tabla 6). Por el contrario, el grupo obeso presentd alteraciones
en la distribucion intrauterina de los Sl (figura 23). Todas las gestantes obesas presentaron un
espaciamiento dispar de los Sl ya que presentaron una diferencia mayor a 3 Sl entre ambos
cuernos uterinos. Esto fue evidente al calcular la relacién entre el nimero de Sl en cada cuerno
uterino, ya que dicha relacion resulté 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).

Parametro Control Obeso
N°. Sl totales en 5.5 gd/rata 16.29 + 0.92 14.60 + 0.81
N° de ratas que presentaron 0(0/7) 100 (5/5)
distribucién embrionaria dispar (%)
N° de Sl presentes en C2/C1/rata 0.85 + 0.04 0.53+0.05

Tabla 6: Efecto de la obesidad sobre la distribucion intrauterina embrionaria en 5.5 gd. Se considerd
distribucion embrionaria dispar cuando el nimero de Sitios de implantacién (SI) presentes en ambos
cuernos uterinos diferia en mas de 3. El cuerno uterino con mayor nimero de fetos fue denominado C1,
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mientras que el otro cuerno uterino se denomind 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 describid previamente, se contabilizaron los CL
presentes en ambos ovarios de cada animal y se calculd la relacién entre ambos. Se corroboré
que tanto las ratas control como las obesas presentaron un nimero similar de CL en ambos

ovarios (Figura 24A) y que el numero total de CL fue similar en ambos grupos (Figura 24B).
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Figura 24: (A) Relacidn entre el nimero de cuerpos luteos (CL) presentes en un ovario respecto del
contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en dia 5.5 gd.
Se denomind ovario 1 (Ov1) al ipsilateral al cuerno uterino que presentd el mayor niimero de sitios de
implantacién, mientras que al otro ovario se lo denominé Ov2. (B) Numero total de CL (Ov1+0Ov2) que
presentd 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, demostrandose,
nuevamente, que la distribucién embrionaria aberrante detectada en las ratas obesas no es
consecuencia de ovulacién diferencial entre sus ovarios. Confirmandose, ademds, que la tasa
ovulatoria no se ve alterada como consecuencia de la obesidad.

Cabe aclarar que en 5.5 gd no es posible la observacion de reabsorciones
embrionarias dado que es un estadio gestacional temprano, inmediatamente posterior a la
implantacién. Sin embargo, el hecho de observar el patron de distribucion dispar en este
estadio gestacional, permite descartar que dicho fendmeno 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

gue los embriones se posicionan en la cavidad uterina antes de implantarse.

69



Resultados

7 El espaciamiento embrionario intrauterino se ve alterado como

consecuencia de la obesidad materna pre-concepcional

El fendmeno por el cual los embriones ingresan al Utero materno y se distribuyen
uniformemente a lo largo su eje longitudinal se conoce como "separacidn o espaciamiento
embrionario" (Perry y Rowlands 1962; Chen et al. 2013; Peavey et al. 2017). A fines de estudiar
dicho fenédmeno, se midid la distancia entre S| adyacentes (distancia inter-sitio) en gestantes
en 5.5 gd. La eleccion de este estadio se fundamenté en que, si bien la distribucidn
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 clasica
distribucion embrionaria en forma de collar de perlas (Lima 2015), presentando Sl
equidistantes; mientras que el grupo obeso presenté un espaciamiento embrionario

aberrante, con algunos SI muy préximos entre si y otros muy distantes.

Control Obeso

Figura 25: Imagenes representativas del espaciamiento normal (control) y aberrante (obeso) de los sitios
de implantacion (SI) en ratas gestantes en 5.5 gd. Los Sl se observan como puntos azules luego de la
inyeccién sistémica de azul de Chicago a 5.5 gd. Los corchetes indican SI que se encuentran mas
proximos entre si que lo que lo hace la media de todos los Sl que presenta ese animal, poniendo de
manifiesto la irregularidad en el espaciamiento de los Sl en el grupo obeso.

Las distancias entre S| 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 pequena dispersion de cada distancia intersitio respecto del valor
medio. Por el contrario, los animales obesos presentaron una gran variabilidad en el
espaciamiento de los Sl (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 dispersion de los datos respecto del valor medio (Figura 26).
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Figura 26: Distancias entre sitios de implantacidn 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 observé una distancia
significativamente mayor en el grupo obeso respecto del grupo control (p<0,005; Figura 14).

Esta evaluacién 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 aqui descriptos demuestran que la obesidad
modifica la manera en que los embriones se distribuyen en el Utero, 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 continuacién, se evaluaron etapas previas a que ocurra la

implantacion.

8 La llegada de los embriones al uitero materno se ve retrasada como

consecuencia de la obesidad materna pre-concepcional.

A fines de estudiar la distribucién intrauterina embrionaria en etapas previas a la
implantacion, se recurrid a la técnica de “flushing” y se recolectaron los embriones de 4.5 gd.

Como se puede observar en la tabla 7, el nimero total de embriones presentes en la
cavidad uterina fue menor en animales obesos respecto los controles (p<0.01). Ademas, se
observé distribucién 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 relacion entre el nimero de embriones en cada cuerno uterino, el
grupo control presentd 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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evidenciandose que en este estadio también existe disparidad en el nUmero de embriones
presentes en ambos cuernos uterinos, algo similar a lo descripto para estadios gestacionales

mas avanzados.

Parametro Control Obeso
N° de embriones presentes en cavidad 15.67+£0.71 12.50+0.76**
uterina en 4.5 gd/rata
Frecuencia de animales con distribucién 6.25 87.51%**
embrionaria dispar en 4.5 gd (%).
N° de embriones presentes en 0.87+0.04 0.43+0.06**
C2/C1/rata.

Tabla 7: Efecto de la obesidad sobre la distribucién intrauterina embrionaria en ratas control y obesas
en 4.5 gd. Se considerd distribucion embrionaria dispar cuando el nimero de embriones presentes en
ambos cuernos uterinos diferia en mdas de 3. El cuerno uterino con mayor numero de fetos fue
denominado C1, mientras que el otro cuerno uterino se denomind 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, segin corresponda).

Nuevamente, a modo de control, se corrobord que esa distribucién embrionaria
dispar no fuera consecuencia de alteraciones ovulatorias. Asi, se confirmd que el nimero de
cuerpos luteos fuera similar entre ovarios de un mismo animal tanto en los animales control

como obesos; verificdndose, ademds, que las tasas ovulatorias fueron similar en ambos

grupos.
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Figura 27: (A) Relacién entre el nimero de cuerpos luteos (CL) presentes en un ovario respecto del
contralateral para cada animal del grupo control (barras verdes) y obeso (barras violetas) en dia 4.5 gd.
Se denominé ovario 1 (Ov1l) al ipsilateral al cuerno uterino que presentd el mayor numero de
embriones, mientras que al otro ovario se lo denomind Ov2. (B) Numero total de CL (Ov1+Ov2) que
presentd cada animal. Los datos se expresan como la media + S.E.M.; n=16/Control, n=15/0beso.

Estos resultados permiten concluir que la obesidad materna altera la manera en que

los embriones se posicionan en el Utero materno antes del 4.5 gd.
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El hecho de encontrar un menor nimero de embriones en la cavidad uterina en
animales obesos respecto al control en 4.5 gd pero un nimero similar en 5.5 y 18.5 gd, sugirié
gue algunos embriones podian encontrarse aun en los oviductos de ratas obesas en 4.5 gd,
gue seran capaces de ingresar e implantarse mas tardiamente. 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 si en las de gestantes obesas. En éstas, uno de los oviductos presentd mayor nimero
de embriones que el contralateral (Figura 28A; p<0.01). Aquellos oviductos que contenian la
mayor cantidad de embriones se ubicaban ipsilateralmente con aquellos cuernos uterinos que
presentaban un menor nimero de embriones.

Al analizar el nimero total de embriones (realizando la sumatoria entre el nimero
de embriones presentes en los oviductos y en la cavidad uterina), se encontré 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 Utero materno en la rata en 4.5 gd y que dicho efecto es mas
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 mas embriones y

viceversa.
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Figura 28: (A) Numero 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 presentd el mayor nimero de embriones se denomind cuerno 1, mientras que
al otro se lo denomind 2. (B) Numero total de embriones (oviducto + Utero) 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 niimero de embriones observada en ratas obesas
es consecuencia de un aumento en el niimero de embriones no viables;

observdandose ademds 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 imagenes representativas de embriones viables (a, b y c)

.

y no viables (d, e y f) recolectados.

Figura 29: Morfologia de embriones obtenidos de ratas control y obesas en 4.5 gd. Micrografias
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 expansion 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 presentd 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, ademads, a la diferenciacidn
embrionaria o ‘timing” de embriogénesis, los embriones viables fueron clasificados de acuerdo
a su grado de diferenciacién (Figura 30).

Las ratas control presentaron la mayoria de los embriones en el estadio de blastocito
inicial (67%) y el porcentaje minoritario en el de mérula compacta (4%). Sin embargo, las
madres obesas presentaron el mayor porcentaje de embriones en estadios de morula
compacta (49%) y los blastocitos expandidos fueron los minoritarios (6%).

Al realizar las comparaciones entre ambos grupos experimentales, se observo que las

ratas obesas presentaron un mayor porcentaje de mérulas 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

gue existe un desfasaje en el desarrollo embrionario en gestantes obesas en 4.5 gd.
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Figura 30: Diferenciacién embrionaria in-vivo en 4.5 gd. Los embriones provenientes de ratas controles y
obesas fueron recolectados y clasificados segin su viabilidad y estadio embrionario: M, mérulas; B,
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
ndmero total de embriones colectados; n=5 ratas/grupo; **p<0,01 y ***p<0,001 respecto al control.

Resulté interesante evaluar la distribucion de los embriones no viables ya que éstos
no podran implantarse y, consecuentemente, podian ser la causa de la distribucidn dispar
observada en los animales obesos. Para ello, se evalu6é el niumero de embriones no viables
presentes en cada cuerno uterino y su correspondiente oviducto.

Como se observa en la figura 31, el grupo control presentd la misma cantidad de
embriones no viables en ambos cuernos uterinos. Por el contrario, el grupo obeso presenté un
mayor numero de embriones no viables en uno de sus flancos (tanto en cuerno uterino como

en oviducto) que el otro. El flanco que presentd mas embriones no viables resulté ser aquel

gue presentd menor cantidad de embriones viables en la cavidad uterina (C2).
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Figura 31: NUumero 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 presentd el mayor nimero de embriones viables se denominé cuerno 1,
mientras que al otro cuerno se lo denomind 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 nimero de embriones no viables en
uno de los flancos (cuerno uterino y oviducto ipsilateral) parece ser uno de los mecanismos por
los cudles la obesidad genera una disminucidn en la cantidad de sitios de implantacién/fetos
en uno de los cuernos uterinos como fuere descripto previamente en estadios gestacionales
mas avanzados. Sin embargo, esto no explicaria la alteracion 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 Gtero materno.

10 La expresion uterina del receptor adrenérgico 32 se ve incrementada
durante la pre-implantacion como consecuencia de la obesidad

materna pre-concepcional.

Diversos son los factores regulan el posicionamiento embrionario en el Utero
materno; entre los que se destacan los receptores adrenérgicos (AR) (Chen et al. 2013, 2011).
La expresién de dichos receptores se encuentra alterada como consecuencia de la obesidad en
diversos tejidos; desconociéndose lo que ocurre a nivel uterino.

Ademas, se desconoce hasta la actualidad cuales AR se expresan y cuales no en el
utero de la rata. Es por ello que en el presente trabajo se realizd un “screening” de las
diferentes isoformas de los AR en el Utero en el dia 4.5 gd de ratas controles y obesas (Figura

32).

76



Resultados

Control Obeso <+

AR a1A
AR a1B
AR a2A
AR 2B
AR a2C
AR 3 1
AR[3 2
AR[ 3
GAPDH

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
Uteros de ratas control y obesas en 4.5 gd. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue
utilizado como control de expresidn constitutiva. +: Control positivo; -: Control negativo; n =5 / Grupo.

Las isoformas detectadas fueron: o 1A AR, a 2A AR, a 2B AR, a 2C AR y B2 AR; todas
ellas presentes tanto en el Utero de ratas control como obesas en 4.5 gd. Por el contrario, no
se detect6 la expresion génica de las isoformas alB AR, f1 AR y B3 AR ni en Uteros control ni
en los provenientes de ratas obesas.

Ademads, como puede observarse, la isoforma B2 presentd una expresidon uterina
dominante en 4.5 en ambos grupos de animales. Es por esto ultimo que el préximo objetivo
fue evaluar si la obesidad altera la expresion uterina del B2 AR.

Como se observa en la figura 33, los Uteros de ratas obesas en 4.5 gd presentaron
una expresion génica de B2 AR mayor que los Uteros de ratas control (p<0.05; Figura 21),
indicando que la obesidad induce la expresion uterina del B2 AR a nivel transcripcional; es por

ello que a continuacidn se evalud la expresion proteica de dicho receptor.
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Figura 33: Expresidn génica uterina relativa del receptor adrenérgico (B2 AR) en ratas control y obesas
en 4.5 gd. La proteina ribosomal L30 fue utilizada como control de expresién 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 2 AR en los Uteros en 4.5 gd al compararlos con los control (p<0.001)
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Figura 34: Expresion proteica relativa del receptor adrenérgico B2 (B2 AR) en Uteros 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: Analisis 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 B2 AR tanto a nivel génico como proteico en 4.5 gd.

Nuestro préximo objetivo fue determinar si la localizacién de 2 AR se ve alterada, o
no, en el utero en 4.5 gd como consecuencia de la obesidad. Para ello se llevd a cabo una
inmunofluorescencia contra el B2 AR en secciones de Utero.

Como se observa en la figura 35, B2 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 comparod su localizacidon entre Uteros provenientes de ratas

control y obesas, no se detectaron diferencias.

Control Obeso

Negativo

Figura 35: Localizacion del receptor adrenergico tipo 2 (B2 AR) en el Utero de ratas control y obesas en
4.5 gd. El color verde corresponde al 32 ARdado que se utilizé Alexa Fluor 488 como fluoroforo. Los
nucleos se visualizan en color rojo dado que fueron marcados con yoduro de propidio. En el control
negativo se omitié el uso de anticuerpo primario. E, estroma; Le, epitelio luminal; Ge, epitelio glandular;
Lm, capa muscular longitudinal; Cm, capa muscular circular. Barra= 500 um; n=5 /Grupo.

En conjunto, estos Ultimos resultados demuestran que la isoforma 2 de los AR es la
dominante en el Utero de rata en 4.5 gd; y que la obesidad estimula su expresidn tanto a nivel

génico como proteico sin modificar su localizacién.

11 La obesidad pre-concepcional altera la expresion génica del receptor 3

del dacido lisofosfatidico (LPA3) en titeros preimplantatorios

La activacidn transitoria del 2 AR produce una disminucién del mRNA LPA3 en el
raton (Chen et al. 2013); mientras que ratones deficientes de Ipa3 presentan un espaciamiento
anormal de los sitios de implantacion (Ye et al. 2006).

En vistas estas evidencias y al haber detectado un aumento en los niveles de 2 AR
en Uteros en 4.5 gd junto con alteraciones en el espaciamiento embrionario en ratas obesas, el

proximo objetivo fue evaluar la expresion uterina del LPA3 en ese estadio gestacional.
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Cémo se muestra en la figura 36 los animales obesos presentaron una menor
expresion uterina de mRNA de LPA3 respecto al grupo control (p<0.05), demostrando que la

obesidad modifica la expresidn génica del LPA3 en Gtero de la rata en 4.5 gd.
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Figura 36: Expresion génica del receptor 3 del 4cido lipofosfatidico (LPA3) en Uteros 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: Analisis densitométrico de los productos de PCR. Los
datos se expresan como medias +S.E.M. en unidades arbitrarias (u.a.). La densidad éptica especifica 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 contradctil del titero preimplantatorio

La peristalsis uterina es un factor clave en la regulacion del transporte utero-tubarico
embrionario, como asi 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 aqui
expuestos, que el préximo objetivo fue evaluar si la obesidad altera la peristalsis uterina en 4.5
gd. Para llevar a cabo este objetivo, se realizd la evaluacion de la actividad contractil
miometrial.

En la figura 37 se muestran trazos representativos de los patrones de contraccion
uterina espontanea evaluada en ratas control y obesas en 4.5 gd, donde pueden observarse

como la obesidad modifica el patrén de contraccidn uterina espontanea.
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Figura 37: Trazos representativos de patrones de contraccion espontaneos evaluados durante 20
minutos en Uteros de ratas control y obesas en 4.5 gd.

A partir de esos trazos, se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones,
asi como también la actividad integral (drea bajo la curva de fuerza en funcidn del tiempo).

Debido a la disparidad en el nimero de embriones presentes en ambos cuernos
uterinos previamente descripto en las ratas obesas, resulté de interés evaluar si el patrén de
contraccion era diferente en ambos cuernos uterinos.

En la tabla 8 se exponen los resultados obtenidos para ambos cuernos uterinos (C1y
C2); ademas, para cada parametro evaluado se calculé la relacién entre ambos cuernos
(C2/C1) a fines de facilitar el analisis estadistico.

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 contraccidon 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 andlisis,

que en lo sucesivo se compararon los promedios obtenidos entre ambos cuernos uterinos para

cada animal.
Control Obeso
Cuernos uterinos Cuernos uterinos
Relacion Relacion
Parametro (0 G2 c2/c1 Cc1 Cc2 c2/c1
Frecuencia
(1/s) 0.010.01 0.01+0.01 1.35+0.16 0.02+0.01 0.02+0.01 0.95+0.06
Amplitud
(mN) 14.7542.49 14.69+1.467 1.09+0.21 26.31+1.46 24.58+2.80 | 0.93+0.09
Actividad
integral
(mN.s) 2293,02+432.42 |12030,094584.32 | 0.9410+0.21 | 3410,09+59.99 | 4169,08+70.87 | 0.90+0.18

Tabla 8: Andlisis de la actividad contractil espontanea uterina en ambos cuernos uterinos (C1 y C2)
provenientes de ratas control y obesas en 4.5 gd. El cuerno uterino que presentd el mayor nimero de
embriones viables se denomind cuerno 1, mientras que al otro cuerno se lo denomind 2. Los parametros
calculados fueron: frecuencia, amplitud y actividad integral (area bajo las curvas de fuerza en funcién 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 Uteros provenientes de ratas obesas comparadas
con los controles (Figura 38 By C; p<0.01 y p<0.05, respectivamente).

Estos resultados demuestran que la obesidad incrementa la actividad contractil

uterina espontdnea en ratas en 4.5 gd.
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Figura 38: Efecto de la obesidad sobre la actividad contractil uterina espontanea en ratas de 4.5 gd. El
andlisis de la actividad contractil espontdnea incluyé: (A) frecuencia, (B) amplitud y (C) Actividad integral
(area bajo las curvas de fuerza en funcion 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 contractil uterina
espontdnea en animales obesos a pesar de éstos presentar un aumento en los niveles uterinos
de B2 AR, receptor cuya activacion estimula la relajacién uterina, nos llevd a evaluar si la
cadena de sefializaciéon desencadenada por el B2 AR tenia la capacidad, o no, de ser activada
en los animales obesos. Para ello, se evalué la actividad contractil en respuesta a un agonista
selectivo del B2 AR (Salbutamol) en el Uteros de ratas control y obesas en 4.5 gd.

En la figura 39 se observa el perfil de respuesta de los Uteros a concentraciones
crecientes, evidenciandose que tanto los Uteros provenientes de ratas control como obesas

responden al salbutamol, disminuyendo su actividad contractil.
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Figura 39: Trazos representativos de patrones de contraccidn 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 calculd la amplitud, frecuencia y actividad integral de
contraccion de las curvas en respuesta a salbutamol, y fueron relativizadas a las evaluadas
espontdaneamente para realizar las comparaciones entre ambos grupos experimentales (Figura
40).

Al analizar las curvas de ratas control, se encontré que la amplitud de las mismas
disminuyd significativamente respecto de la espontdnea desde la dosis de 5 ng/ml de
salbutamol, manteniéndose asi 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 disminucidn significativa de la amplitud se
observd 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
concentracién de salbutamol, se encontré que las amplitudes fueron menores en los Uteros
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 detectd una disminucidn significativa respecto de la frecuencia espontdnea
al administrar 500 ng/mlde salbutamol (p<0.01; Figura 40B). En el grupo obeso, la frecuencia
de las contracciones disminuyd 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 concentracion de salbutamol, se encontré que los Uteros de animales obesos presentaron
una frecuencia significativamente menor que los controles para la concentraciéon 50 ng/ml
(p<0.05).

Por otro lado, en el grupo control se detectd una disminucién de la actividad
contractil integral respecto de la espontanea 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 detecté una disminucidn significativa del area bajo la curva de contraccidn
(Figura 40C) respecto de la espontanea para todas las concentraciones de salbutamol
evaluadas (0,05 a 500 ng/ml; p<0,001).

Cuando se compararon dichas areas entre los animales control y los obesos para
cada concentracién de salbutamol, éstas resultaron menores en el grupo obeso en
comparacién 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 Uteros en 4.5 gd.
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Figura 40: Efecto de la obesidad sobre la actividad contractil uterina en respuesta a salbutamol en ratas
de 4.5 gd. El andlisis incluyd: (A) frecuencia, (B) amplitud y (C) actividad integral (area bajo las curvas de
fuerza en funcion de tiempo) de la contracciéon en funciéon del logaritmo de la concentracidon de
salbutamol (0.05-500 ng/ml). Cada concentracion fue evaluada durante 7 minutos y normalizados a la
amplitud espontanea. 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 concentracién de agonista,
mientras que @ p<0.05, # p<0.01y & p<0.001 indican diferencias significativas en comparacién con la
actividad espontdnea del grupo.
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13 La expresion uterina del receptor nuclear activado por proliferadores
peroxisomales gamma (PPARY) se ve disminuida durante, la pre-

implantacién, como consecuencia de la obesidad pre-concepcional.

Debido al aumento de la actividad contrdctil uterina espontdnea 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 (PPARY) en el mantenimiento de la quiescencia
uterina (Dunn-albanese et al. 2004), el préoximo objetivo propuesto fue evaluar la expresion
uterina de PPARy en animales control y obesos en 4.5 gd.

Como se observa en la figura 41, PPARY se expresa en el Utero tanto de ratas control
y obesas en 4.5 gd. La expresion proteica de dicho factor de transcripcion resulté ser mas baja

en Uteros de animales obesos que en controles (p <0.05; Figura 41).
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Figura 41: Expresion proteica relativa del receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales
gamma (PPARY) en Utero 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: Anilisis densitométrico del western blot. Los datos se expresan como la media + S.E.M.;
n =5/ Grupo; *p <0.05 respecto al grupo control
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Conclusiones parciales I1

Los resultados hasta aqui expuestos permiten concluir que la obesidad materna pre-
concepcional altera el desempefo reproductivo en ratas hembras, generando sub-fertilidad y
demora la concepcion.

En este capitulo se describe, ademds, que la obesidad materna pre-concepcional retrasa la
llegada de los embriones al utero materno, alterando la manera en que los embriones se
posicionan en el utero antes de que ocurra la implantacion. Por un lado, genera una disparidad
en el numero 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 numero de embriones presentes en ambos cuernos uterinos es consecuencia de la
disminucion 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 encontré que la obesidad generd alteraciones en los principales factores que lo
regulan; en uteros de gestantes obesas se detecté una disminucion en la expresion de Lpa3 y de
PPARY, concomitantemente con un aumento en la expresion uterina de 62AR, una mayor
sensibilidad uterina a salbutamol (agonista selectivo 62AR) y un aumento de la actividad
contrdctil uterina espontdnea, cuando se las compard con uteros control. Esto no es un hecho
menor, dado que el mantenimiento de la quiescencia uterina resulta un factor clave para
garantizar una correcta implantacion embrionaria.

Respecto del efecto de la obesidad sobre la descendencia, se observo un desfasaje en el
desarrollo de los embriones en gestantes obesas respecto de las control. Pese a ello, el numero
total de sitios de implantacion (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 implantacion y es por ello que pese a las diferencia de estadio y
localizacion de los embriones respecto al grupo control, estos embriones lograran implantarse.

Las alteraciones uterinas producidas por la obesidad materna descriptas hasta aqui,
sumado a las alteraciones hormonales que las gestantes obesas presentaron al avanzar la
gestacion (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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CAPITULO III: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA OBESIDAD SOBRE EL
AMBIENTE UTERINO PRE-CONCEPCIONAL

El hecho de encontrar que la obesidad materna generé macrosomia fetal nos sugirié que
ambiente uterino podia verse alterado por la obesidad. En el capitulo Il demostramos que,
efectivamente, el ambiente intrauterino se ve afectado como consecuencia de la obesidad
materna; generando alteraciones en todos los periodos gestacionales evaluados: pre-
implantacién, post-implantacion temprana y gestacion tardia. Estos hallazgos llevaron a
preguntarnos si el ambiente intrauterino se veria afectado por la obesidad previamente a que
ocurra la concepcidn. Es por ello que el siguiente objetivo fue evaluar el microambiente

uterino en animales en ciclo (pre-gestantes).

1 EI ambiente uterino se ve alterado como consecuencia de la obesidad

antes de que ocurra la concepcion.

El suministro de glucosa y su metabolismo resultan indispensables para que ocurra la
diferenciacion endometrial hacia un estado receptivo que propicie la implantacion
embrionaria (Wolff et al. 2003; Frolova y Moley 2011a). Las proteinas transportadoras de
glucosa (GLUT) son las encargadas de mediar el ingreso de este azlcar 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 estimulo de
insulina (Holman 2018).

Si bien el Utero no ha sido descripto como un érgano blanco cldsico de insulina
(Zhang et al. 2016), existe amplia evidencia que sugiere que la insulina tiene un efecto directo
sobre la funcién endometrial, modificando la expresién génica, la sintesis de proteinas, la
division celular y el transporte de glucosa en el Utero (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

captacién de glucosa por parte del Utero y analizar si éste resulta un drgano sensible a insulina.
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1.1 La obesidad induce resistencia a insulina a nivel uterino por
mecanismos que involucran la disminucion en la expresion génica del

receptor de insulina.

La incorporacién de glucosa fue evaluada ex vivo en Uteros provenientes de
animales control y obesos luego de realizados los 60 dias de protocolo dietario. Se cuantifico la
incorporacién uterina de glucosa en condiciones basales y bajo el estimulo de insulina.

La captacién basal de glucosa fue similar en Uteros provenientes de ratas control y
obesas. Insulina estimuld la captacién de glucosa por parte de los uteros control 1.6 veces
respecto del basal (p<0.05), mientras insulina no tuvo efecto sobre la captacion de glucosa en

Uteros provenientes de ratas obesas (figura 42).
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Figura 42: Incorporacién uterina de 2D-glucosa en animales control (barras verdes) y obesos (barras
violetas) pre-gestantes en condiciones basales (barras lisas) y frente al estimulo 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
condicion basal.

Estos resultados muestran, por un lado, que el Utero de la rata es un drgano
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 expresidn 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 Uteros de animales obesos en comparacién con los controles (p
<0.05, Figura 43 C). Por su parte, la expresidon génica tanto de Glut-1 domo de Glut-4 no se

vieron modificadas como consecuencia de la obesidad (Fig. 43 Ay B).
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Figura 43: Expresion génica de: (A) Glucotransportador tipo 1 (Glut-1), (B) Glucotransportador tipo 4
(Glut-4), (C) Receptor de insulina (InsR), evaluadas en Uteros de animales de control y obesos pre-
gestantes. Paneles superiores: Imagenes representativas de la electroforesis en gel de agarosa de los
productos amplificados por PCR. Paneles inferiores: Andlisis densitométricos de los productos de PCR.
Los valores se expresan como medias +S.E.M. de la densidad éptica especifica 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 regulacién
transcripcional del InsR a nivel uterino; pudiendo esto contribuir con al desarrollo de

resistencia a insulina local en los animales obesos.

1.2 La expresion génica del factor 1« inducible por hipoxia (Hif 1a) 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 1a inducible por hipoxia (Hif 1a). La hipoxia celular es un estado cominmente
asociado a la obesidad que se produce como consecuencia del exceso de tejido adiposo (Srdic
et al. 2010). En esas condiciones, Hif 1a se activa, regulando la transcripcion de mas de 100
genes diana, entre los que se encuentran los transportadores de glucosa y el InsR (Semenza
2011; Gorgens et al. 2017). Es por ello, que resultd interesante analizar si la expresidn uterina
de Hif 1a se modifica como consecuencia de la obesidad.

Como puede observarse en la figura 44, la expresidn génica de Hif 1a fue mayor en

Uteros 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

expresién génica de Hif 1a en este drgano.
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Figura 44: Expresion génica del factor 1a inducible por hipoxia (Hif 1a) en Gteros 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: Analisis densitométricos de los productos de PCR.
Los valores se expresan como medias +S.E.M. de la densidad éptica especifica 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 expresion proteica del receptor nuclear activado por
proliferadores peroxisomales gamma (PPARY) no se ve alterada en el

uitero como consecuencia de la obesidad.

El receptor nuclear activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARY) se
destaca por su rol en la regulacidon del almacenamiento de acidos grasos, del metabolismo de
la glucosa y de la capacidad de respuesta a insulina en diversos tejidos (Armoni et al. 2007).
Por esta razén, nuestro préoximo objetivo fue evaluar la expresidn proteica de este factor de
transcripcién en Utero de animales pre-gestantes.

Como se observa en la figura 45, tanto los Uteros provenientes ratas control como
obesas expresan la isoforma Y de PPAR. El analisis densitométrico reveld que la expresion
proteica de PPARY no se ve alterada como consecuencia de la obesidad a nivel uterino (Figura

45).
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Figura 45: Expresion proteica relativa del receptor de proliferacion peroxisomal gamma (PPARY) en
Utero 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: Analisis 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 proliferacion celular a nivel

uterino.

Estudios previos han demostrado que la obesidad es un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer endometrial (Setiawan et al. 2013), es por lo que resultd de interés
evaluar si la obesidad altera la proliferacién celular en el Utero de la rata pre-gestante.

Como se observa en la figura 46, la inmunodeteccion de PCNA reveld que la
proliferacién celular varié entre animales control y obesos como asi también dentro de los
compartimentos uterinos.

Los mayores indices de proliferacion fueron detectado en las células epiteliales
luminales, seguidas de las células estromales, tanto en el Utero de las ratas control como
obesas; mientras que el epitelio glandular fue el que presentd una menor cantidad de células
en proliferacion en ambos grupos (Figura 47).

Los Uteros de ratas obesas presentaron un mayor nimero de células en proliferacion
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: Inmunodeteccién del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) en tejido uterino de
ratas control (a, cy e) y obesas (b, d y f) pre-gestantes. La inmunomarca (evidenciada como nucleos de
color marrén) fue detectada en el epitelio glandular (eg) y epitelio luminal (el) asi como también en el

estroma (E). Las escalas se grafican con las barras y se expresan en um.
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Figura 47: Evaluacién del nimero de células inmunoreactivas contra el antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA +) en los diferentes tipos celulares (estromales y epiteliales de tipo luminales o
glandulares) presentes en los Uteros 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 proliferacion celular
se veia asociado con alteraciones en la histologia y/o en los pesos uterinos.
Se detectd que el peso uterino relativo fue similar entre animales controles y obesas

(Figura 48).
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Figura 48: Relacion 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 continuacién se realizé una examinacidon microscopica de las secciones uterinas.
Los epitelios luminales y los tipos de glandulas fueron analizados utilizando el criterio de Scully
(Scully et al. 1994; Gunin et al. 2001); detectandose que todos los endometrios eran aspecto
normal. Los Uteros provenientes tanto de ratas control como obesas presentaron un epitelio
luminal de tipo cubico a cilindrico simple (Figura 49 c y d) y glandulas de tipo normales

delimitadas por un epitelio de tipo cubico simple (Figura 49 (e y f)).
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Figura 49: Secciones de uUteros coloreados con tricrdmico de Masson representativas de animales
control (a, cy e) y obesos (b, d y f). (a y b) imdgenes topograficas de los Uteros; (c y d) observese el
epitelio luminal simple de tipo cubico a cilindrico; (e y f) detalle de glandulas 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 um

El grosor endometrial (Figura 50 A) asi como el miometrial (Figura 50 B) fueron
similares en Uteros de ratas control y obesas; sin verse alterada tampoco la relacion entre

ambos (Figura 50 C).
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Figura 50: (A) Grosor endometrial (B) Grosor miometrial (C) Relacién entre el grosor endometrial y
miometrial, medidos en secciones uterinas de animales control (barras verdes) y obesos (barras
violetas)en pre-gestacion. Los resultados se expresan como media = S.E.M ; n =5/ Grupo.

Estos resultados demuestran que la obesidad genera una alteracion en la
proliferacién celular uterina sin que esta se vea traducida en aumento del grosor endometrial,

miometrial, ni del peso uterino.

3 La expresion uterina del receptor adrenérgico 2 se ve disminuida en

animales pre-gestantes como consecuencia de la obesidad.

Como se describid en el capitulo Il de este trabajo de tesis, la obesidad materna
produjo, en 4.5 gd, un aumento en la expresion uterina del 2 AR asociada con alteraciones en
la actividad contractil uterina. El proximo objetivo fue determinar si dichas alteraciones se
establecen antes de la concepcidn o si lo hacen durante la gestacion.

En primera instancia se realizd un ‘screening” de las diferentes isoformas de los AR
en el Utero de ratas controles y obesas pre-gestantes (Figura 51).

Las isoformas detectadas fueron: a 1A AR, a 2A AR, a 2B AR, a 2C AR y B2 AR; todas
ellas presentes tanto en el Utero de ratas control como obesas. No se detectd la expresion
génica de las isoformas: a1B AR, B1 AR y B3 AR ni en Gteros control ni en los provenientes de
ratas obesas. Observandose que B2 AR es la isoforma dominante tanto en el Utero 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 Uteros de ratas
control y obesas pre-gestantes. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como
control de expresidn constitutiva. +: Control positivo; -: Control negativo; n =5 / Grupo.

Al cuantificar los niveles del mARN uterinos que codifican para el B2 AR, se encontré

que éstos fueron inferiores en el grupo obeso que en el grupo control (p<0.001, Figura 54).
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Figura 52: Expresion uterina relativa del ARNm que codifica para el receptor adrenérgico B2 (B2 AR) en
ratas control y obesas pre-gestantes. El ARNm que codifica para la proteina ribosomal L30 fue utilizado
como control de expresidn 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 expresion proteica de dicho receptor, se encontré que los Uteros de

ratas obesas presentaron niveles inferiores de 2 AR que los controles (p<0.01, Figura 55).
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Figura 53: Expresion proteica relativa del receptor adrenérgico B2 (B2 AR) en Uteros 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: Analisis 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 inmunolocalizaciéon del 2 AR permitié determinar que, en el estadio de pre-
gestacion, 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; observandose un patréon similar tanto en animales control como obesos (Figura

54).

Negativo

10x

20x

Figura 54: Localizacion del receptor adrenérgico tipo B2 (B2 AR) en el Utero de ratas control y obesas
pre-gestantes. El color verde corresponde al B2 ARdado que se utilizd Alexa Fluor 488 como fluoroforo.
Los nucleos se visualizan en color rojo dado que fueron marcados con yoduro de propidio. En el control
negativo se omitié el uso de anticuerpo primario. E, estroma; Le, epitelio luminal; Ge, epitelio glandular;
Lm, capa muscular longitudinal; Cm, capa muscular circular. Barra= 500 um; n=5/Grupo.
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Estos resultados permiten concluir que la obesidad altera la expresién uterina del 32
AR desde antes de la concepcidn, disminuyendo su expresidén tanto a nivel transcripcional

como traduccional, sin modificar su localizacion en dicho érgano.

4 La obesidad no modifica la expresion uterina del receptor 3 del dcido

lisofosfatidico (Lpas)

Debido a que en 4.5 gd los Uteros de animales obesos presentaron una disminucion
en la expresion génica del Lpas y dada la relacidn entre Lpaz y los B2 AR, el siguiente objetivo
fue determinar si la expresion de Lpas se ve alterada desde antes de la concepcién como
consecuencia de la obesidad.

Como se observa en la figura 55, los niveles del mRNA que codifica para el Lpa;

fueron similares en Uteros de ratas control y obesas pre-gestantes.
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Figura 55: Expresion génica del receptor 3 del acido lipofosfatidico (Lpas) en Uteros 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: Andlisis densitométrico de los productos de PCR. Los
valores se expresan en unidades arbitrarias (u.a) como medias +S.E.M. de la densidad éptica especifica
normalizada contra gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); n=5/Grupo.

5 La obesidad no modifica la actividad contrdctil uterina espontdnea

antes de que se produzca la concepcion.

Habiendo encontrado niveles uterinos mas bajos de B2 AR en ratas obesas pre-

gestantes y siendo este un factor clave que estimula la relajacién del miometrio, el siguiente
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objetivo fue analizar si la obesidad altera la actividad contrdctil uterina en ratas antes de la
concepcion.

En la figura 56 A se muestran trazos representativos de los patrones de contraccidn
espontanea evaluados en Uteros de ratas control y obesas en pre-gestacion.

A partir de esos trazos se calcularon la amplitud y la frecuencia de las contracciones,
asi como también la actividad integral (area bajo la curva). Como se ilustra en la Figura 56, el
analisis de la actividad contrdctil espontanea revelé que la obesidad no alteré la amplitud
(Figura 56 B), la frecuencia (Figura 56 C) ni la actividad integral de las contracciones

espontdneas del Utero pre-gestante (Figura 56 D).

A
Control Obeso
40- 40-
= =
£ E
B g
g 5
z 2
0 o
L —
100s 100s
B C D
0025 40 3000
_oo0{ T ] _z T
S z ¥ T %ézaoa-
= 00157 E g
§ 3 204 338
3 0010+ s £2 0]
o E 55
- 101 N
0005 3
0.000 0 o=
Control  Obeso Control  Obeso Control  Obeso

Figura 56: Efecto de la obesidad sobre la actividad contractil uterina espontdnea evaluada durante 20
minutos en ratas pre-gestantes. (A) Trazos representativos de los patrones de contraccién evaluados en
Uteros de ratas control y obesas. El analisis de dichas curvas incluyd: (B) frecuencia, (C) amplitud y (D)
actividad integral de contraccion (area bajo las curvas de fuerza en funcion del tiempo). Los datos se
expresan como la media + S.E.M.; n = 5/Grupo.

6 La obesidad genera, antes de la concepcion, una menor sensibilidad

uterina a Salbutamol, agonista selectivo del receptor adrenérgico 2.

El préximo objetivo fue determinar si la cadena de sefializacion desencadenada por
el B2 AR tiene la capacidad de ser activada en los animales obesos pre-gestantes, a pesar de
presentar éstos una disminucion en la expresion de dichos receptores. Para ello, se evalud la

respuesta uterina a salbutamol, un agonista selectivo de 2 AR.
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En la figura 57 se muestran trazos representativos de los patrones de contraccion
uterinos en respuesta a dosis acumulativas de Salbutamol (0.05-5000 ng/ml) de ratas control y
obesas antes de que ocurra la concepcidn; donde puede evidenciarse que tanto los Uteros de
los animales control como obesos respondieron al estimulo de salbutamol, disminuyendo su

actividad contractil.

Control
40
=
E
m
N
Q
3
L
0 I
200s
t t t t t t
0,05 0,5 5 50 500 5000  ng/ml
Obeso
40-
=
E
(©]
s
[}
3
[N
D,
I
200s
t t t t t t
0,05 0,5 5 50 500 5000 ng/ml

Figura 57: Trazos representativos de patrones de contraccidn 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, relativizandolas a las evaluadas espontdaneamente (Figura 58).

En el grupo control, salbutamol disminuyé significativamente la amplitud de las
contracciones respecto de la espontanea 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 disminucién significativa de la amplitud se evidencio 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 concentracidon de salbutamol, éstas resultaron mayores en los Uteros 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 contraccién, se observé una disminucién significativa,
respecto de la actividad contractil espontanea, 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
modifico la frecuencia de contraccion (Figura 58 A).

Cuando se compararon las frecuencias para cada concentracidon de salbutamol, se
observé que éstas fueron significativamente mayores en el grupo obeso en comparacion a la
del grupo control a partir de la concentracion 50 ng/ml, manteniéndose para las sucesivas de
500 ng/mly 5000 ng/ml (p <0.001, p <0.05 y p <0.01, respectivamente).

En el grupo control, salbutamol produjo una disminucién en la actividad contractil
integral uterina para todas las concentraciones evaluadas (0,05 a 5000 ng/ml) respecto de la
espontdnea (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 Uteros 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 Uteros de los animales obesos pre-gestantes requirieran de
mayores concentraciones de salbutamol para inhibir su contraccidn pone en evidencia que la

obesidad genera una menor sensibilidad de los Uteros a este estimulo de relajacidn.
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Resultados

Figura 58: Andlisis de la amplitud, frecuencia y actividad integral de contraccion en funcién del logaritmo

de la concentracién de salbutamol (0.05-5000 ng/ml) en Gteros de animales control y obesos pre-

gestantes. El efecto de la dosis de Salbutamol fue analizado durante 7 minutos y normalizados a la

amplitud espontdnea. 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 concentracion

de agonista, mientras que ¢ p<0.05 # p<0.0ly 6 p<0.001 indican diferencias significativas en

comparacién con la actividad espontanea medida de cada grupo.
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Conclusion parcial III:

En este capitulo se demuestra que la obesidad induce resistencia a la insulina uterina por
mecanismos que involucran la disminucion en la expresion génica del InsR y el aumento en los
niveles uterinos de Hifla en animales pre-gestantes.

Ademds de esas disrupciones, se comprobd que la obesidad incrementa la proliferacion
celular en los uteros sin ello reflejarse en cambios en el indice Utero-somdtico como asi
tampoco en el grosor endometrial/miometrial.

Por otro lado, la actividad contrdctil uterina espontdnea no se vio modificada como
consecuencia de la obesidad. Pese a ello, los uteros de ratas obesas presentaron una menor
sensibilidad a salbutamol, un agonista de 82 AR que induce la relajacion miometrial. Esta
menor sensibilidad resulta coherente con la disminucion en la expresion uterina de 62 AR
detectada en los animales obesos.

Por tanto, los resultados aqui descriptos demuestran que la obesidad altera el ambiente
uterino afectando su metabolismo y funcionalidad antes de que ocurra la concepcion, lo que

sugiriere que estos animales enfrentarian una gestacion en condiciones no optimas
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Combatir la obesidad es actualmente, sin duda, uno de los retos mas grandes que se
enfrentan a nivel mundial debido al inminente aumento de su prevalencia en las ultimas
décadas (Swinburn et al. 2004). Esta patologia afecta tanto a paises desarrollados como en
desarrollo, sin ser América Latina, y en particular Argentina, excepciones a ello (Popkin y
Reardon 2018; Ministerio de Salud de la Nacion 2013).

La obesidad se asocia a numerosos problemas de salud, incluyendo aquellos relacionados
con la salud reproductiva. En relacién a ello, se ha descripto que la obesidad produce
alteraciones del proceso ovulatorio, vinculdndose muchas veces con la anovulacion (Giviziez et
al. 2016). Incluso en ausencia de disfuncién 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 patologia,
desconociéndose aun las posibles causas.

Ademas, se ha demostrado que, durante las primeras etapas de la vida, la exposicién
intrauterina a un entorno obesogénico causa modificaciones epigenéticas en la descendencia
gue aumentan la susceptibilidad de ese individuo a desarrollar enfermedades como diabetes
tipo 2, hipertension, obesidad y sindrome metabdlico al alcanzar la adultez (Neri y Edlow
2016).Es por ello que serian vastos los beneficios si pudieran prevenirse dichas alteraciones
gestacionales y de programaciéon fetal intrauterina asociadas a la obesidad materna. Asi,
profundizar en el conocimiento general de dicha patologia, investigando los mecanismos
implicados en la alteracidn del ambiente intrauterino como consecuencia de la obesidad
materna, resulta fundamental para el avance en la resolucion de dicha problematica de salud
publica.

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 gestacion. En particular se
estudio si la obesidad afecta el desempefio reproductivo femenino y si el mecanismo a través
del cual lo hace involucra alteraciones en el ambiente intrauterino y/o en el proceso de
implantacién embrionaria. Evaludndose, ademas, 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
utilizé 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), fendmeno caracteristico y exclusivo de la alimentacién 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
administraciéon de CAF durante 60 dias; y el consecuente aumento en el peso corporal de los
animales. Previamente habiamos 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 ultimo ha sido ampliamente descripto en la bibliografia, 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). Ademas, 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 verifico,
ademads, que en las ratas alimentadas con CAF desarrollan intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina. Conocer el perfil metabdlico de los animales obesos permitié concluir
gue el modelo de obesidad inducido por CAF utilizado en el presente trabajo representa a la
subpoblacién de mujeres obesas que cursan esta patologia asociada a hiperglucemia e insulino
resistencia. En relacién 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 ovarica y altera los ciclos estrales, el proceso ovulatorio y el
metabolismo glucidico a nivel ovérico (Bazzano et al. 2015; Bazzano et al. 2017). Es por ello
que en el presente trabajo resulté de interés evaluar si dichas alteraciones ovaricas generan
alteraciones en el desempefio reproductivo. En efecto, nuestros resultados demuestran que la
obesidad genera un retraso en alcanzar la concepcion, 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).

Ademas, en el presente trabajo demostramos que la obesidad genera una disminuciéon 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 gestacién, aqui describimos que el peso
corporal de las gestantes obesas fue superior al de las controles durante el transcurso de la
gestacién a pesar de haberse alimentado de manera similar durante este periodo;
evidenciandose asi 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
concepcion. Ademas de esa exacerbada ganancia de peso materno durante la gestacidn,
encontramos que la obesidad materna genera macrosomia fetal, demostrandose asi que la
obesidad materna pre-concepcional afecta el desarrollo fetal incluso frente a un entorno
nutricional normal durante el trascurso de la gestacion. Si bien histéricamente se asocid 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 metabdlicos en la vida adulta (Araujo et al.
2017) como el sindrome metabdlico (Hermann et al. 2010), la diabetes mellitus tipo 2 (Wei et
al. 2003) y la obesidad (Sgrensen et al. 1997; Ehrenberg et al. 2004). De esa manera, el
fenotipo obeso pareceria perpetuarse dado que los hijos de madres obesas presentaran
alteraciones metabdlicas en la adultez que transmitiran a las futuras generaciones.

Los hallazgos hasta aqui discutidos condujeron a hipotetizar que la obesidad materna pre-
concepcional modifica el entorno intrauterino al que estd expuesto el feto durante la
gestacion, condicionando asi 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 Utero. Este resultado concuerda con observado por nuestro grupo de
investigacion, previamente, a nivel ovarico (Bazzano et al. 2017).

El desarrollo de resistencia a la insulina a nivel uterino no es un hecho menor dado que
este drgano presenta un requerimiento alto de energia necesario para mantener su actividad
(Frolova y Moley 2011a; Zhang et al. 2016). Aqui se demuestra, por primera vez, que los
mecanismos a través de los cuales la obesidad genera resistencia a la insulina uterina
involucran la disminucion de la expresién génica del InsR, sin alterar la de Glut-1 y Glut-4. Cabe
aclarar que dado que la insulina controla el trafico de GLUT-4, con nuestros resultados no se
puede descartar que en los animales obesos, el trafico de GLUT-4 no esté alterado a pesar de
que su expresion génica no se vea alterada. Nuevos experimentos estan siendo desarrollados
con el fin de comprobarlo.

La sensibilidad a insulina esta controlada por numerosos factores entre los que se destaca

un estado de hipoxia celular, condicidn frecuentemente observada en obesidad debido a la
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excesiva deposicion 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 expresion del factor de
transcripcién inducible por hipoxia (HIF) tanto a nivel genético como a nivel proteico en
diversos sistemas (Quaegebeur et al. 2017) y que la isoforma HIFla se estabiliza en
condiciones de hipoxia y es rapidamente degradado en normoxia, mientras que HIF1R se
expresa constitutivamente (Semenza 2004). De esta manera, HIF1la funciona como el principal
regulador de la respuesta homeostatica celular y sistémica a hipoxia mediante la activacion de
la transcripcion 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 oxigeno o facilitan la adaptacion metabdlica a la hipoxia (Semenza
2004; Maybinet al. 2018).

El hecho de encontrar, aqui, mas alta la expresion de Hif-1a en el Gtero de los animales obesos
gue en los controles demuestra, por primera vez, que la obesidad induce hipoxia en el Utero.
Por tanto, la induccidn 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
disminucién en los niveles uterinos del InsR detectado en estos animales.

El papel de la via de sefializacién mediada por HIF en la tumorogénesis y la respuesta
clinica a los tratamientos anti tumorales han sido bien establecidos debido a las areas de baja
oxigenacion que muchos tumores presentan y la consecuente hipoxia intra-tumoral (Semenza
2010). La expresion elevada de HIF 1a ha sido correlacionada con el riesgo de mortalidad en
diversos tipos cancer, entre los que se encuentra el de Utero (Semenza 2010). En relacién a
ello, se sabe, ademas, que la obesidad aumenta el riesgo de contraer cancer de endometrio
(Setiawan et al. 2013). Por todo lo expuesto resultd de interés evaluar la actividad proliferativa
en Uteros de animales obesos. Nuestros resultados muestran que la obesidad aumenta las
tasas de proliferacion en células epiteliales luminales como en células estromales
endometriales concomitantemente con el incremento en los niveles uterinos de Hifla. Estos
hallazgos pueden ser indicativos de un aumento en la vulnerabilidad del tejido endometrial a
desarrollar céancer en los animales obesos. Sin embargo, el aumento en las tasas de
proliferacién podria ser compensado por un aumento en las tasas de apoptosis y, como
consecuencia de ello, el tejido uterino conservaria su homeostasis. De hecho, aqui observamos
que la obesidad no altera ni el grosor endometrial y miometrial ni el peso uterino.
Complementar este estudio con la identificacion de marcadores de cancer endometrial, como
asi también, evaluar la apoptosis tisular permitirian ser mas concluyentes al respecto. Nuevos

experimentos estan siendo disefiados para tal fin.
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El metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina estd controlada, ademas, por
otros factores de transcripcidn. En este sentido, PPARY se reconoce como un regulador
maestro de la homeostasis de la glucosa; es por ello que agonistas de PPARy, como las
tiazolidinedionas, pioglitazona y rosiglitazona, son prescriptos actualmente como anti-
diabéticos y sensibilizadores de la insulina (DeFronzo 1999).

Aqui se detectd que la expresidn proteica de PPARy no se ve afectada a nivel uterino como
consecuencia de la obesidad, sugiriendo que este factor de transcripcién no seria el que regula
la insulino resistencia uterina en nuestro modelo experimental. Sin embargo, que los niveles
de PPARy no estén alterados no implica que su funcién no lo esté. Complementar el presente
estudio con la evaluaciéon de ligandos enddégenos de PPARy, como también de los factores rio
debajo en su cadena de sefializacion, permitiria poder ser mas concluyente al respecto.

Todas las evidencias discutidas hasta aqui demuestran que la obesidad afecta el ambiente
uterino previo a que ocurra la concepcidn, ambiente que, si esta ocurriera impactaria en el
desarrollo embrionario y fetal (Barnes 2000). Asi, las alteraciones uterinas hasta aqui
descriptas en ratas obesas pudieron ser responsables no sdlo de la disminucién 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 llamé poderosamente nuestra atencion: la distribucion fetal uterina se ve
alterada en ratas obesas en 18.5 gd. En este sentido, aqui se demuestra que la obesidad
genera una disparidad en el nimero 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 fenédmeno que genera dicha disparidad, aqui se estudio la
distribucion embrionaria en estadios gestacionales mas tempranos. Esta fue detectada tanto
en post-implantacién temprana (5.5 gd) como en pre-implantacién (4.5 gd), demostrando que
dicha alteracién ocurre antes de que los embriones se implanten en el Utero.

Por otro lado, el andlisis de los embriones durante la pre-implantacién evidencidé que la
obesidad materna pre-concepcional genera un aumento de embriones no viables; y que uno
de los cuernos uterinos presenta un mayor numero de embriones no viables que el
contralateral. Esto explicaria la disparidad en el nimero 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 implantaran y el cuerno uterino que los
contiene presentard, entonces, un menor numero de embriones/fetos mds tardiamente.

Ahora bien, lo sorprendente es que pese a dicha disparidad, el nimero total de embriones
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presentes en el Utero 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 mas
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 nimero de embriones. Asi, el nimero total de
embriones resulta similar entre animales control y obesos a pesar de la disparidad en el
numero de embriones presentes entre ambos cuernos uterinos en animales obesos.

Ademas de alterarse el nimero de embriones que se implantan en cada cuerno uterino
como consecuencia de la obesidad, durante la realizacion de esta tesis se detectd la alteracidon
en el espaciamiento entre los sitios de implantacidn en dichos animales. Se sabe que al llegar
al utero los embriones sufren el proceso de “espaciamiento”, durante el cual estos se separan
a lo largo del eje longitudinal uterino, impidiendo asi que la implantacién embrionaria ocurra
en un sitio inadecuado. De esta forma se previene el hacinamiento embrionario, evitandose 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
contraccién-relajacion de miometrio, fendmeno conocido como “peristalsis uterina”; quien ,
ademads, estimula el transporte Utero-tubdrico 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 contractil uterina.

La actividad contractil espontanea de los Uteros se vio incrementada en 4.5 gd como
consecuencia de la obesidad pre-concepcional. Los AR son factores claves en la regulacion 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 simpaticos, al unirse a ellos, regula la
actividad contractil. Al unirse a los aAR promueve la contraccion del miometrio, mientras que
al activar los BAR promueve la relajacién (Papka et al. 1996; Kuijsters et al. 2017). Los AR,
ademas, han sido involucrados en la patogénesis de la obesidad ya que controlan la lipélisis y
el gasto energético (Lafontan y Berlan 1993; Blaak et al. 1993). Se han descripto alteraciones
en sus niveles en tejido renal, adiposo e hipotaldmico de ratas con obesidad inducida por CAF
(Coatmellec-Taglioni et al. 2000; Lladé et al. 2002; Plut et al. 2002). Sin embargo, la expresion
de AR en el Utero de la rata era desconocida hasta la actualidad, como asi también lo era el
efecto de la obesidad sobre ellos. En este sentido, el presente trabajo describe por primera vez
el patrén de expresion génica de las diferentes isoformas de los AR en el Utero de la rata. Las
isoformas expresadas en el Utero de la rata son las a 1A AR, a 2A AR, a 2B AR, a 2C ARy B2 AR,

en concordancia con lo descripto en Utero de ratdon por otros autores (Chen et al. 2011).
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Ademas, los hallazgos obtenidos permiten concluir que la isoforma B2 AR es la dominante en
el utero de la rata.

La via de sefializacidn no clasica del B2 AR implica una inter-relacion con el Lpas (Chen et al.
2011; Hama et al. 2007). Se ha demostrado que, en el Utero de ratdn, frente a la activacion
transitoria del B2 AR, se produce una disminucién del mRNA LPA; (Chen et al. 2013), por lo que
éste se postula como otro mecanismo por el cual la activacién del B2 AR induce la relajacion
miometrial. Ademas, se ha visto que ratones knock out para LPA3 muestran alteraciones del
espaciamiento embrionario, retraso en implantacién y reduccidn del tamafio de la camada (Ye
et al. 2006). Si bien se ha reportado que la obesidad genera cambios marcados en la expresion
de los receptores de LPA en el corazén y en el tejido adiposo blanco en el ratén y en humano
(Brown et al. 2017), no ha sido descripta su expresion uterina en condiciones de obesidad.
Aqui demostramos por primera vez que la obesidad disminuye la expresion génica del LPA; en
uteros en 4.5 gd, concomitantemente con una up-regulacion en la expresién del 2 AR. Debido
a esto ultimo, se evalud la respuesta contractil de los Uteros frente a Salbutamol, agonista
selectivo del B2 AR; encontrandose que la obesidad genera una mayor sensibilidad al agonista.
Esto ultimo resulta coherente con esta produce un aumento los niveles uterinos del receptor
B2 AR. Sin embargo, a pesar de que éste promueve la relajacion miometrial, la contractilidad
uterina espontanea se incrementa como consecuencia de la obesidad. Estos resultados llevan
a pensar que la obesidad al genera un aumento de la contractibilidad uterina espontdnea, se
desencadenaria un mecanismo con fines compensatorios a través de la induccién de la
expresion del B2 AR uterina. La activacion de dicha cadena de sefializaciéon induciria la
relajacién miometrial de manera compensatoria.

El hecho de que la obesidad induzca la expresién uterina del B2AR pero no disminuya la
actividad contractil espontanea de ese tejido, sino por el contrario, la aumente; sugiere que la
obesidad estaria modificando otros factores que controlan la peristalsis uterina en este
estadio. Motivados, entonces, por estudiar otros mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion de la actividad contractil uterina que pudiera explicar dicha contradiccién, se evalud
la expresion uterina de PPARy, factor de transcripcién involucrado en el mantenimiento de la
quiescencia uterina que regula, ademads, el proceso implantatorio (Vitti et al. 2016; Rizzo et al.
2009; Froment et al. 2006; Dunn-Albanese et al. 2004). Aqui describimos que la obesidad
down-regula la expresidn uterina de PPARy en 4.5 gd. En relacidn a ello, se ha demostrado que
la activaciéon de PPARy suprime la sintesis de novo de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), enzima
limitante de la sintesis de prostaglandinas (Subbaramaiah et al. 2001; Szczepanska et al. 2018;
Simonin et al. 2002). Las prostaglandinas cumplen un rol vital en el mantenimiento del tono

contractil miometrial e inhibidores de COX2, como la indometacina y celecoxib resultan ser
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agentes tocoliticos (Reinebrant et al. 2015). Ademas, se ha descripto que la obesidad e insulino
resistencia, ambas caracteristicas presentes en nuestro animales, se asocia con un aumento de
COX-2 en diferentes tejidos (Sookvanichsilp y Pulbutr 2002; Mufioz et al. 2015). Estas
evidencias permiten sugerir que la obesidad al inhibir la expresién uterina de PPARY
estimularia la sintesis de COX-2, lo que produciria un desbalance en la sintesis uterina de
prostaglandinas. Pudiendo esto ultimo explicar el aumento de la actividad contractil uterina
detectada en los animales obesos en 4.5 gd.

Ademas de todo lo expuesto, los resultados del analisis de la actividad uterina contractil en
4.5 gd en respuesta a Salbutamol permite concluir, ademas, que los Uteros de ratas obesas
tienen la capacidad de activar la via de sefializacién desencadenada por B2 AR. El hecho de que
espontdneamente esto no ocurra en condiciones de obesidad podria deberse a que ésta
genere una disminucién niveles del ligando enddgeno del B2 AR; asi dicha via de sefializacién
no se veria activa y consecuentemente no se induciria la relajacién miometrial.

Lo que si resulta claro y se demuestra aqui, por primera vez, es que la obesidad altera la
peristalsis uterina durante el periodo de pre-implantacién embrionaria, evidenciada aqui por el
aumento en la actividad contrdctil uterina espontanea en 4.5 gd. Esta alteracién podria
explicar el retraso en el descenso de los embriones del oviducto al lumen uterino detectado en
las ratas obesas, como asi también del espaciamiento embrionario andmalo detectado en
estos animales.

Todos los hallazgos hasta aqui discutidos condujeron a preguntarnos si la actividad
contractil uterina se veria alterada desde etapas previas a la concepcidn. Aqui se describe que
la obesidad no modifica la expresién génica uterina del LPA; pero produce una down-
regulacién sobre la expresién del B2AR, tanto a nivel génico como proteico, sin alter su
localizacién, antes de que ocurra la concepcién. Asi, aqui se demuestra que la obesidad
presenta un efecto diferencial sobre la expresidn uterina del 2 AR y el Lpa; dependiendo del
estadio reproductivo en que el animal se encuentra (pre-concepcién o pre-implantacién).

En pre-gestacion, la actividad contractil espontanea uterina no se ve modificada como
consecuencia de la obesidad. Sin embargo, ésta disminuye la sensibilidad uterina a Salbutamol,
probablemente como consecuencia de la disminucidn en los niveles uterinos de B2AR. Esta
menor sensibilidad del Utero obeso frente a un estimulo de relajacion no es un hecho menor,
dado que para que la implantacién ocurra correctamente el Utero debe permanecer en estadio
quiescente, requisito indispensable previo a la nidacién y la invasién decidual (Bulletti y Ziegler
2006). Asi, la alteracion en la quiescencia uterina detectada en los animales obesos pre-
gestantes, podria ser un marcador temprano de posibles problemas implantatorios, que

ocurririan si se produjera la concepcidon en estos animales. En relacion a ello, tanto estudios
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realizados en animales como investigaciones clinicas indican que cuando la implantacion
embrionaria en condiciones no éptimas, debido a alteraciones en el momento o en el sitio
donde se lleva a cabo, se producen efectos adversos sobre el desarrollo de la gestaciéon (Chen
et al. 2013; Song et al. 2002; Wang y Dey 2006). La contractilidad uterina inadecuada puede
conducir a embarazos ectdpicos, abortos espontdneos, sangrado retrégrado con dismenorrea
y endometriosis (Bulletti y Ziegler 2006; Chen et al. 2013). En este sentido, se ha reportado
qgue una mayor actividad contrdctil uterina se asocia a una menor tasa de embarazo tanto en
reproduccion espontdnea como asistida (Fanchin et al. 1998). En concordancia con estos
hallazgos, en este trabajo se describe por primera vez que la obesidad genera una disminucién
de las tasas de fertilidad y un aumento de la actividad contractil uterina durante la etapa de
pre-implantacion embrionaria.

En este punto cabe resaltar la importancia de la utilizacién del modelo murino de obesidad
que permitié no solo estudiar el efecto de la obesidad en etapas pre-implantatorias (imposible
de realizar en humanos); sino que, ademas, permitio evidenciar alteraciones en la distribucion
intrauterina de los embriones, fendmeno dificil de ser evaluado en especies con un Unico sitio
de implantacion. Al respecto, cabe mencionar que aunque el fendmeno de la distribucién
embrionaria a lo largo de los cuernos uterinos es exclusivo de especies con multiples sitios de
implantacion, los factores que controlan la localizacién de los embriones en el Gutero materno
son conservados especies uniparas, tales como los humanos, en los cuales el sitio de
implantacién del embrién estd restringido al fundus uterino (Bulletti y Ziegler 2006).

La implantacion embrionaria puede verse afectada o impedida, aun cuando el estado
uterino es dptimo, debido a que este proceso es el resultado de una correcta comunicacién
entre el Utero materno y el embrién (Stamenov y Parvanov 2018; Armant 2005). Este didlogo
debe estar perfectamente sincronizado en un rango de tiempo especifico llamado "ventana de
implantacién" (Stamenov y Parvanov 2018).

Aqui describimos que la obesidad materna genera un desfasaje en el desarrollo
embrionario concomitantemente con un retraso en el ingreso de los embriones al Utero
materno. Pese a ello, el nimero total de implantaciones evaluadas en estadios gestacionales
mas tardios 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 mas
tardiamente. Asi, la obesidad genera, entonces, un desfasaje de la ventana de implantacién
que resulta sincronia con el desarrollo embrionario en estos animales, permitiendo que la
implantacién ocurra mas tardiamente que en animales control. Esto no es un hecho menor,
dado que podria explicar las bajas tasas de implantacion observadas en la clinica 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
permitiria determinar el momento mas indicado para realiza las transferencias embrionarias a
pacientes obesas; incrementandose consecuentemente las tasas de implantacion.

El presente trabajo demuestra que la obesidad altera la peristalsis uterina en estapas
previas a la implantacion embrionaria; y se propone a éste como, al menos uno de los
mecanismos responsables de las alteraciones en el transporte Utero-tubarico de los embriones
y del posicionamiento embrionario intrauterino. Si bien se requieren estudios adicionales para
confirmar la accién directa del aumento de la actividad contrdctil uterina durante el periodo
de pre-implantacion y fallas en el proceso de implantacidon, de confirmarse esto, las
implicaciones clinicas podrian ser importantes. En eso caso podria, por ejemplo, evaluarse la
administracién tépica de agentes farmacoldgicos 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 contribuyd en la comprension de los principales
mecanismos reguladores del ambiente uterino y del posicionamiento embrionario
intrauterino; evaluando, ademas, como se ven afectados por la obesidad materna pre-
concepcional. Permitiendo de esta manera comprender algunos de los mecanismos que
regulan la fisiologia 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 dias induce hiperfagia voluntaria y el consecuente desarrollo de
obesidad. Ademas, observamos que la obesidad genera alteraciones a nivel

metabdlico, uterino, reproductivo y gestacional:

La obesidad inducida por CAF genera a nivel metabélico:
v’ Hiperglucemia
v’ Intolerancia a glucosa
v’ Resistencia a insulina
La obesidad inducida por CAF genera a nivel uterino:
v’ Resistencia local a insulina
v Disminucidn de la expresion de InsR
v' Aumento de la expresién de Hifla
v' Aumento de la proliferacién uterina
v Disminucidn de la expresion génica y proteica de 82AR

v" No modifica la actividad contrdctil uterina espontdnea; sin embargo,
disminuye la sensibilidad a salbutamol

La obesidad inducida por CAF genera:
v Disminucidn de las tasas de fertilidad
v' Aumento del tiempo de concepcion
La obesidad materna pre-concepcional genera:
En pre-implantacion (4.5 gd):

v’ Disparidad en el niumero 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

A NN

Aumento en los niveles génicos y proteicos de 62AR en el utero
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v' Aumento en la actividad contrdctil uterina espontdnea y una mayor
sensibilidad uterina a salbutamol

v Disminucidn uterina de la expresion delpas
v’ Disminuciénuterina de la expresion de PPARY
En post-implantacion temprana (5.5 gd):
v’ Disparidad en el nimero de Sl presentes en ambos cuernos uterinos
v’ Alteracidn el espaciamiento embrionario
En gestacion tardia (18.5 gd):
v’ Disparidad en el numero de fetos presentes en ambos cuernos uterinos
v Aumento en los niveles séricos de Estradiol

v' Macrosomia fetal

Todos estos resultados apoyan nuestra hipdtesis de que la obesidad genera en la
funcionalidad uterina, modificdndose el ambiente intrauterino, afectando,
consecuentemente, el desarrollo embrionario y fetal.

Concluimos por tanto, que la obesidad actua sobre el Utero de la rata desde antes
de la concepcién. Su efecto se extiende a la gestacién, 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 concepcién es requisito suficiente para
generar macrosomia fetal, aun cuando la madre se alimente normalmente durante la
gestacion.

Todas estas evidencias resaltan la importancia del peso materno al momento de la
concepcidn 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 sdlo la salud reproductiva

materna sino también la de las futuras generaciones.
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