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Efecto del hiperandrogenismo prenatal sobre la funcionalidad uterina 

 

Resumen 

El Síndrome del Ovario Poliquístico (SOP) es una patología reproductiva de alta 

incidencia en mujeres en edad fértil. La etiología del SOP se desconoce, pero 

actualmente se postula que un exceso androgénico intrauterino genera programación 

fetal. El SOP es una de las principales causas de infertilidad. Esto puede atribuirse no 

solo a disfunción ovárica ya que aun restableciendo la función ovulatoria o mediante 

técnicas de reproducción asistida, existe una alta tasa de aborto espontaneo lo que 

sugiere un problema de receptividad uterina. 

En este trabajo, nos propusimos estudiar los efectos de la hiperandrogenización 

prenatal (PH) sobre el tejido uterino en un modelo murino de programación fetal por 

exceso androgénico, el cual nos permite emular características de tipo SOP en 

ratas adultas. 

Nuestros resultados revelan que la PH conlleva a la expresión de dos fenotipos: 

ovulatorio irregular y anovulatorio, los cuales presentan hiperandrogenismo, quistes 

ováricos y alteraciones hormonales y metabólicas. En el útero, las vías de señalización 

responsables de la homeostasis celular se encontraron alteradas. Como consecuencia, 

se han observado cambios en la histomorfología uterina que se evidencian por un 

aumento del grosor uterino, displasia del epitelio luminal e hiperplasia glandular que se 

asocian con la presencia de un estado pro-oxidante y un estado pro-inflamatorio 

elevado. 

En conclusión, estos resultados revelan que la PH programa a largo plazo las vías de 

señalización responsables de la proliferación, supervivencia y muerte celular, generando 

una desregulación homeostática que se traduce en cambios en la histomorfología del 

útero lo que condicionaría su funcionalidad. 

 

Palabras clave: programación fetal; síndrome de ovario poliquístico; útero; endometrio; 

proliferación; apoptosis.  



 
 

Effect of prenatal hyperandrogenization on the uterine function 

 

Abstract 

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine-reproductive disorder 

that affects women during their reproductive years.  The etiology of PCOS is unclear but 

current theories postulate that an excess of androgens in the intrauterine environment 

leads to fetal programming. PCOS is a leading cause of female infertility. PCOS women 

have high rates of pregnancy loss even if the ovulation has been restored, or by using 

assisted reproduction techniques, suggesting a problem in the uterine receptivity.  

In the present work, we aimed to study the effect of prenatal hyperandrogenization (PH) 

on the uterine tissue in a murine model of fetal programming caused by androgen 

excess, which let us recreate PCOS features in adult rats. 

Our results show that PH led to two phenotypes according to the estrous cycle: irregular 

ovulatory and anovulatory, accompanied by hyperandrogenism, ovarian cysts, and 

hormonal and metabolic alterations. In the uterine tissue, signaling pathways that 

maintain homeostasis were found altered. As a consequence, changes in the 

histomorphology have been observed and are evidenced through the increased uterine 

thickness, luminal epithelial dysplasia, and glandular hyperplasia. Moreover, a pro-

oxidant and pro-inflammatory status was found. 

In conclusion, these results revealed that PH programs several signaling pathways 

responsible for proliferation, survival, and cell death, leading to homeostatic 

deregulation evidenced by altered histomorphology, which could likely condition its 

functioning. 

 

 

 

Keywords: fetal programming; polycystic ovary syndrome; uterus; endometrium; 

proliferation; apoptosis.  
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Introducción 

Síndrome de Ovario Poliquístico 

El Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP) es una de las endocrinopatías más frecuentes 

que afecta entre un 5 y 20% a mujeres en edad reproductiva, según el criterio utilizado 

para su diagnóstico y a la población estudiada, reflejando el efecto de factores étnicos y 

ambientales sobre la expresión fenotípica de la patología (Sirmans y Pate, 2013). 

El SOP es una patología heterogénea y multifactorial, dado que se encuentra asociada a 

numerosos desórdenes endocrino-metabólicos y de la salud en general, entre los que 

cabe destacar: insulino resistencia (IR), diabetes, obesidad y síndrome metabólico 

(Franks, 1995; Asunción et al., 2000; Abbott et al., 2002; Jeanes y Reeves, 2017a).  

Además, esta patología se encuentra frecuentemente relacionada con infertilidad y 

aborto recurrente (Palomba et al., 2015; Bahri Khomami et al., 2019).  Más aún, la 

presencia de SOP incrementa el riesgo a contraer otras enfermedades como lo son: la 

enfermedad cardiovascular, el cáncer de ovario e hiperplasia y cáncer endometrial 

(Scicchitano et al., 2012; Dumesic y Lobo, 2013). 

Dada la complejidad de la patología se han realizado numerosos consensos con el 

objetivo de aunar criterios diagnósticos. Por lo tanto, a lo largo de los años se fueron 

realizando conferencias, con el objetivo de actualizar y acordar el mejor criterio 

diagnóstico y tratamiento para el SOP. 

El primer intento por consolidar una definición clínica de SOP, fue en 1990. Este 

consenso fue realizado por expertos del National Institute of Child Health and Human 

Disease (NICHD) de los EE. UU. que dio lugar a una publicación en la que se conoció el 

criterio diagnóstico para el SOP (Zawadzki, JK y Dunaif, 1992), los cuales considerados 

en orden de importancia (Azziz, 2005) fueron: 1) exceso de andrógenos, junto con 2) 

oligo o anovulación, en ausencia de otras enfermedades que cursan con exceso de 

andrógenos (hiperplasia suprarrenal congénita, hiperprolactinemia, síndrome de 

Cushing y disfunción tiroidea). 

El segundo consenso realizado en Rotterdam en 2003 y organizado por la European 

Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) y la American Society for 

Reproductive Medicine (ASRM) (Anón, 2004) determinó que el síndrome debe ser 

diagnosticado, después de la exclusión de otras enfermedades relacionadas y frente a 
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la presencia de dos de los siguientes tres características: 1) oligo o anovulación, 2) signos 

clínicos y/o bioquímicos de hiperandrogenismo y 3) ovarios poliquísticos por ecografía. 

Debido a las controversias que se generaron a partir del criterio de Rotterdam dado que 

contempla como criterio la presencia de ovarios poliquísticos y con el objetivo de 

conciliar entre las opiniones y posiciones al respecto, la Sociedad de Exceso de 

Andrógenos (AES) luego de otra conferencia en el año 2006, publicó la última definición 

de SOP (Azziz, 2006; Azziz et al., 2006) que determina que los criterios para el 

diagnóstico son los siguientes: 1) hiperandrogenismo: hirsutismo y/o 

hiperandrogenemia, 2) disfunción ovárica: oligo o anovulación y/o ovarios poliquísticos 

por ecografía y 3) exclusión de otros desórdenes de andrógenos o enfermedades 

relacionadas.  

Si bien estos criterios continúan en debate, y resultan ser motivo de controversia entre 

la comunidad científica, uno de los más utilizados por ser el más inclusivo, es el criterio 

de Rotterdam (2003), quien amplía la expresión fenotípica del síndrome y redefine al 

SOP como un síndrome de disfunción ovárica (es decir, uno que ocurre en presencia de 

anovulación y / o dismorfología ovárica) (Azziz, 2005; Lujan et al., 2008). Este criterio y 

por combinación de sus características nos permite enmarcar la patología dentro de 4 

fenotipos.  

El fenotipo 1 es la combinación clásica de todas las características endocrinas y 

reproductivas del síndrome, es decir, presencia de hiperandrogenismo, oligo o 

anovulación y ovarios poliquísticos. El fenotipo 2 es la combinación de 

hiperandrogenismo y oligo o anovulación. El fenotipo 3 es la combinación de 

hiperandrogenismo y ovarios poliquísticos, en ausencia de oligo o anovulación (SOP 

ovulatorio). El fenotipo 4 es la combinación de oligo o anovulación y ovarios poliquísticos 

(SOP normoandrogénico). Este último fenotipo, queda contemplado sólo bajo el 

diagnóstico por el criterio de Rotterdam (2003), ya que los otros consensos exigen la 

presencia de hiperandrogenismo para el diagnóstico de SOP (Fig. 1.1). Si bien la insulino 

resistencia y la obesidad se encuentran comúnmente en SOP, no se reconocen como 

criterios de diagnóstico. Del mismo modo, las alteraciones en la secreción de 

gonadotrofinas no están incluidas en ninguna de las definiciones del síndrome 

(Rosenfield y Ehrmann, 2016). 
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Figura 1.1: Características de SOP y fenotipos asociados según el criterio de Rotterdam (2003). 

Etiología 

Dentro de los factores que pueden contribuir mayormente a la etiología del SOP se 

encuentran: la genética, la epigenética y el ambiente. 

Los factores genéticos y ambientales interactúan y juegan un papel fundamental en las 

alteraciones presentes que posee SOP (Vink et al., 2006). El estilo de vida, la nutrición y 

la contaminación ambiental aún más contribuyen al desarrollo y severidad de la 

patología. 

El SOP es considerado una patología familiar y en la mayoría de los casos las vías 

genético-moleculares han sido implicadas en las alteraciones tanto metabólicas como 

bioquímicas que se encuentran asociadas al SOP (Escobar-Morreale et al., 2005; 

Urbanek, 2007). Sin embargo, resulta complicado precisar los genes responsables de la 

patología. El advenimiento de los estudios de asociación de genoma completo (GWAS 

por sus siglas en inglés: Genome Wide Association Study) ha permitido identificar 15 loci 

con susceptibilidad genética para SOP, pero estos y otros aún no se han confirmado 

(Chen et al., 2011; Shi et al., 2012; Louwers et al., 2013). Dichos genes sólo explican 

parte de la heredabilidad del síndrome, lo que ha llevado a destacar la importancia de 

los roles del ambiente y de la contribución epigenética al desarrollo de SOP. Existen 

discrepancias en el trabajo publicado sobre el análisis genético de SOP causado 

principalmente por diferentes criterios utilizados para definir al SOP.  
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Otro posible factor que se ha considerado para el SOP, es el fenómeno epigénetico que 

involucra la hiper exposición del feto a un exceso de andrógenos intrauterino, dado por 

programación fetal (Abbott et al., 2002). También se ha sugerido que el acortamiento 

de los telómeros es otro mecanismo asociado con la patogénesis del PCOS y sus 

comorbilidades (Li et al., 2014). Por último, otros autores, han sugerido la metilación del 

DNA como la alteración epigenética y la explicación de la programación del desarrollo 

de SOP (Li y Huang, 2008; Xu et al., 2012). 

En resumen, la combinación de todos estos factores contribuye a la manifestación del 

SOP en sus diversos fenotipos y, a la aparición de las patologías asociadas al mismo 

(infertilidad, obesidad, diabetes, enfermedad cardiovascular, etc.). 

 

Figura 1.2: Factores que contribuyen al desarrollo del SOP. 

SOP, infertilidad, hiperplasia y cáncer endometrial 

Desde el punto de vista reproductivo, el SOP es una de las principales causas de 

subfertilidad e infertilidad femenina, que según se ha reportado padecen entre un 70 a 

80% de las mujeres con el síndrome (Melo et al., 2015). Entre las manifestaciones 

reproductivas y obstétricas se incluyen además complicaciones del embarazo, abortos 

espontáneos, hipertensión (pre-eclampsia) y diabetes gestacional (Boomsma et al., 

2006; Usadi y Legro, 2012). Las mujeres con SOP presentan un alto número de folículos 

arrestados en estadios tempranos y medios del desarrollo, esto se debe a que se 
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producen fallas en el proceso de maduración folicular, lo que impide su correcta 

progresión por el mismo (Erickson et al., 1992; Mason et al., 1994; Das et al., 2008). Al 

ocurrir esto, no se produce la selección de un folículo dominante y, por lo tanto, no 

existe folículo capaz de liberar al oocito en respuesta al aumento de hormona 

luteinizante (LH). Por ende, no se produce la ovulación ni el proceso normal de 

retroalimentación negativa necesario para inhibir la secreción de LH. Bajo el estímulo 

trófico de las gonadotrofinas, los folículos arrestados continúan secretando hormonas, 

que se acumulan en el antro y devienen en la formación de quistes (Franks et al., 2008). 

Dadas estas alteraciones en el desarrollo folicular y debido a los desórdenes hormonales 

presentes (principalmente al hiperandrogenismo), un gran porcentaje de estas 

pacientes poseen problemas para concebir un embarazo, por lo que requieren de 

tratamientos de reproducción asistida (Balen et al., 2016). Según se ha reportado, las 

mujeres con SOP constituyen alrededor de un 90% de las consultantes en clínicas de 

reproducción asistidas por infertilidad asociada a anovulación (Kjøtrød et al., 2011). En 

general, se utilizan terapias hormonales para dichos casos, a los que responden 

correctamente, sin embargo,  bien se logra el reclutamiento de oocitos, estos suelen ser 

de mala calidad o presentan alteraciones en los oocitos reclutados (Wood et al., 2007), 

embriones formados, como también fallas posteriores que pueden ser de implantación 

o en el mantenimiento del embarazo (Urman et al., 1992; Cano et al., 1997; Balen y 

Rutherford, 2007; Liu et al., 2019b). 

Por otra parte, un estudio en mujeres con SOP, ha indicado que un 35.7% de estas, 

presentaba hiperplasia endometrial. De ellas, 60% fueron clasificadas como hiperplasia 

simple, 15% como hiperplasia compleja y 25% como hiperplasia y atipia citológica 

(Cheung, 2001). La hiperplasia endometrial es un desorden ginecológico frecuente, 

caracterizado por un aumento en el número de células epiteliales y que se puede 

clasificar histológicamente en hiperplasia simple o compleja con o sin atipia  (Buckley y 

Fox, 1989). Si bien la naturaleza multifactorial del SOP y su heterogeneidad hace difícil 

conocer qué factores (obesidad, hiperinsulinemia, concentraciones alteradas de 

factores de crecimiento, predisposición genética), son causa de riesgo para el desarrollo 

de hiperplasia endometrial, en general éste es debido a que los endometrios de estas 

pacientes están sometidos a estimulación estrogénica no compensada por 

progesterona. Además, la hiperinsulinemia característica de un gran porcentaje de 
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pacientes con SOP (50 - 60%), puede contribuir al desarrollo de neoplasia endometrial, 

debido a la actividad mitogénica de la insulina mediada a través de sus receptores. 

En los últimos años se le ha dado especial importancia a la asociación entre ciertas 

características del SOP que son factores de riesgo para cáncer endometrial y se ha 

sugerido la necesidad de evaluación del endometrio de pacientes con SOP por biopsia si 

el grosor endometrial es mayor de 4 mm, dado el riesgo significativo de desarrollar 

hiperplasia y/o cáncer endometrial (Ehrmann, 2005; Giudice, 2006). Más aún, Pillay y 

colaboradores han demostrado recientemente que existe una asociación entre SOP y 

cáncer endometrial en mujeres pre-menopáusicas (Pillay et al., 2006). 

En consecuencia, dado que en mujeres con trastornos endocrinos como es el SOP, la 

función y supervivencia de las células endometriales están afectadas pudiendo inducir 

infertilidad, hiperplasia y cáncer endometrial, es necesario comprender como se ven 

modificados los mecanismos involucrados en la viabilidad celular endometrial debido a 

un entorno hormonal alterado; la función endometrial, es fundamental para entender 

esta patología y su abordaje desde un punto de vista diagnóstico y terapéutico. 

Programación del desarrollo 

El término “Programación fetal o in utero” se refiere a las adaptaciones fisiológicas o 

metabólicas que adquiere el feto en respuesta a un microambiente adverso, dado por 

ciertos estímulos o agresiones. Estos pueden ser de origen endógeno (señalización 

hormonal) o exógeno (medio ambiente), ya sea por un aporte pobre o por un 

abastecimiento exagerado de los mismos, los cuales suceden en una etapa crítica del 

desarrollo estructural o funcional de ciertos órganos, e influyen de manera permanente 

en las condiciones en las que el individuo se desarrollará en la vida extrauterina. Por lo 

tanto, cualquier estímulo o insulto que suceda en un período crítico de desarrollo 

embrionario y fetal puede dar lugar a adaptaciones del desarrollo que producen cambios 

estructurales, fisiológicos y metabólicos permanentes, lo que predispone a un individuo 

a enfermedades cardiovasculares, metabólicas y endocrinas en la vida adulta (Barker 

et al., 2002; Kwon y Kim, 2017). 

Este concepto surge a partir de la teoría de Barker, quien comenzó a estudiar a personas 

con bajo peso al nacer y consideró a esto como una variable “insignia”, para demostrar 

la correlación entre un ambiente intrauterino adverso y la posibilidad de la futura 
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instauración de una enfermedad cardiovascular (Barker, 1995). Barker a través de los 

estudios en malnutrición materna, fue quien propuso que las adaptaciones fetales son 

la causa de cambios permanentes en la estructura y desarrollo de enfermedades en la 

vida adulta (Barker, 1997).  

El desarrollo es un proceso plástico (fenómeno que permite a un organismo que se está 

desarrollando, cambiar su estructura y funciones en respuesta a efectos ambientales) 

que es sensible a las perturbaciones ambientales, incluida la nutrición, el estrés, las 

drogas y los contaminantes ambientales. La plasticidad del desarrollo permitió explicar 

en parte porque las alteraciones durante la vida intrauterina se traducen en cambios en 

la vida extrauterina o adulta, lo cual puede deberse a cambios epigenéticos, 

adaptaciones fisiológicas o cambios estables en la expresión de los genes (Gluckman 

et al., 2011; Barouki et al., 2012) (Figura 1.3). 

De hecho, se ha demostrado que durante la etapa de desarrollo post-natal las 

influencias ambientales afectan la etiología y la susceptibilidad a las enfermedades no 

transmisibles y a las disfunciones que constituyen los principales problemas de salud 

pública en todo el mundo, que incluyen obesidad, diabetes, hipertensión, enfermedades 

cardiovasculares, asma y alergias, inmunes y enfermedades autoinmunes, 

enfermedades / disfunciones del neurodesarrollo y neurodegenerativas, infertilidad, 

cánceres, depresión y trastornos psiquiátricos (Hanson y Gluckman, 2015). 

Por lo tanto, hoy en día se utiliza el término “Origen del desarrollo de la salud y 

enfermedad” (DOHaD, por sus siglas en inglés: Developmental Origins of Health and 

Disease) el cual incluye de manera integral una serie de factores ambientales y su 

relevancia a la aparición de enfermedades no solo a lo largo de la vida sino 

potencialmente a través de varias generaciones (Barker, 2004; Heindel et al., 2015). En 

la actualidad, existen numerosos modelos animales que estudian patologías 

multifactoriales y complejas como la obesidad, la enfermedad cardiovascular, la 

diabetes, el SOP, y los desórdenes neuronales (Gluckman et al., 2010; Ho et al., 2017). 
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Figura 1.3: Etapas y factores que predisponen la programación del desarrollo. 

Exceso androgénico 

Los andrógenos se sintetizan tanto en el ovario como en las glándulas suprarrenales en 

las mujeres y juegan un rol importante en la regulación de la fertilidad femenina. Estos 

se encuentran involucrados en la etiología de patologías como el SOP, la endometriosis 

y el cáncer de endometrio, pudiendo también afectar a otros órganos importantes como 

lo son: hígado, riñones, hueso y músculo (Hakim et al., 2017). La testosterona (T), ejerce 

sus acciones principalmente a través del receptor de andrógenos (RA), pero también 

puede inducir efectos biológicos a través de sus principales metabolitos activos: la 

dihidrotestosterona (DHT) y el estradiol (E2).   

Los andrógenos no solo desempeñan importantes funciones durante la vida prenatal 

sino también en el período postparto temprano, siendo fundamentales para el 

desarrollo cerebral y la diferenciación sexual (Abruzzese et al., 2018, 2019). Según se ha 

reportado, la T es importante para el desarrollo del cerebro de mamíferos (Hines, 2006). 

Si bien en hembras el nivel de T durante la vida fetal es mayor que en adultas, los fetos 

machos presentan un mayor nivel de T que las hembras durante el desarrollo temprano 

(Foecking et al., 2008). Ambos sexos expresan el RA, pero durante el desarrollo se 

produce una ausencia de andrógenos en hembras que conduce a la formación y 

desarrollo de características genitales femeninas (Hiort, 2013).  

Un estudio realizado por Hart y col. proporciona evidencia de que el entorno uterino 

podría "programar" los ovarios en el ser humano en una etapa muy temprana (Hart 

et al., 2010). De hecho, podría haber una “ventana crítica” de susceptibilidad durante la 
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diferenciación de órganos y sistemas que podrían estar relacionados con la patogénesis 

del SOP, como se observa en estudios animales (Birch et al., 2003). Por ejemplo, la 

exposición temprana a los andrógenos, prenatalmente, crea hembras virilizadas 

fenotípicamente en ovejas (Steckler et al., 2007) mientras que la exposición posterior 

crea fenotipos de SOP con ovulación irregular y tasas de fertilidad más bajas en 

comparación con los controles (Wood y Foster, 1998). Cabe resaltar, que en un modelo 

de exceso androgénico prenatal en ratas se ha demostrado que no solo la “ventana” de 

exposición es importante, sino también que dependiendo de la dosis del andrógeno se 

observan diferentes alteraciones endocrino-metabólicas fenotipo dependientes (Amalfi 

et al., 2012). 

Cabe destacar que si bien los andrógenos, y otras hormonas, pueden actuar 

directamente por vía genómica, también pueden hacerlo indirectamente, modificando 

el desarrollo placentario, el metabolismo fetal y la producción de factores de 

crecimiento y de otras hormonas por la unidad feto-placentaria (Fowden, 2003; Fowden 

y Forhead, 2004).  

Por último, la teoría del desarrollo que se planteó en un trabajo en monas preñadas a 

las que se le inyecto T en dos etapas durante la gestación (Abbott et al., 2005), permitió 

demostrar que la progenie desde pubertad en adelante presentaba ovarios poliquísticos 

y altas concentraciones séricas de LH e IR. Más aún, otros estudios demuestran que altos 

niveles de T materna durante el embarazo pueden influenciar en la vida adulta de niñas 

a través de cambios hormonales y comportamentales (Wolf et al., 2002; Manikkam 

et al., 2006; Nada et al., 2010). 

Modelos animales para el estudio de SOP 

Teniendo en cuenta que el diagnóstico de SOP se realiza después de la pubertad y dado 

que existe una imposibilidad para obtener muestras fetales (más allá de aquella que 

puede obtenerse de la sangre del cordón umbilical a término), es prácticamente 

imposible determinar los eventos tempranos que contribuyen al desarrollo de esta 

patología en humanos. Los modelos animales proporcionan una herramienta valiosa 

para superar estas dificultades. Además de ser un medio para abordar eventos causales 

que conducen al desarrollo del fenotipo del SOP, los modelos animales permiten probar 
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estrategias preventivas y terapéuticas. Hasta la actualidad, son numerosos los modelos 

animales de SOP que han sido desarrollados y estudiados. Entre los diversos modelos 

animales ratas, ratones, ovejas y monos Rhesus son los más utilizados en la investigación 

del SOP, y cada uno ofrece diferentes beneficios (Padmanabhan y Veiga-Lopez, 2013a; 

b; Maliqueo et al., 2014; van Houten y Visser, 2014). Sin embargo, la etiología del SOP 

aún no está clara debido a su compleja manifestación y a las limitaciones que poseen 

los estudios traslacionales realizados con animales. 

Aunque existe una brecha en lo que respecta a la fisiología reproductiva entre los 

humanos y los animales de laboratorio, (por ejemplo: diferencias en el número y 

patrones de ovulación, perfil hormonal, sensibilidad a las hormonas, estilos de 

comportamiento y anatomía de los órganos), los estudios que utilizan modelos animales 

son esenciales para explorar la fisiopatología del SOP in vivo.  

De acuerdo con el criterio de Rotterdam para el diagnóstico de SOP (Anón, 2004), 

deberían manifestarse ciertas características en los modelos animales como son el 

hiperandrogenismo, ovarios poliquísticos, y un ciclo estral anormal (amenorrea u 

oligomenorrea en el caso de primates no humanos). 

Es por ello que los modelos de SOP que se han desarrollado hasta el momento han 

utilizado una variedad de métodos para emular el síndrome, mediante la utilización de 

andrógenos, estrógenos, antiprogestágenos, manipulación genética y exposición 

crónica a la luz  (Walters et al., 2012; Walters, 2015). Sin embargo, la mayoría de los 

modelos animales se han generado induciendo hiperandrogenismo, que se ha 

demostrado que produce modelos que muestran las características reproductivas, 

endocrinas y metabólicas del SOP. La justificación para el uso de estos modelos animales 

de SOP que se establecen al inducir un exceso androgénico radican en una vasta 

evidencia clínica que demuestra que los andrógenos tienen un papel clave en el 

desarrollo y la progresión del SOP.  

El uso de modelos animales para proporcionar una visión biológica y clínica de los 

trastornos reproductivos humanos, como el SOP, se basa en el alto grado de 

conservación evolutiva (Walters et al., 2012) del sistema reproductivo de los mamíferos. 

Debido a razones éticas o logísticas los estudios en humanos no han sido posibles, por 

ello las similitudes fisiológicas con ciertos animales han permitido explorar y 

proporcionar información necesaria sobre trastornos reproductivos humanos. 
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Hasta la fecha, se han generado modelos de SOP en roedores, ovejas y primates (Walters 

et al., 2012; Abbott et al., 2013; Padmanabhan y Veiga-Lopez, 2013a) y no se deben 

subestimar los beneficios de estos modelos y su contribución hasta ahora a la 

comprensión del SOP (Fig. 1.4). Los modelos de roedores de SOP en particular han 

proporcionado información valiosa sobre la patogénesis del mismo debido a su facilidad 

y accesibilidad de uso, ciclo de vida reproductiva corta y antecedentes genéticos 

estables que permiten estudios decisivos sobre los mecanismos relevantes que 

subyacen a la patogenia. La viabilidad de generar ratones genéticamente manipulados 

personalizados los ha hecho recurso particularmente valioso y versátil para tales 

investigaciones. 

 

Figura 1.4: Modelos de programación fetal debido a exceso androgénico y 

características resultantes obtenidas (Adaptado de (Abruzzese et al., 2018)). 

Referencias: DG= días de la gestación; G=duración de la gestación. 

 

Roedores: modelo de exceso androgénico prenatal para el estudio de SOP 

La exposición prenatal androgénica a ovejas y primates no humanos ha proporcionado 

modelos que muestran sorprendentes similitudes con el modelo humano de SOP 

(Abbott et al., 1998; Eisner et al., 2002; Recabarren et al., 2005). Más aún, se ha sugerido 

que el modelo animal ideal debería ser el primate no humano: el mono Rhesus, en el 
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que los aspectos fisiológicos del modelo se asemejan más al metabolismo humano. Sin 

embargo, estos modelos son extremadamente costosos y no se pueden adaptar 

fácilmente al uso de manipulaciones genéticas.  

En contraparte, los modelos de roedores proporcionan una herramienta versátil para 

descifrar los mecanismos biológicos precisos asociados con el desarrollo de PCOS. Entre 

las numerosas ventajas del uso de ratas y ratones sobre otras especies animales 

utilizadas como modelos in vivo se incluyen sus antecedentes genéticos estables, 

facilidad de manejo y mantenimiento, vida útil reproductiva más corta y tiempos de 

generación, ciclos estrales cortos y viabilidad de manipulaciones genéticas (Walters 

et al., 2012). 

Algunos de los modelos para el estudio de SOP se desarrollan mediante programación 

perinatal (Walters et al., 2012) y también se han desarrollado modelos en donde la 

inducción del SOP ocurre en etapa puberal y/o prepuberal (Motta, 2010; Walters et al., 

2012; Paixão et al., 2017). Sin embargo, dentro de los diferentes modelos para el estudio 

de SOP en roedores, los modelos prenatales son de los más utilizados en los últimos 

años debido a que inducen cambios y alteraciones durante la diferenciación y 

maduración de los tejidos y órganos, llevando a alteraciones a largo plazo e incluso 

permanentes (Abbott et al., 2007; Padmanabhan et al., 2014). 

Según la bibliografía existente, diferentes modelos de programación fetal debido a 

exceso androgénico han sido desarrollados, y mayormente se diferencian en la dosis, 

tipo de andrógeno y momento de la gestación en que fue aplicado y entre ellos las 

características que se han emulado en roedores (ya sean metabólicas y reproductivas) 

presentan diferencias, lo cual ha generado discrepancias y, por lo tanto, son varios los 

modelos posibles para emular las características de SOP (Wolf et al., 2002; Demissie 

et al., 2008; Amalfi et al., 2012; Walters et al., 2012; Heber et al., 2013; Yan et al., 2013). 

Las diferencias en la secreción de gonadotrofinas se establecen durante la vida fetal y 

perinatal, siendo la secreción testicular de andrógenos la que modula el cerebro 

masculino en desarrollo haciéndolo incapaz de producir picos pre-ovulatorios de 

gonadotrofinas en la adultez. Mientras que, en ausencia de andrógenos, el cerebro 

femenino en desarrollo adquiere la habilidad de sostener secreciones cíclicas de 

gonadotrofinas durante la adultez (Foecking et al., 2008). Teniendo en cuenta que esta 

diferencia en la exposición al andrógeno durante la gestación puede modular el sistema 
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neuroendocrino, los modelos de programación fetal por andrógenos en roedores 

utilizan dicho periodo (días 16 a 19 de gestación) para el desarrollo del modelo que 

permite emular las características del SOP. Estos modelos de exceso androgénico 

prenatal utilizan esteroides libres (ya sea T o DHT) debido a la corta vida que presentan 

y a que son metabolizados rápidamente, limitando sus efectos a esos días del desarrollo 

(Foecking et al., 2008) (Fig. 1.5). 

 

 

Figura 1.5: Esquema representativo del proceso de diferenciación sexual en la rata luego de la 

concepción y hasta la vida post-natal. 

Referencias: DG= día de gestación; DPN=día post-natal. 

El útero 

El útero es el órgano reproductor femenino de la mayoría de los mamíferos en el cual se 

produce la gestación. Se encarga de recibir al óvulo fecundado y su principal función es 

albergar y nutrir al embrión durante la gestación hasta el momento del parto.  

En los humanos los conductos paramesonéfricos, de donde proviene el útero, se 

encuentran fusionados casi por completo, dando lugar a una matriz en la parte 
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fusionada y a las trompas uterinas en la parte no fusionada. Para el caso de los roedores, 

estos conductos se fusionan muy caudalmente poco antes de conectar con la vagina, 

originándose así un útero bicorne (Fig. 1.6). 

El útero se compone de tres estratos: el endometrio, el miometrio, y el perimetrio. El 

endometrio es una mucosa que rodea la cavidad uterina, la cual se compone por un 

epitelio y un estroma. En su capa externa, se rodea de musculatura lisa, el miometrio, 

que representa la mayor parte del espesor de la pared uterina y, por último, el 

perimetrio que conforma la capa uterina peritoneal (Fig. 1.7). 

 

 

Figura 1.6: Figuras representativas de la anatomía uterina en roedores y en humanos y 

primates. 

El endometrio  

El endometrio es la porción más interna del útero, compuesto por una capa funcional y 

una capa basal. La capa funcional, morfológicamente, está constituida por el epitelio 

luminal, el glandular, el estroma y los compartimentos vasculares. Funcionalmente es la 

encargada de la proliferación, secreción y degeneración tisular, mientras que la capa 

basal le confiere al endometrio la capacidad regenerativa (Fig. 1.7). 

En ausencia de estímulo esteroideo el endometrio tiene un grosor mínimo, formado por 

un estroma denso, entre el que existen pequeñas invasiones epiteliales glandulares, con 

células cuboidales.  Los fenómenos que ocurren en la fase proliferativa endometrial, que 

coincide con la fase folicular del ovario están regidos por los estrógenos, quienes 

inducen el crecimiento progresivo en grosor de esta mucosa, mediante el estímulo de la 

mitosis tanto de las células del estroma como del epitelio. Los efectos de los estrógenos 
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sobre la proliferación celular pueden ser directos (activando la transcripción de genes 

específicos) o el resultado de interacciones paracrinas entre células epiteliales y 

estromales (Lessey et al., 1988, 1996; Press et al., 1988). Más aún, los estrógenos son 

reguladores de la vascularización endometrial (Critchley et al., 2001). Por otro lado, la 

fase secretora del endometrio que coincide con la fase periovulatoria y lútea del ciclo 

ovárico se inicia con la secreción de P4, quien produce cambios en las células del 

estroma y del epitelio, la disminución progresiva de la mitosis, y la aparición de la 

secreción glandular. La progresión de este estímulo provoca la decidualización del 

estroma y la aparición perivascular de linfocitos granulares, células natural killers (NK).  

 

 

Figura 1.7: Figura representativa de la histomorfología uterina y su estructura. 
Modificado del libro “Anatomy and Physiology in Context” de John Redden & Joe Crivello.(Anón) 

Hormonas ováricas y su influencia en el ciclo endometrial 

La morfología y la función de las células endometriales están influenciadas por los 

cambios cíclicos dados por la síntesis de esteroides sexuales en el ovario. Tanto los 

estrógenos como la P4 son hormonas ováricas que controlan la ciclicidad endometrial 

(Lebovic et al., 2000) y producen cambios determinados en la arquitectura endometrial.  

Según se ha establecido, existen una serie de criterios que permiten determinar el día 

del ciclo en el cual se encuentra el tejido endometrial (Noyes et al., 1975). A partir de 
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esto, es posible establecer dos etapas principales del endometrio a través del ciclo: la 

fase proliferativa y la fase secretora.  

Durante la fase proliferativa, el E2 producido por los folículos ováricos en desarrollo 

induce la proliferación celular en el endometrio (Ferenczy y Guralnick, 1983). Esto hace 

que el lumen de las glándulas se ensanche y adquiera un contorno ondulado.   

En la fase secretora, por acción de la P4 producida por el cuerpo lúteo, las células 

estromales son inducidas a diferenciarse, aumentan de tamaño, se redondean y 

secretan péptidos. Además, las glándulas endometriales se hacen progresivamente 

tortuosas y el estroma es cada vez más edematoso.  Las células glandulares se 

vacuolizan, y las vesículas de glicógeno que presentan migran desde la parte subcelular 

hacia la zona apical, para luego secretar glucoproteínas y péptidos (Ferenczy y Bergeron, 

1991) (Fig. 1.8). 

Dado que el endometrio es uno de los tejidos cuya función es principalmente regulada 

por los esteroides circulantes de origen ovárico, en situaciones endocrino-metabólicas 

asociadas a anormalidades en la concentración sanguínea de algunas hormonas y 

proteínas, como es el caso del SOP, los procesos que ocurren en el endometrio y la forma 

como las células responden a los estímulos biológicos alterados, pueden verse 

afectados. 

De manera similar a la de otros miembros de la familia de hormonas esteroideas, los 

andrógenos, promueven sus efectos genómicos vía receptores nucleares.  Progesterona 

y andrógenos se encuentran principalmente unidos a la proteína ligante de esteroides 

sexuales (SHBG: “sex-steroid-binding globulin”), y solo la fracción libre de estas 

hormonas es responsable de sus efectos hormonales.  

Cabe destacar que, los efectos hormonales pueden ser modulados de forma local por 

factores de crecimiento (Irwin et al., 1991; Möller et al., 2001). 
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Figura 1.8: Esquema comparativo entre los niveles de E2 y P4 , en humano y rata. 

Niveles hormonales a lo largo del ciclo menstrual humano (A). Niveles hormonales y 

variación del grosor endometrial a lo largo del ciclo estral de la rata (B). 

Receptores hormonales 

En los tejidos como el endometrio, las acciones de las hormonas esteroideas se 

encuentran mediadas por receptores específicos, constituyendo así factores de 

transcripción importantes para numerosos genes, entre los que destacan aquellos 

relacionados con la proliferación celular y el control del ciclo celular (Conneely et al., 

2002; Eyster, 2016). La expresión de los receptores se encuentra regulada por las 

hormonas presentes en circulación (Fig. 1.9), por lo que cualquier alteración en su 

concentración plasmática puede llevar a una desregulación de la expresión endometrial 
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de estos receptores, lo que podría generar consecuencias negativas sobre la 

implantación y/o viabilidad y diferenciación de las células endometriales.  

Por otra parte, se conoce también que la transcripción mediada por los receptores de 

estrógenos puede ser estimulada por mecanismos independientes de los ligandos y que 

involucran vías de segundos mensajeros, como las proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK); éstas estimulan la fosforilaciones en residuos serina del receptor, 

las cuales pueden ser tejido-específicas (Björnström y Sjöberg, 2005; Liu et al., 2019a).  

Receptores de estrógenos en el endometrio 

El efecto de los estrógenos sobre el tejido endometrial es mediado por receptores 

específicos, y su expresión se encuentra regulada por la disponibilidad de esteroides 

presentes. Los RE pertenecen a una clase de factores de transcripción dependientes de 

ligandos que influyen en el crecimiento y la diferenciación celular a través de los efectos 

sobre la expresión génica. Existen dos isoformas conocidas para el receptor de 

estrógenos: el RE alfa (REa) y el RE beta (REb), quienes difieren en sus funciones 

fisiológicas (Critchley et al., 2001). El RE a es la isoforma predominantemente expresada 

en el útero y quien media la sensibilidad al estrógeno en el endometrio. El RE a es 

regulado positivamente por E2, y alcanza su máxima expresión en el endometrio durante 

la fase proliferativa tardía, tanto en el epitelio como en el estroma. En la fase secretora 

su expresión en el epitelio y en el estroma es inhibida en respuesta a P4. Por otro lado, 

el RE b se expresa principalmente en el epitelio endometrial, aunque su función no se 

ha dilucidado por completo (Weihua et al., 2000; Lecce et al., 2001; Hapangama et al., 

2015) (Fig. 1.9). 

Receptores de progesterona en el endometrio  

El RP pertenece a la misma familia de receptores que el RE y se expresa en dos isoformas, 

RP A y RP B, que provienen de un solo gen. La acción de la progesterona es compleja, 

con expresión diferencial de RP A y RP B durante el ciclo. La progesterona tiene la doble 

función de estimular la expresión de factores paracrinos en el estroma endometrial, 

mientras inhibe la expresión de RE y RP. Por lo tanto, es un regulador fisiológico negativo 

de la acción del estrógeno en el endometrio.  
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Al igual que para los receptores de estrógenos, la unión de la P4 a las diferentes formas 

de su receptor puede provocar respuestas antagónicas, lo que es tejido dependiente.  

En este contexto, es importante considerar que la concentración relativa de cada una 

de las isoformas puede ser importante para evaluar con mayor precisión la acción 

esteroidal en estos tejidos (Wagley y Hardiman, 2007).  

La acción estrogénica en la fase proliferativa induce un aumento de la concentración 

tisular de la isoforma B del RP, siendo por lo tanto mayor su expresión. Con respecto a 

esto, en cánceres endometriales dependientes de estrógenos se ha observado un 

predominio del mRNA para la isoforma B del RP (Kastner et al., 1990). Por otra parte, la 

isoforma A del RP predomina durante la fase secretora media, sugiriendo una acción 

sobre la transcripción de genes involucrados en el proceso de implantación. Según se ha 

descripto, en los endometrios de SOP se ha observado que la presencia del RP es similar 

a la de los endometrios normales (Maliqueo et al., 2003) (Fig. 1.9).   

Receptores de andrógenos en el endometrio  

Los andrógenos tienen una importante acción en la fisiología endometrial, aunque su 

papel en el desarrollo y la función endometrial durante el ciclo ovárico sigue siendo poco 

conocido (Rodriguez Paris y Bertoldo, 2019). Se ha detectado su expresión en secciones 

de tejido mediante inmunohistoquímica y se ha descripto su localización en núcleos en 

células estromales, epiteliales, endoteliales y miometriales del útero humano y decidua 

(Horie et al., 1992; Mertens et al., 1996, 2001).  

Se sabe que el RA es regulado positivamente por E2 en la fase proliferativa (Lovely et al., 

2000) y negativamente por P4 en fase secretora (Slayden et al., 2001). Se ha demostrado 

que tanto el mRNA como la proteína del RA experimentan cambios cíclicos durante el 

ciclo ovárico (Mertens et al., 1996), siendo mayor la expresión durante la fase 

proliferativa, disminuyendo significativamente en la fase secretora (Vienonen et al., 

2004) (Fig. 1.9).  

Los andrógenos también aumentan la expresión de los RA endometriales, lo que sugiere 

un efecto sinérgico con los estrógenos en la regulación del receptor (Apparao et al., 

2002). Iwai y col. (Iwai et al., 1995) encontraron que los andrógenos inhiben la expresión 

de RE y RP; sin embargo, en el SOP se cree que los efectos estimulantes del estrógeno 

en la expresión de RE y RP superan la inhibición androgénica. La sobreexpresión de los 
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RA endometriales en el SOP, como resultado de la exposición estrogénica y androgénica, 

proporciona evidencia que permite vincular el medio hormonal anormal que presenta 

el SOP con la disfunción endometrial (Gregory et al., 2002).  

Figura 1.9: Esquema representativo de la expresión de receptores hormonales en el 

endometrio y predominio los mismos a lo largo del ciclo ovárico en el endometrio. 

Endometrio y exceso androgénico 

Evidencias recientes sugieren que el endometrio también expresa enzimas capaces de 

convertir precursores esteroidales en T y DHT y, por lo tanto, debe considerarse la 

regulación de andrógenos intracrina. Cada vez hay más reportes que demuestran que 

los andrógenos pueden afectar la proliferación endometrial, la diferenciación durante 

el establecimiento del embarazo, y la reparación de tejidos durante la menstruación en 

humanos. No es sorprendente que la desregulación de la acción androgénica en el 

endometrio esté asociada a patologías endometriales, como la endometriosis y el cáncer 

de endometrio, y que también podría desempeñar un papel importante en la infertilidad 

debido a disfunción endometrial. 

Varios estudios recientes han demostrado que los niveles elevados de andrógenos en 

plasma están asociados con resultados reproductivos adversos, incluida la infertilidad y 



25 

 

una mayor incidencia de aborto espontáneo (Homburg et al., 1990; Tulppala et al., 1993; 

Okon et al., 1998; Bussen et al., 1999). Sin embargo, no está claro si la relación es causal 

u casual. Una especulación anterior fue que los altos niveles de LH, como los observados 

en la enfermedad de ovario poliquístico (y a menudo asociados con 

hiperandrogenemia), pueden afectar negativamente la maduración y calidad de los 

ovocitos (Tulppala et al., 1993). Una hipótesis más reciente es que los niveles altos de 

andrógenos afectan directa y negativamente la función endometrial y la implantación, 

lo que a su vez conduce a la subfertilidad y al aborto espontáneo recurrente(Tuckerman 

et al., 2000). 

Homeostasis endometrial 

La homeostasis tisular depende de una adecuada relación entre los procesos de 

proliferación, diferenciación y muerte celular que permiten que el tejido cumpla 

correctamente su función (King y Cidlowski, 1998). Dado que el endometrio se 

encuentra fundamentalmente bajo el control de hormonas esteroideas, su homeostasis 

se encuentra regulada por las mismas durante la progresión del ciclo. De esta manera, 

el endometrio está sujeto a procesos de remodelación, proliferación y diferenciación de 

las células endometriales, y es un balance específico entre proliferación y apoptosis, 

tanto en el epitelio como en el estroma, lo que permite un correcto desarrollo y función 

del mismo durante el ciclo (Chabbert Buffet et al., 1998). 

Proliferación 

Los órganos reproductivos femeninos, ovario y endometrio, experimentan el proceso de 

proliferación de manera cíclica, dado que se encuentran expuestas a las hormonas FSH 

y E2, responsables de estimular dicha proliferación (Speroff y Fritz, 2005). 

La proliferación del epitelio endometrial llega a su máximo durante la fase folicular, y se 

detiene luego de la ovulación (Kokeguchi et al., 1992). El estrato basal del endometrio 

presenta una proliferación baja pero constante a través del ciclo menstrual, y es el 

estrato funcional del endometrio el que experimenta principalmente los cambios 

cíclicos (Ferenczy et al., 1979).  
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La proliferación de las células endometriales comienza con la unión del E2 a su receptor 

nuclear, y la consecuente activación de los elementos de respuesta a E2.  Esto activa la 

transcripción de algunos genes específicos para factores de crecimiento, entre otros, 

que actúan de manera paracrina y/o autocrina en la expresión de proto-oncogenes 

(Odom et al., 1989).  Cabe resaltar que, según se ha reportado en experimentos in vitro, 

las células aisladas del epitelio endometrial presentan una baja respuesta proliferativa 

a E2, por lo que se considera indispensable la presencia de las células del estroma en la 

respuesta mitogénica de las células glandulares en la fase proliferativa. Por otro lado, es 

la P4 quien contrarresta el efecto del E2 ya que produce una disminución en los 

receptores para estrógenos y un aumento en el metabolismo de E2 a conjugados no 

activos (Ferenczy et al., 1979). 

Por otra parte, los andrógenos han sido descriptos con efectos tanto proliferativos como 

apoptóticos en otros tejidos reproductivos, pero aún no se ha dilucidado por completo 

su acción en la fisiología o fisiopatología endometrial (Simitsidellis et al., 2017).  Se ha 

reportado que, en células estromales estimuladas por andrógenos, muestran un 

aumento en la expresión de receptores de factores de crecimiento (Watson et al., 1998; 

Cloke y Christian, 2012).  Debido a estos antecedentes es posible pensar que los 

andrógenos pueden tener alguna función particular durante el ciclo endometrial.  Según 

estudios realizados en células del epitelio endometrial se ha mostrado que los 

andrógenos provocan una disminución de la proliferación celular y de la secreción de 

glicodelina, proteína que sirve como marcador de la función endometrial (Tuckerman 

et al., 2000).  Además, se ha propuesto que la mayor concentración de andrógenos 

plasmáticos se correlacionaría con una disminución de proteínas marcadoras de la 

función endometrial, así como, con un aumento de la frecuencia de abortos recurrentes 

(Sagle et al., 1988; Okon et al., 1998). 

El estudio de los factores que permiten regular la proliferación, y la medición de su 

capacidad proliferativa resulta de interés debido a que la proliferación es un proceso 

que se encuentra asociado al desarrollo de cáncer endometrial (Kurman et al., 1985; 

Tuckerman et al., 2000).  

Durante el ciclo celular (Fig. 1.10), las células que proliferan atraviesan las siguientes 

fases:  
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• Fase G1: representa el periodo entre la mitosis (M) y la fase de síntesis de DNA (S).  La 

mayoría de las funciones especializadas de las células se realizan en esta fase y en G0, y 

el contenido de DNA de las células diploides normales es equivalente a un doble set de 

cromosomas.  Las células están bajo la influencia de factores de crecimiento, que 

pueden hacer proseguir a las células hacia la fase S del ciclo celular o entrar en arresto 

celular, también llamado período G0.  Antes de entrar en la fase S, existe un punto de 

restricción, bajo el control de un gen supresor de tumores, retinoblastoma, que es capaz 

de detener la proliferación de células genéticamente defectuosas y conducirlas a G0 

para ser reparadas o entrar en apoptosis.  

• Fase S: es el periodo durante el cual el DNA se sintetiza.  

• Fase G2: en este periodo las células presentan un contenido de DNA duplicado y se 

preparan para la mitosis.  

• En la fase M, se produce la división celular, y la subsiguiente condensación de la 

cromatina y distribución de los cromosomas entre las células hijas. 

La proliferación celular normal está regulada por la interacción entre ciclinas, quinasas 

dependientes de ciclinas (Cdks), CKIs (inhibidores de las quinasas dependientes de 

ciclinas), y productos de proto-oncogenes y de genes supresores de tumores (Nurse, 

1994; Sherr y Roberts, 1995).  Durante la fase G1, los complejos Ciclina/Cdk se unen a la 

proteína del retinoblastoma (Rb, regulador negativo de la progresión del ciclo celular) 

inactivándola mediante fosforilación.  Lo anterior conduce a la liberación de la proteína 

E2F y a la progresión a la fase S del ciclo celular (Weinberg, 1995).  La proteína Rb en su 

forma no fosforilada, se expresa normalmente en el endometrio de fase proliferativa y 

en endometrio con hiperplasia, disminuyendo progresivamente su expresión en cáncer 

endometrial (Ruhul Quddus et al., 2002).  

Por otro lado, se sabe que la capacidad de los complejos Ciclina/Cdk para fosforilar Rb 

es inhibida por inhibidores CKIs, entre los que se destacan las proteínas p15, p16, p21 y 

p27, las cuales suprimen la actividad quinasa de los complejos Ciclina/Cdk conduciendo 

al arresto del ciclo celular (Sherr y Roberts, 1999; Besson et al., 2008).  Por otra parte, la 

proteína p53, estimula la síntesis de p21 y p27 regulando el ciclo celular y además regula 

la apoptosis por activación de la transcripción del gen bax (Abukhdeir y Park, 2008; 

Abbas y Dutta, 2009).  
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Los cambios en el balance entre apoptosis y proliferación pueden ser fisiológicos, como 

son aquellos que suceden durante el ciclo endometrial, donde durante las fases de 

proliferación y diferenciación, se produce un balance específico entre los procesos de 

apoptosis y proliferación, tanto en el epitelio como en el estroma. Sin embargo, resulta 

interesante investigar que sucede con el balance homeostático uterino en condiciones 

patológicas como lo es SOP, cáncer o hiperplasia endometrial (Avellaira et al., 2006), 

como así también en situaciones donde la concepción embrionaria no sucede por fallas 

en la implantación (Lessey y Young, 2014). 

 

 

Figura 1.10: Representación esquemática del ciclo celular. 

Apoptosis 

La apoptosis es el mecanismo fisiológico de muerte celular programada a través del cual 

los organismos multicelulares eliminan las células no necesarias o potencialmente 

perjudiciales (Kerr et al., 1972; Lockshin y Zakeri, 2001; Renehan et al., 2001).   

La muerte apoptótica puede desencadenarse por diversos estímulos y señales que 

pueden ser fisiológicas, fisiopatológicas o exógenas provenientes del ambiente, en 
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donde las células se “suicidan” bajo la acción de controles internos y externos (Allen 

et al., 1998). 

Los cambios morfológicos de la apoptosis comienzan con la condensación temprana de 

la cromatina y desintegración de la envoltura nuclear, que lleva a la formación de masas 

de cromatina perinuclear y a la disminución del tamaño nuclear. Uno de los marcadores 

más característicos de apoptosis es la fragmentación del DNA en segmentos de 180- 200 

pb (Hale et al., 1996). A nivel citoplasmático, la característica morfológica más 

importante es la fragmentación de la célula en los llamados cuerpos apoptóticos. La 

membrana plasmática también presenta alteraciones, las cuales se manifiestan por 

separación de las células apoptóticas de sus vecinas (por pérdida de las uniones 

intercelulares), la exposición de marcadores de superficie y cambios en la composición 

de los lípidos de membrana, entre ellos el fosfolípido fosfatidilserina que se transloca 

desde la cara citoplasmática de la membrana celular a la superficie externa de la célula. 

Este desensamblaje apoptótico ordenado y secuencial es silencioso, y lleva a que estas 

células pasen desapercibidas por el sistema de respuesta inflamatoria, y sean solamente 

reconocidas por los macrófagos, que finalmente fagocitan los cuerpos apoptóticos (Hale 

et al., 1996). De igual manera ocurre la fragmentación intranuclear del ADN y la pérdida 

sistemática de sustratos vitales por efecto de proteasas específicas denominadas 

caspasas (Elmore, 2007). Las caspasas son una subfamilia de 13 cistein-proteasas que 

son sintetizadas de manera inactiva (zimógenos) y son activadas por corte proteolítico. 

Las caspasas en la apoptosis se pueden clasificar en dos grupos: las iniciadoras (de 

señalización o que activan a otras caspasas) como las 2, 8, 9 y 10; y las efectoras o 

ejecutoras como las 3, 6 y 7 que hidrolizan sustratos selectivos (Kiraz et al., 2016). Todo 

esto lleva a la fragmentación de la célula, formándose pequeñas vesículas llamadas 

cuerpos apoptóticos aún rodeados de membrana; la cual cambia de composición 

dándose una translocación de la fosfatidilserina a su superficie la cual sirve de señal de 

reconocimiento para macrófagos y así los cuerpos son rápidamente fagocitados 

(Golstein et al., 2003). Existen dos principales rutas de señalización mediante las cuales 

una célula se vuelve apoptótica: La vía extrínseca, la cual se inicia por la unión de 

ligandos específicos a ciertos receptores de la superficie celular llamados receptores de 

muerte. Esta interacción lleva a la activación de la caspasa 8, lo que conlleva al comienzo 

de una cascada de activación de otras moléculas que conduce a la muerte celular; por 
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otro lado, existe la vía intrínseca, la cual está controlada por el desbalance entre 

proteínas pro- y anti-apoptóticas de la familia Bcl-2, y que se inicia a nivel mitocondrial 

y que lleva a la conformación del apoptosoma, un complejo de proteínas que genera la 

activación de la caspasa 9 quien inicia la cascada que llevará a la muerte por apoptosis. 

Ambas vías convergen en la activación de las caspasas 3, 6 y 7, siendo la principal la 

caspasa-3 (Fig. 1.11) (Kaczanowski, 2016). 

Los agentes que inducen apoptosis lo hacen sobre tejidos específicos. En particular, en 

el endometrio humano normal, la apoptosis ha sido observada a través de la fase lútea, 

la menstruación, en la fase folicular temprana (Verma, 1983; Tabibzadeh, 1996) y más 

aun localmente en el sitio de implantación (Finn, 1977). Además, el ciclo endometrial 

involucra un proceso apoptótico, lo que sugiere que existe una regulación hormonal del 

mismo durante la remodelación endometrial (Rango et al., 1998).  

Por otro lado, ciertos autores han descripto la presencia de Bcl-2 (proteína anti-

apoptótica) en el endometrio humano (Gompel et al., 1994). Según estos autores se ha 

demostrado una variación en la expresión de Bcl-2 durante el ciclo endometrial en la 

capa funcional, y extendiéndose por todas las glándulas durante la fase proliferativa, y 

desapareciendo hacia la fase secretora.  En tanto, en el estroma la expresión de Bcl-2 se 

hace coincidente con la diferenciación de las células.  Estos resultados sugieren que la 

expresión de Bcl-2 en las glándulas es inhibida a medida que aumenta la concentración 

de P4. Según se ha descripto existen otras proteínas de la familia Bcl-2, tales como Bax, 

Bak, Bcl-Xs y Bcl-XL, que tendrían variaciones cíclicas en su expresión en el endometrio 

humano, siendo Bax (proteína pro-apoptótica) mayormente expresada en el 

endometrio secretor (Tao et al., 1997, 1998; Ma et al., 2010). Se conoce que Bax ejerce 

su efecto pro-apoptótico a través de la liberación de citocromo-c mitocondrial, lo cual 

activa a las caspasas, enzimas efectoras del proceso apoptótico. Del mismo modo, Bak, 

otra proteína pro-apotótica, ha sido escasamente detectada en fase proliferativa, pero 

aumenta en fase secretora donde estaría confinada casi exclusivamente al epitelio 

glandular (Tao et al., 1998).  Por su parte, en el endometrio humano de fase 

proliferativa, es factible observar algunas células con una fuerte tinción para Bax y una 

débil tinción para Bcl-2 sin ser apoptóticas, lo que indica que existirían factores 

involucrados en la regulación de la apoptosis en las células endometriales (no mediante 

la vía intrínseca) (Tao et al., 1997).  Es por ello que se ha sugerido que la acción de las 
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proteínas de la familia Bcl-2, debe estudiarse en relación a otras proteínas reguladoras 

de la apoptosis durante el ciclo endometrial. 

Por último, la survivina, una proteína perteneciente a la familia de proteínas inhibidoras 

de la apoptosis, se expresa generalmente en tumores y en células que también se 

encuentran proliferando (Jaiswal et al., 2015). Inicialmente, la survivina ha sido 

descripta como una inhibidora de la caspasa 9, sin embargo, se ha demostrado que 

también actúa como reguladora clave del ciclo celular (Mita et al., 2008). 

 

 

Figura 1.11: Esquema representativo del proceso apoptótico: vías intrínseca y extrínseca. 

Receptores activados por proliferadores peroxisomales 

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) son factores de 

transcripción activados por ligandos (naturales o sintéticos) y que pertenecen a la 

superfamilia de receptores nucleares, los cuales, como sensores energéticos, juegan un 

papel importante en la regulación del metabolismo de los lípidos y de la glucosa 

formando así una conexión directa entre las señales extracelulares y la expresión de 

genes (Issemann y Green, 1990; Dreyer et al., 1992; Kliewer et al., 1994). 

Se ha descripto que existen tres isoformas de PPAR: PPAR alfa, delta, y gama (PPARs) 

(Tyagi et al., 2011) cada uno de los cuales actúa en distintos tejidos, desempeñando 
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roles específicos en cada uno (Lehrke y Lazar, 2005). Las 3 isoformas de PPARs están 

codificados en diferentes genes y de cada uno de ellos existen variantes por producto 

de splicing alternativo y del uso de distintos promotores (Komar, 2005). Se identificó la 

presencia de PPARs en diversas especies, incluyendo la rata y el humano (Huang, 2008). 

Estructura y mecanismos de regulación de los PPARs 

Los PPARs, poseen una estructura compuesta por dominios funcionales. La secuencia 

aminoacídica primaria de los PPARs se compone de un domino AF- 1, un dominio de 

unión al DNA (DBD), un dominio D y el dominio de unión al ligando (LBD). El dominio AF-

1 presenta una función de transactivación independiente de ligando. El domino de unión 

al DNA es responsable de la unión a la secuencia de elementos de respuesta a 

proliferadores peroxisomales (PPRE) que se encuentra en la región promotora de los 

genes blanco.  El dominio D es una región bisagra que puede modular la unión al DNA y 

está involucrada en la unión a co-represores. El dominio de unión al ligando tiene una 

fuerte función de activación dependiente de ligando y también es el dominio de 

dimerización y de interacción con co-factores. El "bolsillo" de unión al ligando presenta 

un mayor tamaño en comparación con el de otros receptores nucleares, esta diferencia 

permite que los PPARs interactúen con una amplia gama de ligandos naturales y 

farmacológicos estructuralmente distintos (Berger y Moller, 2002; Komar, 2005). 

Los PPARs se unen específicamente al DNA como heterodímeros junto al receptor de 

ácido 9-cisretinoico (RXR). La unión del ligando al heterodímero provoca un cambio 

conformacional en la estructura llevando a la disociación de proteínas correpresoras y 

al reclutamiento de co-activadores, los cuales habilitan la unión del complejo a las 

secuencias PPRE del DNA (Puigserver et al., 1998; Finck, 2006); esto permite la 

activación de la transcripción de genes blancos (Fig. 1.12) (Vélez et al., 2013) que 

intervienen y modulan procesos de proliferación, inflamación y diferenciación celular 

(Müller et al., 2008). Por otra parte, en ausencia de ligandos, se reclutan correpresores, 

quienes regulan negativamente la actividad transcripcional de los PPARs (Yu et al., 2005; 

Cohen, 2006).  
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Figura 1.12: Esquema que representa el mecanismo clásico de acción de los PPARs. El 

heterodímero PPAR-RXR se une a las regiones PPRE localizadas en el promotor de genes 

blanco. La unión del ligando induce un cambio conformacional en los PPARs que permite su 

disociación de factores correpresores y el reclutamiento de factores co-activadores que 

activan la transcripción génica. 

PPARs y su función en el útero 

Según se ha reportado, el sistema PPAR regula las funciones uterinas (Bogacka et al., 

2015; Vitti et al., 2016). La expresión de todas las isoformas de PPAR se ha demostrado 

en tejidos endometriales humanos, bovinos, ovinos, porcinos y roedores (Cammas et al., 

2006; MacLaren et al., 2006; Nishimura et al., 2011). Los PPARs modulan la función 

uterina, regulando la expresión de varios genes (Dunn-Albanese et al., 2004; Latini et al., 

2006; Coyne et al., 2008; Falchi y Scaramuzzi, 2013). En roedores, PPAR delta se expresa 

durante la decidualización y regula la implantación (Lim y Dey, 2000). La activación de 

PPAR gama aumenta el grosor uterino, estimula la proliferación, y conduce a cambios 

morfogenéticos en el tejido uterino (Gunin, 2004; Froment et al., 2006). Además, su 

activación desencadena efectos antiinflamatorios y antiangiogénicos, lo que conduce a 

la inhibición del crecimiento celular e induce la apoptosis (Lebovic et al., 2004; 

Demirturk et al., 2006; Aytan et al., 2007; Martin, 2010; Kadam et al., 2015; Velez et al., 

2018). Más aún la deleción del gen de PPAR gama provoca subfertilidad (Cui et al., 2002). 

Los ratones knockout para PPAR alfa muestran una fertilidad normal pero altas tasas de 

aborto materno (Yessoufou et al., 2006; Yang et al., 2008). Como se ha descripto 

mayormente, PPAR está implicado en numerosas funciones uterinas bajo condiciones 
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fisiológicas, sin embargo, poco se sabe acerca de si el sistema PPAR se ve afectado 

durante una afección patológica. En cáncer de endometrio, la expresión génica de todas 

las isoformas de PPAR se ha encontrado disminuida (Knapp et al., 2012) pero poco se 

conoce acerca de su expresión en el contexto hiperandrogénico en el cual se enmarca 

el SOP donde la función endometrial se ve afectada (Toth et al., 2007; Tyagi et al., 2011). 

PPAR gama, estrés oxidativo e inflamación 

Se ha informado que los PPAR regulan la expresión y la actividad de ciclooxigenasa-2 

(COX-2), la enzima limitante de la síntesis de prostaglandinas (PG) (Sheldrick et al., 

2007). La activación de PPAR estimula la síntesis de PG. Más aún, se ha demostrado que 

existe un patrón de expresión diferencial de PPAR en respuesta a los niveles hormonales 

durante el ciclo estral en diferentes especies (Bogacka et al., 2015; Socha et al., 2017).  

Todas las isoformas de PPAR regulan la producción y degradación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS, por sus siglas en ingles reactive oxygen species). Los tres tipos 

principales de ROS son: el anión superóxido (O2
−•), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

hidroxilo (•OH). Las ROS no solo desempeñan un papel importante como mensajeros 

secundarios en muchas cascadas de señalización intracelular, sino que también ejercen 

efectos indispensables en procesos patológicos que implican la generación excesiva de 

ROS. Los altos niveles de ROS podrían causar cambios genéticos al alterar el DNA (Zuo 

et al., 2016), lo que puede inducir una proliferación celular descontrolada (Bartsch y 

Nair, 2006; Ziech et al., 2011). Además, las ROS podrían ser uno de los principales 

inductores subyacentes que aumentan el riesgo de cánceres ginecológicos en pacientes 

con SOP (Sheehan, 2004). Como defensa frente a las ROS, existen mecanismos que 

intentan revertir la oxidación, entre ellos se encuentran las enzimas: superóxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GR), 

que pertenecen al mecanismo de defensa primario. SOD (a veces unido a cobre o zinc) 

cataliza la dismutación del anión superóxido para producir H2O2 y O2. CAT es la enzima 

que se encarga de eliminar el H2O2 de la célula cuando esta última se encuentra en altas 

concentraciones. GPx es una enzima que cataliza la reducción de H2O2 e hidroperóxidos 

libres orgánicos que requieren glutatión como co-sustrato. La GR es una proteína 

citosólica con una distribución tisular similar a la de GPx. La enzima reduce el glutatión 
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oxidado, utilizando el NADPH que fue generado por varios sistemas (Figura 1.13)(Lu 

et al., 2018). 

Figura 1.13: Esquema representativo de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

mecanismos de defensa. 
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II. Hipótesis y objetivos   
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Hipótesis 

 
La hiperandrogenización prenatal induce reprogramación fetal que afecta las vías de 

señalización responsables de la homeostasis tisular en el endometrio. Como 

consecuencia de estas desregulaciones, se altera la funcionalidad uterina.  

 

Objetivo general 

 
Evaluar cómo se ve afectada la fisiología uterina por programación fetal como 

consecuencia del hiperandrogenismo prenatal. 

Nos proponemos establecer cuáles son los mecanismos moleculares que se ven 

afectados por la hiperandrogenización prenatal en el tejido uterino. 

 

Objetivos específicos  

 
1. Analizar el efecto de la hiperandrogenización prenatal mediante el estudio 

histológico y morfométrico de las estructuras presentes en el tejido uterino 

(glándulas, epitelio estromal y glandular, estroma y miometrio). 

2. Estudiar la expresión proteica de los receptores esteroideos presentes en el 

tejido uterino. 

3. Evaluar el efecto de la hiperandrogenización prenatal sobre las vías que regulan 

el ciclo celular y el estado apoptótico del tejido uterino. 

4. Analizar el efecto de la hiperandrogenización prenatal sobre el balance oxidativo 

y el estado pro-inflamatorio en el tejido uterino. 

5. Estudiar la expresión del receptor activado por proliferadores peroxisomales 

gama (PPARγ) y co-represor. 

6. Analizar el efecto de la hiperandrogenización prenatal sobre la fertilidad, 

mediante estudios de apareo, fertilidad y cuidado materno.  
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III. Materiales y métodos 
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Modelo experimental animal 

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley, las cuales tuvieron acceso ad libitum a 

alimento (Cooperación, SRL) y agua, con un fotoperíodo de 12 hs de luz, 12 hs de 

oscuridad a 22°C.  Todos los experimentos y protocolos fueron realizados siguiendo las 

normas del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la 

Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires, y la “Guía de Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio” “U.S. National Research Council”, 1996. 

Como modelo que permite emular las características del SOP, utilizamos un modelo 

murino de hiperandrogenización prenatal. Se pusieron en apareo hembras vírgenes, de 

3 meses de edad, con machos de la misma cepa (4 hembras por macho en cada jaula). 

La aparición de espermatozoides en el extendido vaginal fue considerada el día 0 de 

preñez, en ese momento las hembras preñadas se separaron y se colocaron una hembra 

por jaula y se asignó el grupo al que pertenece (control o tratamiento). Entre los días 16 

y 19 de preñez, al grupo tratado se le administró en forma subcutánea una dosis diaria 

de 1 mg de testosterona libre (Testoviron Depot 250, Bayer) disuelta en 100 μl de aceite 

de maíz. El grupo control solo recibió el mismo volumen de aceite (vehículo). Este 

tratamiento no induce reabsorción embrionaria, disminución de crías por camada, 

relación hembra/macho, ni extensión de la preñez. A los 21 días de gestación se produjo 

el nacimiento de las crías (Fig. 3.1). Entre los 22 y 25 días de edad se separaron las crías 

hembras. Se designaron a los grupos como hiperandrogenizado prenatalmente (PH) y 

control (C). Este procedimiento fue realizado 3 veces, en distintas ocasiones, con el 

objetivo de obtener un n=25 por grupo. 
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Figura 3.1: Esquema del modelo animal utilizado. Durante la gestación, entre los días 16 a 19 

los animales reciben una dosis diaria de testosterona (grupo PH) o vehículo (grupo C). La 

cronología de la vida post-natal de las crías muestra los procedimientos realizados durante el 

manejo de los animales. 

 

Seguimiento animal y determinaciones experimentales 

Desde los 21 días y hasta la adultez los animales fueron pesados, con el objetivo de 

construir la curva de crecimiento y ganancia de peso. Se realizó un seguimiento del ciclo 

estral desde la pubertad hasta los 90 días de vida (etapa adulta), momento en el cual los 

animales fueron sacrificados (Fig. 3.1). A continuación, se detallan los estudios 

realizados (Fig. 3.2). 
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Figura 3.2: Resumen del seguimiento de animales y de las determinaciones 

experimentales realizadas. 

Estudio del ciclo estral  

Desde los 45 días de edad se realizó el seguimiento diario del ciclo estral de los animales 

mediante observación microscópica de los extendidos vaginales. El ciclo estral de la rata 

posee 4 estadios (Fig. 3.3), y se encuentra determinado respecto del tipo de células 

presentes en dicha muestra, teniendo en cuenta los siguientes parámetros: 

En el estadio Proestro el extendido vaginal se caracteriza por el predominio de células 

epiteliales redondas nucleadas, con ausencia, o muy pocos leucocitos; también pueden 

aparecer escasas células cornificadas. 

El estadio Estro se caracteriza por la presencia de numerosos colgajos de células 

epiteliales queratinizadas con citoplasma granular, total ausencia de leucocitos, y muy 

pocas células nucleadas. 
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El estadio Metaestro presenta predominio de células de tipo leucocitaria y pocas células 

epiteliales cornificadas. 

En el estadio Diestro se observan principalmente leucocitos, muy pocas células 

queratinizadas y, a veces, células nucleadas. 

Figura 3.3: Microfotografías representativas de los tipos celulares presentes en los estadios del 

ciclo estral. (Escala: 25x) 

Determinación fenotípica 

Mediante el estudio del ciclo estral, que nos permitió un seguimiento individual de cada 

animal, fue posible definir su fenotipo (ovulatorio regular, ovulatorio irregular o 

anovulatorio), basado en la progresión del ciclo estral (Fig. 3.4). 

Los animales fueron clasificados según la regularidad o no del ciclo (Karim et al., 2003): 

▪ Animales ovulatorios regulares: el ciclo estral tiene una duración entre 4 y 6 días, 

donde se ve una correcta progresión de Proestro, Estro, Metaestro y Diestro. Se 

puede observar el pasaje de dos estros consecutivos a lo largo del período 

evaluado de 15 días. 

▪ Animales ovulatorios irregulares: El ciclo estral tiene una duración mayor a 6 

días y/o no se observa una correcta progresión a lo largo del mismo de Proestro, 

Estro, Metaestro, Diestro. Se puede observar el pasaje de dos estros 

consecutivos a lo largo del período evaluado de 15 días. 

▪ Animales anovulatorios: Los animales permanecen en los estadios de Metaestro 

y/o Diestro o una combinación de estos donde se ven los tres tipos celulares 

(3TC), sin poder observarse una progresión del ciclo ni pasaje por Estro. 
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Figura 3.4: Esquema representativo de los tipos de ciclos estrales encontrados y criterios 

utilizados para la determinación de los fenotipos. El grupo control posee un ciclo estral regular 

con duración de 4 a 6 días. El grupo ovulatorio irregular puede presentar una duración mayor a 

6 días o una incorrecta progresión de los estadios. El grupo anovulatorio se mantiene 

arrestado en metaestro y/o diestro. 
Modificado de: biologydiscussion.com 

Obtención de tejidos 

Los animales en el primer diestro a partir de los 90 días de edad fueron anestesiados en 

una cámara saturada de dióxido de carbono (CO2) y posteriormente decapitados. Se 

colectó la sangre y se aisló el suero por centrifugación a 1000 g durante 15 minutos, 

fraccionado y conservado a -80°C hasta su utilización. Se extrajo útero que también fue 

almacenado a -80°C hasta su utilización, a excepción de ciertas muestras por grupo del 

cual un cuerno uterino fue inmediatamente colocado luego de la disección en una 

solución de paraformaldehído al 4% (v/v).  

Estudios histológicos y morfométricos 

Morfología del tejido por técnica de Hematoxilina-Eosina  

Para los análisis de la morfología ovárica 5 úteros de cada grupo experimental 

previamente fijados en paraformaldehído al 4% (v/v), se deshidrataron e incluyeron en 

parafina. Brevemente, los tejidos se sumergieron en etanol al 70%, 3 veces por 10 

minutos, luego en etanol 90% 2 veces por 20 minutos y en etanol 100% 3 veces por 30 

http://www.biologydiscussion.com/
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minutos. Luego, se sumergieron en xileno 3 veces por 20 minutos. Posteriormente 

fueron embebidos en parafina a 58°C. A continuación, las muestras en parafina fueron 

cortadas consecutivamente (5 μm de espesor) y colocadas en portavidrios positivados 

(Termo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  

Los cortes fueron desparafinizados y rehidratados. Posteriormente, los mismos fueron 

coloreados con hematoxilina y eosina para poder determinar las diferentes estructuras 

uterinas. Las muestras coloreadas con hematoxilina y eosina fueron observadas al 

microscopio (Amscope MU1000) y fotografiadas mediante la utilización del software 

AmScope 3.7 (United Scope LLC). Se realizó un conteo glandular y clasificación según 

agrupamiento de estas. A su vez, se realizó el estudio morfométrico de todas las 

estructuras presentes en el útero, como así de su grosor total a través de la utilización 

de las herramientas de medición del software AmScope 3.7 (United Scope LLC). 

Inmunohistoquímica 

Para la inmunolocalización de proteínas en el tejido uterino los cortes fueron 

desparafinados y rehidratados a través de soluciones de alcohol. Luego, los portavidrios 

se sumergieron en buffer sodio citrato (citrato de sodio 10 mM, pH 6.0) a 95°C por 40 

minutos para la recuperación antigénica (IHC WORLD, Woodstock, MD, USA). Los 

portavidrios fueron sumergidos en 0.5% de Triton X-100 para permeabilizar el tejido. 

Luego, las muestras se bloquearon con 5% de suero normal de caballo (normal horse 

serum, NHS 2.5% ImmPRESS, Vector Laboratories) por 20 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se realizó la incubación con el anticuerpo diluido en NHS 

(Tabla 3.1) toda la noche (ON) a 4°C o 1 hora a temperatura ambiente en cámara 

húmeda, según el caso. Luego, se retiró el anticuerpo, se realizaron lavados en buffer 

fosfato salino (PBS) y buffer fosfato salino conteniendo 0.1% de Tween 20 (PBST) y se 

bloqueó la actividad de peroxidasa endógena en una solución 3% (v/v) de peróxido de 

hidrógeno por 20 minutos. Finalmente, se realizaron lavados en PBST y PBS, y se 

incubaron las muestras con el anticuerpo secundario proteína recombinante del rábano 

(HRP) (ImmPRESS HRP Anti-Mouse IgG Reagent or Anti-Rabbit IgG Reagent, Vector) por 

30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron lavados con PBST y 

el inmunocomplejo se detectó luego de incubar los cortes con una solución de 3,3’-

diaminobenzidina (DAB) (ImmPACT DAB, Vector). Para la realización de los controles 
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negativos, se utilizó suero normal de caballo (NHS 2.5%, Vector) en lugar de los 

anticuerpos primarios. Las muestras fueron observadas al microscopio (Amscope 

MU1000) y fotografiadas mediante la utilización del software AmScope 3.7 (United 

Scope LLC). 

Tabla 3.1: Lista de anticuerpos utilizados para inmunohistoquímica. 

Evaluación semicuantitativa por HScore 

Para la evaluación inmunohistoquímica se eligió el análisis semicuantitativo llamado 

HScore (HS: histology score) descrito por Lessey (Lessey et al., 1992, 1996).  El valor del 

HScore corresponde a: Σ Pi (i + 1), donde Pi es el porcentaje de células marcadas 

positivamente e i es la intensidad de esa marca en una escala del 1 al 3 (Siendo 1 =baja 

intensidad; 2 = mediana intensidad; and 3 = alta intensidad) y el conteo de marca 

positiva fue realizado en un mínimo de 1000 células por muestra, en diez campos al azar. 

Determinación de niveles proteicos 

Extracción de proteínas 

Se homogeneizó el tejido uterino en buffer de lisis y se preparó para la extracción 

proteica. El buffer de lisis contenía Tris-HCl 50 mM (pH 7.4), 150 mM NaCl (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA.), 0.5% NP-40 (Sigma), 1 mM PMSF (Sigma), 1 μg/ml 

pepstatina (Sigma), 2 μg/ml aprotinina (Sigma), 2 μg/ml leupeptina (Sigma), 1 mM DTT, 

1 mM ortovanadato de Sodio, (Sigma) y 50 mM NaF (Sigma). Este buffer fue añadido a 

50 mg de tejido uterino durante 30 minutos a 4°C y homogeneizado utilizando un 

homogeneizador manual. Luego, el lisado uterino fue centrifugado a 14000 g por 20 

minutos a 4°C. De lo obtenido, el pellet fue descartado y el sobrenadante fue extraído y 

Anticuerpo Marca Número de Catálogo Dilución 

Ciclooxigenasa-2 Abcam Ab15191 1:200 

Receptor de Andrógenos Proteintech 22089-1-AP 1:100 

p27 kip1 BD 610242 1 µg/ml 

PCNA (P10) Santa Cruz Sc-56 1:400 

PPARg Abcam Ab209350 1:100 

Fosfo Histona H3 Millipore 06-570 1:200 
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utilizado para la cuantificación proteica, mediante el método del ácido bicicónico (BCA; 

Pierce, Rockford, IL, USA).  Las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a -20°C 

hasta su utilización en la técnica de Western Blotting (WB). 

Corrida electroforética 

Las muestras fraccionadas se disolvieron en solución desnaturalizante (buffer de carga 

y DTT) y se calentaron a baño maría a 95ºC durante 5 min. Se sembraron 20 μg de 

proteína por cada muestra en un gel de poliacrilamida al 12% o 10% (TGX-stain freeTM 

FastCastTM, Bio-Rad). La electroforesis se realizó a voltaje constante (200 Volts) por 40 

minutos. Además de las muestras de interés se sembró un marcador de peso molecular 

de proteínas (Precision Plus ProteinTM Standards, 10-250 kDa, Bio-Rad). Luego de la 

corrida electroforética, los geles TGX stain-free se activaron mediante luz ultravioleta 

en el sistema ChemiDocTM MP Imaging (Bio-Rad). 

Transferencia 

Las proteínas separadas luego de la corrida electroforética se transfirieron a membranas 

de PVDF (Bio-Rad) previa activación con etanol 95% durante un minuto, mediante 

transferencia semi-seca, durante 7 minutos, utilizando el sistema Trans-Blot® turboTM 

(Bio-Rad) y siguiendo las instrucciones del proveedor. Luego de la transferencia, se 

obtuvo una imagen de la membrana la cual representa la carga total de proteínas, 

que se utiliza posteriormente para la cuantificación. Además, para verificar que la 

transferencia haya sido correcta, se obtuvo una imagen del gel post-transferencia. 

Inmunodetección de proteínas de interés 

Las membranas fueron incubadas por 60 minutos en TBST (buffer tris salino TBS, tween 

20 0.1% v/v,) conteniendo leche descremada al 5% (p/v) a temperatura ambiente con 

agitación suave para bloquear las uniones inespecíficas. Luego, se realizaron lavados con 

TBST a fin de eliminar el exceso de leche. Posteriormente, las membranas se incubaron 

con el anticuerpo primario de interés (Tabla 3.2) diluido en TBST con leche descremada 

5% (p/v). Para el caso de proteínas fosforiladas, los anticuerpos fueron diluidos en 5 % 

p/v de seroalbúmina bovina (BSA), durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las 

membranas fueron lavadas con TBST, 5 veces por 5 minutos, seguido de una incubación 
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con anticuerpo secundario (Tabla 3.2)  IgG de cabra anti-conejo (Bio-Rad) o conejo anti-

ratón (Jackson Laboratories), según anticuerpo primario utilizado ligado a HRP por 1 

hora a temperatura ambiente en agitación. Luego, el exceso de anticuerpo fue retirado 

de las membranas mediante lavados con TBST y, a continuación, se las incubó con 

reactivos de detección de quimioluminiscencia (ECL) (ClarityTM Western ECL Substrate, 

Bio-Rad). Las bandas inmunoreactivas se determinaron usando un analizador de 

imágenes ChemiDocTM MP Imaging (Bio-Rad).  La intensidad de las bandas fue analizada 

empleando el programa Image LaboratoryTM Software (Versión 6.0, Bio-Rad). Al 

cuantificar, la intensidad de banda de cada proteína fue normalizada al total de 

proteínas corridas en cada muestra para, de esta manera, ajustar los cálculos en caso 

de carga de volumen desigual o errores de transferencia.  

Anticuerpo Marca Número de Catálogo Dilución 

Akt 1/2/3 Cell Signaling 2920 1:2000 

Receptor de Andrógenos Proteintech 22089-1-AP 1:1000 

Aromatasa  Santa Cruz sc-30086 1:500 

Bax Santa Cruz sc-20067 1:500 

Bcl-2 Santa Cruz sc-5509 1:500 

Caspasa 3 Cell Signaling 9662 1:1000 

Ciclina-D1 Santa Cruz sc-450 1:500 

Ciclina-E Santa Cruz sc-247 1:500 

Ciclooxigenasa-2 Abcam Ab15191 1:2000 

Receptor de Estrogenos-α Santa Cruz SC542 1:1000 

ERK 44/42 Cell Signaling 4370 1:1000 

Receptor de Estrogenos-β (H-150) Santa Cruz sc-8974 1:1000 

p21 waf/cip Cell Signaling 2946  1:3000  

p27 kip1 BD 610242  1:4000  

PARP Cell Signaling 9542 1:1000 

PPARg Abcam Ab209350 1:1000 

NFKB Cell Signaling 8242 1:1000 

Fosfo Akt Ser (473) Cell Signaling 4058 1:1000 

Fosfo Akt Thr (308) Cell Signaling 4056 1:1000 

Fosfo CDK-2 Cell Signaling 2561 1:1000 

Fosfo ERK 44/42 Cell Signaling 9106 1:2000 

Receptor de Progesterona (H190) Santa Cruz sc-7208 1:1000 

Survivina Santa Cruz sc-17779 1:500 

Goat Anti-Rabbit IgG-HRP Bio-Rad 170-6515 1:10000 

Goat Anti-Mouse IgG-HRP Jackson 115-035-003 1:8000 

Tabla 3.2: Lista de anticuerpos utilizados para WB. 
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Determinaciones séricas 

Se realizó la medición en suero a 90 días de edad, de las siguientes hormonas: hormona 

luteinizante (LH), hormona folículo estimulante (FSH), testosterona, estradiol y 

progesterona, como así también de los niveles de glucosa e insulina, calculándose el 

índice HOMA-IR (índice homeostático de IR). 

Determinación de LH y FSH por radioinmunoensayo (RIA) 

Los niveles séricos de LH y FSH fueron determinados por kits de RIA siguiendo los 

protocolos estandarizados (Lacau de Mengido et al., 1987; Lacau-Mengido et al., 1996). 

Los coeficientes intra e inter-ensayos fueron menores a 10 % y 13 %, respectivamente. 

Los niveles de LH y FSH se expresaron en ng/mL. 

Análisis de T por RIA  

Los niveles de T fueron determinados por RIA especifico, según se describió previamente 

en el laboratorio (Amalfi et al., 2012). Brevemente, muestras séricas de 6 ratas de cada 

grupo se extrajeron con el mismo volumen de dietil éter por 3 veces. Los extractos 

fueron colectados y evaporados en una bomba de vacío y almacenados a -80°C hasta la 

realización del RIA. Luego, los reactivos y las muestras se reconstituyen en el buffer de 

RIA (Tris HCl 0.05 M, NaCl 0.1 M, gelatina 0.1 %, azida sódica 0.1 %, pH=8). Tanto las 

muestras patrones como las muestras a ensayar (100 µl) se incubaron a 4°C ON con 200 

µl del anticuerpo anti-T y 100 µl del metabolito marcado con tritio-[2,4,6,7,16,17-3H] T, 

250 µCi, (Amersham Corporation, Arlington Heights, USA.). Se utilizó para separar las 

uniones específicas una suspensión de carbón activado-dextrán (carbón 1%, dextrán 0.1 

% en buffer RIA) y centrifugación a 2000 g por 15 minutos a 4°C en centrífuga refrigerada 

(Sorvall RC-5B). El sobrenadante de centrifugación fue recogido en viales conteniendo 

líquido de centelleo, y la radioactividad se cuantificó en un contador de centelleo líquido 

beta. La sensibilidad del anticuerpo para E2 fue de entre 5–10 pg/tubo, y entre 2–5 ml 

de suero. Las variaciones intra e inter-ensayo fueron de 5.0 y 10.0 %, respectivamente. 

El rango de utilidad del ensayo de la T fue de 25–1600 pg. Las variaciones intra e inter-

ensayo fueron de 7.5 y 15.1 respectivamente, y la reacción cruzada entre T y DHEA fue 

< 0.01 pg. Los resultados se expresaron como pg T/ml suero. 
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Análisis de estradiol por ELISA 

Los niveles séricos de estradiol fueron cuantificados por un inmunoensayo COBASE 

realizando un ensayo de inmunoelectroluminiscencia (ECLIA) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Los coeficientes intra e inter-ensayo fueron de 3.93 % y 7.08 %, 

respectivamente. Los resultados se expresaron en ng E2/ml. 

Análisis de progesterona por RIA 

Los niveles de progesterona en suero fueron cuantificados por radioinmunoensayo 

(Martinez Calejman et al., 2011). Muestras séricas se extrajeron 2 veces con 

ciclohexano. En cada extracción se separó la fase orgánica y se llevó a evaporación con 

calor. Los esteroides se resuspendieron en 100 µl de PBS. Se agregaron a las muestras 

100 µl de la progesterona marcada con tritio y 100 µl de la dilución apropiada del 

anticuerpo anti-progesterona. Las muestras se incubaron a 4°C durante toda la noche, 

luego se agregó 200 µl de carbón/dextrano y se centrifugaron a 3200 rpm durante 15 

minutos. Una alícuota del sobrenadante fue contada en un contador de centelleo 

líquido. Los coeficientes de variación intra- e inter-ensayo fueron de 10.9 % y 12.8 %, 

respectivamente. Los valores se expresaron en ng de progesterona /ml de suero. 

Análisis de insulina por ELISA 

Los niveles basales de insulina sérica se evaluaron mediante un kit de ELISA siguiendo 

las instrucciones del fabricante (Abcam Insulin Human ELISA Kit). Los coeficientes de 

variación intra. e inter-ensayo fueron 10 y 12 %, respectivamente. 

Análisis de glucosa basal  

Los niveles de glucemia basal fueron medidos por tiras reactivas One Touch Ultra Mini 

(Johnson & Johnson Medical S.A). El rango se medición del aparato es de 20 - 600 mg/dl. 

Análisis de Proteína C reactiva 

Los niveles basales de proteína C reactiva sérica fueron medidos en placa. La proteína 

se detecta en suero por reacción con un anticuerpo específico adsorbido sobre un 

soporte inerte de látex. Ésta se une a los anticuerpos adsorbidos produciendo la 
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aglutinación de las partículas de látex. La realización de este se produjo siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Wiener lab Kit PCR-látex directo). 

Determinación de RNA mensajero en tejidos 

Aislamiento de RNA  

El contenido total de RNA mensajero de los úteros de ratas de los distintos tratamientos 

se aisló mediante la utilización de RNAzol RT (Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, 

OH, USA.) siguiendo el protocolo correspondiente. Brevemente, el 100 mg de tejido se 

homogeneizó en 1 ml de RNAzol con homogeneizador eléctrico. Al homogenato se le 

agregaron 400 μl de agua libre de RNAsas, se agitó durante 15 segundos y se incubó 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó a 12000 g durante 15 

minutos; la fase acuosa obtenida contiene el RNA solubilizado. 

El sobrenadante (fase acuosa) se transfirió a un nuevo tubo para precipitar el RNA con 

400 μl de etanol 75 % centrifugando a 12000 g durante 8 minutos. A continuación, se 

lavó por duplicado con etanol 75% el precipitado, centrifugando en cada paso a 8000 g 

durante 3 minutos. El RNA obtenido en el pellet se re suspendió en 30 µl de agua libre 

de RNAsas. Se cuantificaron las muestras en NanoDrop (Thermo Fisher), el cual mide la 

absorbancia a 260 nm y evalúa la pureza por la relación de absorbancias 260/280 nm. 

Posteriormente, las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a -70 °C para posterior 

utilización.  

Obtención de DNAc 

A partir del mRNA total obtenido de los úteros de los grupos experimentales se obtuvo 

el DNAc correspondiente mediante su retrotranscripción utilizando random primers y 

Transcriptasa Reversa del Virus de Leucemia Murina Moloney (MMLV RT, Promega), 

siguiendo las especificaciones del productor. Brevemente, se colocó en un tubo de pcr 

500 ng de ARN, y 2 μg de random primers (B070-40 Byodinamics) en un volumen final 

no superior a 14 μl. Se llevo la mezcla de RNA y random primers a 70°C durante 5 minutos 

y luego se cortó la reacción llevándolo a 4°C. Luego se aplicó un spin de manera de 

colectar toda la muestra en el fondo del tubo. Posteriormente se adicionaron los 

siguientes reactivos en el orden indicado: 5 μl de Buffer RT-MMLV 5X (Tris-HCl 250 mM; 

KCl 375 mM, MgCl2 15 mM y DTT 50 mM), 5 μl de una mezcla dNTPs (dATP 10 mM; dGTP 
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10 mM, dGTP 10 mM, http 10 mM), RT-MMLV 200U y agua bidestilada hasta completar 

los 25 μl. Se mezcló delicadamente y se incubó por 60 minutos a 37°C, con un paso final 

de 5 minutos a 4°C. Las muestras de DNAc sintetizadas se guardaron a -70°C hasta la 

realización de la PCR correspondiente. 

Cuantificación por PCR cuantitativa en tiempo real (Real time PCR) 

A partir de una dilución 1:3 del DNAc sintetizado se realizaron los análisis por Real time 

PCR utilizando 2.5 μL de DNAc junto con 10 μL de solución conteniendo un mix de 

desoxirribonucleotidos (dNTPS) 20 mM, GoTaq Polimerasa (Promega, Wisconsin, USA.), 

Eva Green 20x (Biotium Hayward, CA) y primers específicos (Tabla 3.3) en un volumen 

total de reacción de 12.5 μL. Los ensayos se realizaron por duplicado y se incluyó el 

control negativo de la PCR en tiempo real (en el que se omitió el DNAc molde). Los 

productos amplificados se cuantificaron por fluorescencia en un Rotor Gene 6000 

Corbette. El programa de amplificación estándar utilizado involucró los siguientes pasos: 

1) Activación: 95°C por 4 minutos; 2) Desnaturalización: 95°C por 30 segundos; 3) 

Hibridación: temperatura específica para cada par de primers (Tabla 3.3) por 25 

segundos; 4) Extensión y lectura de datos: 72°C por 25 segundos. Los pasos 2 a 4 se 

repitieron 50 veces. 

La detección del producto amplificado se monitoreó en el equipo de PCR en tiempo real, 

el cual mide el aumento de los niveles de fluorescencia en cada ciclo de PCR causados 

por la unión del Eva Green al DNA doble cadena. El equipo determina un nivel de 

fluorescencia umbral dentro de la fase exponencial de la reacción. El número de ciclos 

que requiere cada muestra para alcanzar dicho umbral se conoce como Ct (Cycle 

threshold), el cual está directamente relacionado con la cantidad inicial de molde 

presente en la PCR. Dado que se obtiene una señal siempre que haya moléculas de DNA 

doble cadena, a posteriori del ensayo de PCR, se realizaron curvas de disociación (Curva 

de Melting) para determinar la especificidad de la señal y así eliminar falsos positivos 

debidos a productos inespecíficos y dímeros de primers, entre otros. La expresión 

relativa de los transcriptos evaluados se calculó usando RPL32 como control endógeno. 

La expresión matemática utilizada para calcular estas relaciones fue: 2 -∆∆Ct  
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Dónde: 

∆∆Ct = ∆Ct muestra - ∆Ct referencia. 

∆Ct muestra= Ct gen en estudio - Ct gen endógeno. 

∆Ct referencia= promedio ∆Ct de las muestras control. 

Para todos los genes evaluados se realizaron previamente ensayos de estandarización 

de los protocolos empleados, que involucraron la evaluación de curvas de rango 

dinámico de amplificación del transcripto de interés y posteriores curvas de disociación. 

 

Gen Secuencia De Primers Utilizada Temperatura De Pegado (°C) 

L32 F TGGTCCACAATGTCAAGG 
58 

L32 R CAAAACAGGCACACAAGC 

Ncor1 F TATCGGAGCCATCTTCCCAC 
60 

Ncor1 R ACTTGGGTATCCTGGGGTTG 

Cuznsod F GTCGTCTCCTTGCTTTTTGC 
62 

Cuznsod R TGCTCGCCTTCAGTTAATCC 

Tnfa F GATCGGTCCCAACAAGGAGG 
62 

Tnfa R CTTGGTGGTTTGCTACGACG 

Il10 F TGAAAAATTGAACCACCCGGC 
62 

Il10 R CCAAGGAGTTGCTCCCGTTAG 

Nfκb F GAAGAGGATGTGGGGTTTCA 
62 

Nfκb R CTGAGCATGAAGGTGGATGA 

Pparg F TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC 
60 

Pparg R GAGGCCAGCATGGTGTAGAT 

Cox-2 F ATCCTGCCAGCCAGCTCCACCG 
62 

Cox-2 R TGGTCAAATCCTGTGCTCATACAT 

Tabla 3.3: Primers utilizados para PCR. 

Evaluación del balance oxidante/antioxidante 

Índice de peroxidación lipídica por cuantificación de malondialdehído (MDA) 

Los radicales libres producidos en las células actúan provocando la ruptura de los ácidos 

grasos poliinsaturados de las membranas celulares. Este tipo de reacciones tienen entre 
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sus subproductos al malondialdehído (MDA). Es así, que la concentración de este 

compuesto puede ser tomada como un indicador de peroxidación lipídica (Buege y Aust, 

1978). El MDA es capaz de combinarse con el ácido tiobarbitúrico (TBA) formando un 

reactivo de color que puede cuantificarse a 535 nm en espectrofotómetro, permitiendo 

estimar de esta manera la concentración de MDA.  

Se evaluó la concentración de MDA en tejido hepático. El tejido uterino (50mg) fue 

homogeneizado en ácido tricoloacético (TCA) 0.5% (p/v) con un homogeneizador 

UltraTurrax a 4°C. El homogenato fue centrifugado a 10000 g durante 10 min a 4°C. Se 

recogió el sobrenadante y se lo fraccionó. Se realizó una curva de calibración de MDA, 

cuyo rango de concentración varió desde 0.0125 – 24 mM. Luego, se incubaron 350 μl 

de las distintas concentraciones de la curva o las muestras, con 650 μl de TBA 0.67% p/v 

(TCA 15% p/v, TBA 0.375% p/v, HCl 0.25 N) por 20 minutos a 100°C. La reacción se detuvo 

por inmersión en hielo, leyéndose la absorbancia a 535 nm dentro de los siguientes 5 

minutos. Se realizó una curva patrón de MDA, y los resultados se expresaron como 

μmoles de MDA/mg de tejido. 

Determinación del contenido total del metabolito antioxidante glutatión (GSH) 

El método utilizado aquí para la determinación del contenido de GSH (Tietze, 1969) se 

basa en la reacción de reducción del ácido 5,5,-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB), llevada 

a cabo por el glutation reducido (GSH), en medio reductor (Fig. 3.5). Al reducirse, el 

DTNB forma un compuesto coloreado, el 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) que es posible 

cuantificar a 412 nm. Para medir el glutation total, se agrega glutation reductasa (GR) al 

medio, enzima que cataliza el pasaje de glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida. 

Se midió la concentración de GSH en tejido hepático. Brevemente, el tejido uterino 

(50mg) fue homogeneizado en TCA 0.5% (p/v) con un homogeneizador UltraTurrax a 4°C 

y posteriormente el homogenato fue centrifugado a 10000 g por 10 min a 4°C en 

centrífuga Sorvall. Luego, se colocaron 900 μl de buffer fosfato 50 mM, 100 μl de 

muestra, 50 μl de NADPH, 20 μl del reactivo de Ellman (DTNB) y, en último lugar, 20 μl 

de GR. Considerando la linealidad de la reacción, se registró la absorbancia a cada 

minuto, durante los primeros 6 minutos a fin de determinar la pendiente de la reacción. 

Con el objetivo de cuantificar el contenido de GSH, se comparó con la pendiente de una 
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reacción que se incubó con una concentración de GSH conocida. Los resultados se 

expresaron como μmoles de GSH/mg de tejido. 

 

Figura 3.5: Reacción de reciclaje del GSH-GSSG en presencia de DTNB. Dos moléculas de GSH 

se oxidan a una molécula de GSSG y en la misma reacción se reduce el DTNB y forma TNB 

(compuestos coloreados amarillo). Mientras que se encuentren en exceso la enzima y el 

NADPH la reacción continúa. La tasa de producción de TNB se relaciona directamente con la 

cantidad de GSH total presente en el sistema. 

Método colorimétrico de detección de la apoptosis (TUNEL) 

El estudio de la fragmentación del DNA fue realizado mediante el sistema DeadEndTM 

Colorimetric TUNEL System (Promega, WI, USA).  Este consiste en la incorporación de 

nucleótidos marcados con HRP al extremo 3’ OH de la molécula de DNA mediante la 

enzima deoxinucleotidil transferasa (TdT), con lo cual se puede detectar la presencia de 

fragmentación del DNA. Brevemente, secciones de tejido uterino fueron desparafinadas 

en xileno y rehidratadas gradualmente con etanol (100, 95, 85, 70 and 50 %). Luego, los 

cortes fueron lavados con una solución de NaCl 0.85 % (p/v) y fijados en 4 % de 

paraformaldehído por 15 minutos. Posteriormente a los lavados de PBS, los cortes 

histológicos fueron tratados con proteinasa K (20 μg/ml) por 5 minutos, lavados en PBS 

por 5 minutos y vueltos a fijar en 4 % de paraformaldehído. Luego, fueron incubados a 

37°C por 30 minutos en cámara húmeda, con la mezcla de la enzima TdT, y nucleótidos 

biotinilados. La reacción fue finalizada al sumergir los cortes histológicos en buffer 2X 

SSC (SSC: Saline sodium citrate buffer) por 15 minutos. Posteriormente, los cortes fueron 

lavados en PBS por 5 minutos a temperatura ambiente para luego ser bloqueados con 

3% de peróxido de hidrógeno por 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, de tres 
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lavados con PBS, las muestras fueron incubadas con estreptavidina conjugada con HRP 

por 30 minutos a temperatura ambiente. Los controles negativos fueron incubados con 

una solución sin TdT. Luego se visualizó el complejo de estreptavidina-HRP unido al 

extremo 3' incubando con diaminobencidina de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Finalmente, se montaron las secciones y se analizaron con un microscopio 

óptico. 

Estudios de apareo, fertilidad y capacidad materna 

Se estudió la fertilidad por vía natural en hembras adultas de 90 días de edad, 

pertenecientes a los grupos PH y control.  Las hembras fueron colocadas con un macho 

adulto. Durante la mañana subsiguiente de haber colocado a la hembra con un macho 

adulto, se determinó la receptividad de las hembras al apareo mediante la observación 

de la presencia del tapón vaginal y de la toma de extendidos vaginales y posterior 

observación al microscopio (con el objetivo de visualizar la presencia de 

espermatozoide).  

El índice de apareo se calculó como el número de hembras con tapón vaginal o presencia 

de espermatozoides en el extendido vaginal en relación al total de hembras analizadas 

en cada experimento. También se calculó el tiempo de apareo que se determinó como 

el tiempo que tardan las hembras en presentar el tapón vaginal o presencia de 

espermatozoides en el extendido vaginal.  

Se determinó la fertilidad de las hembras mediante corroboración de la preñez y 

nacimiento de crías vivas a los 21 días posteriores a la presencia del tapón vaginal. El 

índice de fertilidad se calculó como el número de hembras que lograron parir crías vivas 

en relación al total de hembras analizadas en cada experimento.  

Los animales fueron mantenidos en apareo durante una semana. Ante la presencia de 

espermatozoides en el extendido vaginal o la observación del tapón vaginal, la hembra 

se separó en una jaula individual y se le registró el peso y la glucosa en los días 0, 7, 14 

y 20 de gestación. 

Del total de hembras preñadas, a día 14 de gestación, un grupo de hembras preñadas 

pertenecientes a los grupos control y PH, fueron sacrificadas. Posterior a la disección, se 

registró la cantidad de sitios de implantación con embriones implantados y sitios 

reabsorbidos. El otro grupo de hembras C y PH, dio a luz y se registró la cantidad de crías 
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nacidas. Se determinó la capacidad materna sobre el cuidado de sus crías en el 

postparto mediante la verificación de la supervivencia de las mismas durante las 96 

horas posteriores al nacimiento. Además, se midió el peso de las crías al nacer, a día 3 y 

a día 6, donde también fueron sexadas mediante observación de la papila genital y la 

medición de la distancia anogenital. 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa InfoStat 

(http://www.infostat.com.ar) e Instat program (GraphPad software, San Diego, CA, EE. 

UU.). Se aplicó la prueba de Shapiro-Wilks para testear la distribución normal de las 

muestras y la prueba de Levene para analizar la homogeneidad de varianza. En los casos 

en que alguno de los supuestos no se cumplió, los datos se transformaron a Log10 y se 

analizaron de dicha forma (previa corroboración de normalidad y homocedasticidad de 

la variable a analizar). En dichos casos, las variables volvieron a re-transformarse a la 

variable original para realizar los gráficos. Se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) 

con test post-hoc de Tukey para comparar entre los tres fenotipos o análisis por test de 

t-Student, en el caso de comparaciones entre dos grupos. Los porcentajes fueron 

analizados por Prueba de Chi-cuadrado (χ2), como fue el caso de las etapas del ciclo 

estral. Para el caso de las proteínas clivadas, se realizó un ANOVA de dos factores con 

test post-hoc de Bonferroni. Para el análisis de los estudios de fertilidad, los índices de 

apareo y fertilidad fueron analizados como datos categorizados, mediante el uso de 

tablas de contingencia y posteriormente analizados por la Prueba de Chi-cuadrado (χ2). 

En la leyenda de cada figura, de la sección resultados, se indican las pruebas estadísticas 

utilizadas. Los resultados fueron expresados como las medias ± la desviación estándar 

(D.E.) o error estándar (S.E.M). 
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IV. Resultados 
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Capítulo 1: Caracterización del modelo murino de 

hiperandrogenización prenatal   
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Caracterización del modelo animal  

 

Para la caracterización del modelo de hiperandrogenización prenatal nos propusimos 

realizar un seguimiento de los animales desde la gestación hasta la adultez, teniendo en 

cuenta y evaluando diferentes parámetros, considerando las posibles alteraciones que 

pueden presentarse en su crecimiento y hasta su adultez ya sean metabólicas, 

hormonales o morfológicas.  

Resultados 

Evaluación de camadas 

A las madres en gestación se les realizó un seguimiento hasta el nacimiento de sus crías. 

Se evaluaron los siguientes parámetros: duración de la gestación, cantidad de crías 

totales y, dentro de ésta, la proporción de machos y hembras por camada. 

De los resultados obtenidos no se observaron diferencias significativas entre el grupo 

control y el hiperandrogenizado prenatalmente (PH), respecto de la duración de la 

gestación de la madre, el tamaño de la camada obtenida, ni en relación con la cantidad 

de crías hembras y machos nacidos por camada (Tabla 4.1). 

 

Parámetro Evaluado 
Tratamiento  

Control PH 

Duración de la gestación (días) 22,17 + 0,41 22,00 + 0,28 

  

Camada 
  

N° crías Totales 12,25 + 0,50 12,37 + 1,98 

N° crías Hembras 7,25 + 1,89 6,05 + 1,75 

N° crías Machos 5,20 + 1,31 6,32 + 1,76 

Tabla 4.1: Duración de la gestación y numero de crías promedio por camada de los grupos 

control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH). n=19 camadas por tratamiento. No se 

detectaron diferencias significativas; p>0.05 para todos los casos estudiados por test de t-

student. 

Las crías hembras fueron seleccionadas, desde el día 45 se estudió su ciclo estral y a 

partir de la evaluación de éste fueron clasificadas por fenotipo tanto en el comienzo 

como en la etapa adulta (Tabla 4.2).  Estos resultados demuestran que el efecto de la 
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hiperandrogenización prenatal sobre el ciclo estral genera irregularidades en el mismo 

desde el inicio de la adultez (60 días) que permanecen hasta los 90 días. El análisis por 

Chi cuadrado de Pearson demostró que existe una relación entre la edad y la proporción 

de fenotipos presentados en el grupo PH (p=0,0425). 

 
Edad 

Fenotipo grupo 
control 

Fenotipo grupo PH 

ovulatorio 
regular 

PH ovulatorio 
regular 

PH ovulatorio 
irregular 

PH 
anovulatorio 

60 días 100 % 10-30 % 43-51% 27-39 % 

90 días 100 % 8-11 % 49-50% 38-43 % 

Tabla 4.2: Clasificación fenotípica de acuerdo con el ciclo estral. Porcentaje obtenido en los 

grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) a 60 y 90 días. Los experimentos 

para la evaluación de la frecuencia de fenotipos se repitieron en tres ocasiones distintas, cada 

uno con camadas de n=25 madres. Los resultados son presentados como la media y el rango 

(mín.-máx.). 

 

El grupo control, presentó un ciclo estral normal, siendo su fenotipo ovulatorio regular. 

El grupo PH, cuyo ciclo estral demostró ser ovulatorio regular, y que se encuentra 

representado por un bajo porcentaje de animales, no fue considerado para los análisis 

posteriores, ya que dicho grupo no presenta alteraciones en el ciclo estral, siendo ésta 

una de las características esperadas en los modelos SOP de animales de laboratorio.  

De aquí en adelante utilizaremos la siguiente nomenclatura al mencionar al grupo PH 

ovulatorio irregular: PH ov, mientras que el grupo PH anovulatorio será mencionado 

como PH anov. 

Curva de crecimiento 

Se construyó la curva de crecimiento para todas las crías hembras clasificadas según el 

fenotipo que presentan en el estadio adulto. Los resultados obtenidos muestran que no 

se ve alterado el patrón de ganancia de peso desde el momento del destete hasta los 90 

días de edad (Fig. 4.1). 
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Figura 4.1: Curva de crecimiento de los distintos grupos desde los 21 días hasta los 90 días. 

ANOVA de medidas repetidas, p>0.05 entre tratamientos para cada tiempo analizado n=30 

ratas por grupo. 

 

Relación peso uterino sobre peso corporal 

Para evaluar si el exceso androgénico tendría efectos sobre el peso uterino, se 

determinó la relación entre el peso uterino y el peso corporal (Fig. 4.2). 

 

Figura 4.2: Peso uterino relativo a peso corporal a los 90 días. Cada columna representa la 

media + D.E. de grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) n=10 animales por 

grupo; a vs b p<0.05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey. 
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Estado metabólico  

Para evaluar y determinar cómo es el estado metabólico durante la etapa adulta (90 

días), se midieron parámetros relacionados con el metabolismo de la glucosa y la 

insulina. 

Los niveles de insulina se encontraron alterados en ambos grupos PH (Fig. 4.3, A). La 

glucemia basal se encontró aumentada en el grupo PH ov y aún más elevada en el 

fenotipo PH anov (Fig. 4.3, B). Asimismo, el índice HOMA-IR se encontró elevado en 

ambos fenotipos PH (Fig. 4.3, C). 

 

Figura 4.3: Parámetros de insulina y glucosa a los 90 días. Insulina basal (A), Glucosa basal (B) e 

Índice HOMA-IR (C). Cada columna representa la media + D.E. de grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH) de n=10 animales por grupo; a vs b p<0.05, por 

ANOVA con test post-hoc de Tukey. 
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Estado hormonal sistémico 

En lo que respecta a las gonadotrofinas LH y FSH (Fig. 4.4, A y B, respectivamente) no se 

encontraron diferencias entre los grupos bajo estudio. El índice LH/FSH tampoco se vio 

afectado entre los fenotipos (Fig. 4.4, C). 

 

Figura 4.4: Niveles séricos de gonadotrofinas séricas medidas en diestro a 90 días de edad. A) 

niveles de LH, B) niveles de FSH, C) índice LH/FSH. Cada columna representa la media + D.E. de 

grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en 7 muestras por grupo; a vs b 

p<0.05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey. 

 

Por otro lado, se evaluó el estado de las hormonas esteroideas en suero. Los resultados 

mostraron que los niveles de testosterona séricos se encontraron incrementados sólo 

en el grupo PH anov (Fig. 4.5, A). Para el caso del estradiol, los niveles del mismo se 

encontraron disminuidos en ambos grupos PH (Fig. 4.5, B) y con respecto a los niveles 

de progesterona no se observaron diferencias entre los grupos bajo estudio (Fig. 4.5, C). 

Estos resultados indican la presencia de hiperandrogenismo bioquímico, medida por los 

niveles de testosterona, en el grupo PH anov. Por último, la relación E/P nos permitió 
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determinar el predominio hormonal, de E o P, al cual se encontraban expuestos los 

grupos bajo estudio, sin encontrarse diferencia entre los mismos (Fig. 4.5 D). 

 

Figura 4.5: Niveles séricos de las principales hormonas esteroides gonadales medidas en 

diestro a 90 días de edad. Testosterona (A), Estradiol (B) Progesterona (C) e índice 

Estradiol/Progesterona (D). Cada columna representa la media + D.E. de grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en 7 muestras por grupo; a vs b p<0.05, por ANOVA 

con test post-hoc de Tukey. 

 

Discusión 

La exposición prenatal debido a andrógenos produce programación fetal. Este 

fenómeno fue definido por Lucas (Lucas, 1991) como el re-adecuamiento fisiológico por 

efecto de un estímulo, en una ventana sensible del desarrollo intrauterino. Esta 

exposición, no solo afecta al feto en desarrollo, sino que también genera consecuencias 

funcionales adversas en la vida post-natal, predisponiendo así al desarrollo de patologías 

en la adultez (Sir-Petermann et al., 2005).  Con el objetivo de emular las características 

del SOP, el cual se considera tiene un origen fetal, se han utilizado diferentes modelos 
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experimentales de exceso androgénico. En el modelo de hiperandrogenización prenatal, 

utilizado en este trabajo, el estímulo androgénico se inició antes de completarse la 

diferenciación ovárica y por ende resultó en alteraciones permanentes a largo plazo 

(Padmanabhan et al., 2014). Teniendo en cuenta que en trabajos previamente 

realizados en nuestro laboratorio (Amalfi et al., 2012) se ha demostrado que las 

consecuencias del efecto androgénico dependen de la dosis utilizada, para el presente 

trabajo, hemos utilizado la dosis de 1 mg de testosterona, que ha sido utilizada por otros 

autores (Wolf et al., 2002) y que como demostramos en este capítulo, conlleva a 

alteraciones apreciables sin afectar la capacidad materna respecto el cuidado de las 

crías, la proporción de crías hembra:macho, ni el desarrollo de la gestación. 

A partir del seguimiento del ciclo estral iniciado desde la pubertad, observamos que 

debido al efecto de la hiperandrogenización prenatal los animales presentaban dos 

fenotipos, los cuales fueron clasificados en dos grupos. Por un lado, un porcentaje de 

animales presentó alteraciones en su ciclo estral, y fue denominado como ovulatorio 

irregular. Y, por otra parte, un menor porcentaje de animales permaneció arrestado en 

los estadios metaestro y/o diestro, y fue denominado como anovulatorio. Para explicar 

por qué bajo la misma dosis de testosterona se generan dos fenotipos diferentes en la 

misma camada de animales, cabe mencionar el fenómeno de plasticidad fenotípica, 

aunque también podría deberse a la posición intrauterina, que pueden afectar tanto a 

los fetos como a la placenta. El fenómeno de posición intrauterina genera variación 

fenotípica entre individuos adultos del mismo sexo, y se debe a la contigüidad de un 

animal respecto a sus hermanos/as del mismo sexo o del sexo opuesto durante el 

desarrollo intrauterino (vom Saal, 1981; Nonneman et al., 1992). Entre los estudios 

realizados sobre este fenómeno se ha reportado que un feto hembra que posee 

contiguamente dos fetos macho, tiene un ambiente hormonal diferente al de un feto 

hembra que tiene otras dos hembras adyacentes (Zielinski et al., 1991).  Con respecto a 

la disfunción placentaria, se ha demostrado que el exceso androgénico prenatal puede 

alterar los niveles de enzimas esteroidogénicas expresadas por la placenta y de esta 

forma, condicionar el medio hormonal al que se encuentran expuestos los fetos en 

desarrollo (Sun et al., 2012). 
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Como consecuencia de la programación fetal y dado que las hormonas regulan el 

crecimiento fetal y el desarrollo de tejidos específicos, nos propusimos evaluar el 

crecimiento de los animales y analizar la curva de crecimiento corporal desde los 21 días 

hasta la etapa adulta (90 días); si bien estos resultados no mostraron diferencias, es 

decir, que la ganancia de peso no se vio modificada por un efecto de programación fetal, 

cabe resaltar que el estímulo androgénico podría estar afectando la diferenciación del 

tejido uterino in útero.   

Teniendo en cuenta que el SOP es considerado una patología no solo de índole 

reproductiva sino también endocrino-metabólica, y sabiendo que el endometrio es un 

tejido cíclico que se encuentra bajo la acción regulatoria de las hormonas esteroidales, 

resulta de interés estudiar cómo podrían verse afectados los procesos de remodelación 

endometriales, ante alteraciones en la concentración de ciertas hormonas y proteínas.  

Debido a ello, también nos focalizamos en el estudio del metabolismo de la glucosa y la 

insulina en la etapa adulta. Nuestros resultados revelaron que ambos fenotipos del 

grupo PH presentan hiperinsulinemia, hiperglucemia e insulino resistencia. Y si bien el 

estado metabólico se encuentra alterado, éste es independiente de la presencia de 

sobrepeso u obesidad ya que ambos fenotipos PH no presentan diferencias en el peso 

corporal respecto del grupo control (Heber et al., 2019). En este punto, cabe resaltar 

que nuestros resultados están en concordancia con Dunaif y colaboradores (Dunaif y 

Graf, 1989; Dunaif, 1997), quienes demostraron que el estado de IR es intrínseco de la 

programación fetal por exceso de andrógenos y no se debe a un aumento en el tejido 

adiposo (Kahn y Flier, 2000; Tewari et al., 2015; Jeanes y Reeves, 2017b). 

Las variaciones hormonales durante el ciclo estral se traducen en remodelaciones del 

tejido endometrial las cuales se producen de manera cíclica. De esta forma, durante la 

fase folicular ovárica el estradiol estimula el desarrollo del endometrio y por ende su 

proliferación celular. Posterior a la ovulación, se produce la diferenciación de las células 

endometriales promovida por la progesterona secretada por los cuerpos lúteos. En 

nuestro trabajo encontramos que si bien los niveles de las gonadotrofinas, LH y FSH, no 

se hallan alterados, en lo que respecta a las hormonas sexuales los grupos PH 

presentaron un perfil hormonal alterado. El grupo PH anov presentó altos niveles de 

testosterona sérica y ambos grupos PH presentaron bajos niveles de estradiol sérico. 
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Cabe destacar que no se encontraron diferencias en la relación sérica E/P, por lo tanto, 

en lo que refiere a la exposición hormonal, y ante la ausencia de un ambiente 

hiperestrogénico, es posible sugerir que los cambios en el tejido uterino pueden deberse 

a andrógenos o a una combinación entre andrógenos y estrógenos.  

Por último, se ha correlacionado a la hiperinsulinemia con el hiperandrogenismo, y se 

ha visto que éstas se modulan entre sí generando un círculo vicioso de regulación 

(Barbieri y Hornstein, 1988). 

De los resultados expuestos anteriormente, podemos sugerir que la 

hiperandrogenización prenatal trae consecuencias a nivel endocrino, reproductivo y 

metabólico en la vida adulta cuyo alcance trae aparejado alteraciones en la 

funcionalidad de varios tejidos. Si bien el presente trabajo de tesis se ha focalizado en el 

estudio de la fisiología uterina, cabe destacar que en nuestro laboratorio y bajo el mismo 

modelo animal de hiperandrogenización prenatal, se analizaron ciertos tejidos clave en 

el contexto de SOP, como lo son el ovario y el hígado.  De estos estudios, podemos 

destacar que las consecuencias del hiperandrogenismo prenatal en el tejido hepático 

conducen a estrés oxidativo y a alteraciones en la lipogénesis, mientras que en el ovario 

llevan a alteraciones tanto de la foliculogénesis como de la esteroidogénesis, 

afectándose así la funcionalidad ovárica (Abruzzese et al., 2016, 2019). Esto resulta de 

importancia al momento de poner en contexto la fisiología uterina, ya que ésta se ve 

influenciada tanto por las hormonas ováricas como por el estado metabólico sistémico. 
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Resumen visual del capítulo I 
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Capítulo 2: Caracterización morfológica del tejido 

uterino   
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Caracterización morfológica del tejido uterino 

Resultados 

Análisis histomorfológico 

Con el objetivo de determinar si la hiperandrogenización prenatal genera alteraciones 

en el estado histomorfológico uterino, se realizó, en los cortes histológicos coloreados 

con hematoxilina eosina, la observación y reconocimiento, de la estructura general del 

útero (Fig. 5.1, A-C) como así también de cada compartimento que lo conforma: lumen 

epitelial, glándulas, estroma y miometrio.  

En particular, al observar el epitelio luminal (Fig. 5.1, D-F) que se caracteriza por 

conformarse de un epitelio semicolumnar, observamos en los grupos PH ov y PH anov, 

la presencia de múltiples capas celulares. En cuanto a la morfología celular del epitelio 

luminal éste presentó diferentes formas celulares desde cuboidales hasta redondeadas.  

Figura 5.1: Microfotografías representativas de secciones longitudinales de tejido uterino en 

diestro, estructura general (A, B, C) y detalle de epitelio luminal (D, E, F) coloreadas con 

hematoxilina y eosina, pertenecientes a los grupos control (A, D) PH ov (B, E) y PH anov (C, F). 

La barra de escala representa 200 μm. Lu, lumen epitelial; Gl, glándula; Str, estroma; Mio, 

miometrio. 
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Cabe destacar la presencia de mayor cantidad de glándulas (Fig. 5.2, B, C) y de 

agrupaciones glandulares (conglomerados glandulares) (Fig. 5.2, B-C, G-I) en los grupos 

PH ov y PH anov. Si bien no se encontró atipia celular, la presencia de glándulas quísticas 

dilatadas, (Fig. 5.2, E) conteniendo fluido secretorio fue encontrada en los grupos PH a 

diferencia del grupo control (Fig. 5.2, A, D, F). 

Figura 5.2: Microfotografías representativas de secciones longitudinales de tejido uterino en 

diestro, coloreadas con hematoxilina eosina. Detalle de estructuras glandulares pertenecientes 

a los grupos control (A, D, G), PH ov (B, E, H) y PH anov (C, F, I). La barra de escala representa 

200 μm (A-C) y 50 μm (D-I). Lu, lumen epitelial; Gl, glándula; Str, estroma; Mio, miometrio. 

En primer lugar, luego de su cuantificación se determinó que la cantidad de glándulas 

presentes en los grupos PH se encuentra incrementada (Fig. 5.3, A). Más aún, la 

presencia de conglomerados glandulares en los grupos PH es mayor (Fig. 5.3, B), sin 

embargo, la cantidad promedio de glándulas por conglomerado no difiere entre todos 

los grupos estudiados (Fig. 5.3, C). 
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Figura 5.3: Cuantificación de estructuras glandulares en el tejido uterino en diestro. Promedio 

de glándulas por campo (A) Cantidad de conglomerados (B) Promedio de glándulas por 

conglomerado (C). Cada columna representa la media + S.E.M de grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en 10 muestras por grupo; a vs b p<0,05, por ANOVA 

con test post-hoc de Tukey. 

 

Además, mediante la utilización de las herramientas del software, se realizó la medición 

del grosor de los compartimentos uterinos como así también del útero en su totalidad. 

El análisis morfométrico reveló que el grosor uterino total se encuentra incrementado 

en el grupo PH ov, respecto de los grupos control y PH anov (Fig. 5.4, A). Por otra parte, 

el grosor del epitelio luminal se encuentra incrementado en los grupos PH ov y PH anov. 

(Fig. 5.4, B).  Con respecto al grosor del epitelio glandular, los grupos bajo estudio no 

presentaron diferencias (Fig. 5.4, C). 
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Figura 5.4: Análisis morfométrico del tejido uterino en diestro. Grosor uterino (A) Grosor del 

epitelio luminal (B) Grosor del epitelio glandular (C). Cada columna representa la media + 

S.E.M de grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en 10 muestras por grupo; 

a vs b p<0,05, por ANOVA con test post-hoc de Tukey. 

Expresión de receptores hormonales 

 
Para evaluar si la expresión de receptores hormonales en el endometrio se encuentra 

afectada debido a hiperandrogenización prenatal, se realizó el estudio de la expresión 

proteica del receptor de andrógenos (RA), receptor de estrógenos (RE) y receptor de 

progesterona (RP). 

El RA fue estudiado por WB e inmunohistoquímica (IHQ). La IHQ mostró que su 

localización es nuclear y se encuentra confinada al estroma, y epitelios (Fig. 5.5, A-C). La 

semicuantificación realizada mediante HScore reveló que el grupo PH anov presentaba 

un incremento en la expresión del RA, tanto en el epitelio glandular como luminal. (Fig. 

5.5, D). Más aun, los resultados del WB mostraron que los niveles proteicos del RA se 

encontraban aumentados en el grupo PH anov, con respecto a los otros grupos (Fig. 5.5, 

E).  
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Figura 5.5: Resultados de la inmunohistoquímica del RA en secciones de tejido uterino en 

diestro, perteneciente a los grupos control (A), PH ov (B) y PH anov (C). La barra de escala 

representa 50 μm. Evaluación semicuantitativa de la expresión proteica del RA mediante 

HScore en el compartimento nuclear de cada estructura en todos los grupos (D). En el HScore 

cada columna representa la media + S.E.M para los grupos control e hiperandrogenizado 

prenatalmente (PH) (n=5 muestras/grupo). Expresión proteica del RA (E) expresado como 

veces de cambio (media + S.E.M) para los grupos control y PH. a vs b p<0.05; por ANOVA con 

test post-hoc de Tukey (n=8 muestras/grupo). 

 

Para el caso del RE, ambas isoformas, alfa y beta, fueron estudiadas debido a su acción 

opuesta. Los resultados del WB revelaron que la expresión proteica del RE alfa (Fig. 5.6, 

A) no presenta diferencias entre grupos, sin embargo, la expresión proteica del RE beta 

(Fig. 5.6, B) presentó un aumento en los grupos PHov y PHanov, con respecto al grupo 

control. Por otro lado, un incremento en la expresión de ambas isoformas del RP (Fig. 

5.6, C-D), alfa y beta, fue encontrada en el grupo PHov. 
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Figura 5.6: Expresión proteica del RE alfa (A), RE beta (B), RP a (C), RP b (D) representado como 

veces de cambio (media + S.E.M) para los grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente 

(PH).  a vs b p<0.05; por ANOVA con test post-hoc de Tukey (n=8 muestras/grupo). 

Expresión de aromatasa 

Con el objetivo de dilucidar si la enzima P450 aromatasa, responsable de la conversión 

de andrógenos a estrógenos, se expresa a nivel del tejido uterino, estudiamos su 

expresión proteica mediante WB. Los resultados demostraron que esta enzima se 

expresa en el tejido uterino pero no se encontraron diferencias en la expresión proteica 

entre los grupos estudiados (Fig. 5.7). 
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Figura 5.7: Expresión proteica de aromatasa expresada como veces de cambio (media + S.E.M) 

para los grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH).  a vs b p<0.05; por ANOVA 

con test post-hoc de Tukey (n=8 muestras/grupo). 

Discusión 

Como se ha mencionado en el capítulo anterior, la función endometrial está regulada 

por las hormonas esteroideas. Las hormonas interactúan con los receptores de 

esteroides, y de esta manera, se desencadenan caminos de señalización en respuesta a 

dicha interacción. Es por ello que una expresión alterada de receptores en el endometrio 

podría llevar a cambios en la regulación de la expresión génica y proteica involucradas 

en procesos clave como lo son la proliferación y la muerte celular, que juegan un papel 

importante en la remodelación endometrial que tiene lugar durante el ciclo estral. 

De todo esto, se desprende la importancia de realizar un estudio que describa en 

profundidad cuales son las alteraciones presentes a nivel histomorfológico uterino como 

así también analizar la expresión de receptores hormonales. Por lo tanto, y en primer 

lugar nos propusimos mostrar el impacto de la hiperandrogenización prenatal sobre del 

tejido uterino. De los resultados obtenidos es posible resaltar que más allá de la 

magnitud de la disfunción ovulatoria, es decir, del fenotipo al cual pertenezca, ya sea 

ovulatorio o anovulatorio, el útero de los grupos PH presenta alteraciones las cuales 

incluyen cambios histopatológicos y morfología anormal, que se encuentra evidenciada 

por un incremento en la densidad glandular (hiperplasia glandular), la presencia de 

múltiples capas celulares formando el epitelio luminal, junto con cambios en la 

morfología celular y en la distribución glandular.  

Para acompañar la observación histomorfológica, se realizaron análisis morfométricos 

los cuales demostraron que el grosor uterino del grupo PH ov se encontraba 
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incrementado. Esto podría deberse a un efecto del hiperandrogenismo que, de manera 

directa o indirecta, genera un incremento en la proliferación celular. Previamente, otros 

autores han reportado, mediante el uso de otro modelo de programación fetal por 

exceso androgénico, con una única dosis prenatal, que durante la etapa prepuberal, el 

tejido uterino no presenta alteraciones en el grosor de los epitelios glandular y luminal 

(Arriaza et al., 1989). 

Estas alteraciones morfológicas encontradas, junto con los desbalances metabólicos y 

las alteraciones ováricas, impactan en el útero, poniendo en riesgo su funcionamiento 

normal  (Abruzzese et al., 2016; Heber et al., 2019). Más aún, la presencia de un 

crecimiento del epitelio luminal descontrolado podría estar asociado con falla 

implantatoria y/o desarrollo de cáncer endometrial (Gao et al., 2014). 

La presencia de hiperplasia endometrial es comúnmente encontrada en mujeres con 

SOP. Las pacientes con SOP presentan un mayor riesgo de desarrollo de hiperplasia 

endometrial, lo cual puede atribuirse a un desbalance en la relación 

estrógeno/progesterona. 

Los cambios histopatológicos encontrados en el tejido uterino bajo este modelo de 

hiperandrogenización prenatal fueron también reportados en otros modelos animales y 

como consecuencia del efecto de disruptores endocrinos, y debido a efectos 

estrogénicos (Dixon et al., 2012; Demacopulo y Kreimann, 2019). Sin embargo, los 

andrógenos también son considerados responsables de los cambios en el tejido uterino, 

aunque su función y la de sus receptores en el tracto reproductivo femenino aún no se 

han dilucidado completamente. Nuestros resultados revelaron que el grupo PH anov 

presenta una expresión elevada del RA. Esto puede explicarse por el efecto androgénico 

que regula positivamente al RA, no contrapuesto por progesterona. Es importante 

resaltar que estudios de otros autores han demostrado que los parámetros uterinos son 

independientes de la aromatización de los andrógenos. Como se ha reportado 

previamente, ratas tratadas con andrógenos no aromatizables como lo son DHT o 

andrógenos sintéticos, presentan el mismo patrón de alteraciones histomorfológicas 

como aquellas tratadas con testosterona o dehidroepiandrosterona (DHEA). En 

concordancia con nuestros resultados, otros autores, mediante un modelo de SOP post-

natal con DHEA, han demostrado que los andrógenos generan cambios en la 

arquitectura histológica del útero e incrementan el grosor del endometrio y miometrio 
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(Bracho et al., 2019). Estos autores atribuyen los cambios en el grosor uterino a los 

andrógenos que afectan la expresión de acuaporinas del estroma endometrial. 

Teniendo en cuenta que las mujeres con SOP que ovulan poseen alta tasa de aborto 

espontáneo, una expresión alterada de receptores esteroidales podría contribuir a una 

baja receptividad uterina y, por ende, a un aborto espontáneo. Según se ha reportado, 

durante la fase secretora, el endometrio de mujeres fértiles presenta baja expresión de 

RA, RE y RP epiteliales. (Apparao et al., 2002; Cloke y Christian, 2012; Li et al., 2015). Esto 

sugiere que un incremento en la expresión del RA, quien media la acción androgénica, 

puede ser responsable de la falla implantatoria.  

Más aún, Guerra y colaboradores (2013) han reportado, mediante un modelo de exceso 

androgénico perinatal, con una dosis menor, pero de mayor tiempo de exposición al 

andrógeno, que la administración de 0.2mg/kg de propionato de testosterona mostró 

un incremento en la expresión del RA en el epitelio uterino durante la etapa puberal y 

adulta en ratas (Guerra et al., 2013). Nuestros resultados concuerdan con los de estos 

autores quienes han encontrado un incremento en la expresión del RA sin cambios en 

la expresión del REa en el epitelio uterino.  

Por otro lado, trabajos previos de otros autores han reportado que un incremento en la 

relación REb/REa, está involucrada en la regulación del crecimiento epitelial (Weihua 

et al., 2002). Nuestros resultados mostraron un incremento en los niveles de REb en los 

grupos PH aunque no se observaron diferencias en los niveles de REa. El patrón de 

expresión de receptores uterinos encontrado concuerda con los reportados por 

Villavicencio y colaboradores, en mujeres con SOP e hiperplasia endometrial 

(Villavicencio et al., 2006). 

Además de los cambios en la expresión de receptores esteroideos encontrados, y sus 

potenciales consecuencias en el desarrollo de alteraciones uterinas, como lo es la 

hiperplasia endometrial, es importante considerar que la disponibilidad de andrógenos 

y estrógenos en el tejido uterino depende de la expresión y actividad de varias enzimas. 

En particular, en el presente trabajo de tesis estudiamos la enzima P450 aromatasa, que 

es la enzima limitante en la conversión de andrógenos a estrógenos. Los resultados 

obtenidos no revelaron diferencias en su expresión entre los grupos C y PH. Esto nos 

podría indicar que la biodisponibilidad de estrógenos en el endometrio de los grupos PH 

no se encuentra aumentada. Cabe destacar que los resultados respecto a la expresión 
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de aromatasa son controversiales. Por un lado, ciertos autores han reportado que la 

aromatasa no se expresa en el endometrio normal de mujeres (Sasano y Harada, 1998), 

como tampoco en mujeres con SOP y con SOP e hiperplasia (Villavicencio et al., 2006); 

sin embargo, otros autores han demostrado mediante estudios in vitro que en un 

contexto de SOP acompañado de hiperplasia, esta enzima se encuentra aumentada 

(Zhao et al., 2014).  
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Resumen visual del capítulo 2 
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Capítulo 3: Estudio de la homeostasis del tejido uterino 
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Estudio de la homeostasis del tejido uterino 

Previamente, nos propusimos realizar un análisis histomorfológico del tejido uterino. 

Demostramos que la programación fetal debido a un exceso androgénico genera 

consecuencias en el tejido uterino que se evidenciaron por una hiperplasia glandular 

acompañada de una redistribución glandular (conglomerados), como así también un 

incremento en el grosor del epitelio luminal. Por lo expuesto anteriormente, en este 

capítulo nos propusimos analizar el estado homeostático uterino, mediante el estudio 

del balance entre proliferación y apoptosis, y de esta manera poder dilucidar los 

mecanismos por los cuales se presenta un incremento en la cantidad de células en el 

tejido uterino. 

Resultados 

Expresión de p27 

En primer lugar, estudiamos el regulador del ciclo celular, p27, el cual inhibe la 

progresión del mismo. Encontramos que la expresión de p27 se encontraba 

incrementada en los grupos PH respecto del grupo control (Fig. 6.1, A-C). Con respecto 

a la inmunotinción, observamos que su localización se limitaba tanto al núcleo como al 

citoplasma de células las estromales y epiteliales en todos los grupos de estudio (Fig. 

6.1, A-F). Sin embargo, los grupos PH mostraron un incremento significativo en la 

expresión de p27 citoplasmático en las células estromales y epiteliales (Fig. 6.1, B, C, E, 

F), mientras que la expresión nuclear de p27 se mostró disminuido en el grupo PH ov 

con respecto al grupo control (Fig. 6.1, B, E). 
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Figura 6.1: Resultados de la inmunohistoquímica de p27 en secciones de tejido uterino en 

diestro, perteneciente a los grupos control (A, D), PH ov (B, E) y PH anov (C, F) del epitelio 

glandular (A, B, C) y luminal (D, E, F). La barra de escala representa 50 μm. Evaluación 

semicuantitativa de la expresión proteica del p27 mediante HScore en el epitelio glandular y 

luminal (G). Cada columna representa la media + S.E.M de los grupos control y PH (n=5 

muestras/grupo). Expresión proteica de p27(H) expresado como veces de cambio (media + 

S.E.M) para los grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH). a vs b p<0.05; En G, 

HScore por ANOVA de dos factores con test post-hoc de Bonferroni y WB por ANOVA con test 

post-hoc de Tukey (n=8 muestras/grupo). En el epitelio glandular *p<0.001 PH anov vs. PH ov y 

C; #p<0.05 C vs. PH ov. En el epitelio luminal, *p<0.001 C vs. PH ov y PH anov; #p<0.01 PH ov 

vs. PH anov. 

Expresión proteica de reguladores del ciclo celular 

Otros reguladores del ciclo celular cuya expresión proteica fue estudiada fueron: fosfo-

CDK-2, p21, ciclina E y ciclina D1. Los resultados revelaron que la expresión proteica de 

fosfo-CDK-2 se encontraba incrementada en los grupos PH respecto del control (Fig. 6.2, 
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A). Más aún, los niveles proteicos de p21 se encontraron disminuidos en el grupo PH ov 

pero no se encontraron diferencias entre el grupo PH anov y los grupos PH ov y control 

(Fig. 6.2, B). Por último, no se encontraron diferencias en la expresión de las ciclinas E 

(Fig. 6.2, C) y D1 (Fig. 6.2, D). 

 

Figura 6.2: Expresión proteica de Fosfo-CDK-2 (A), p21 (B), Ciclina E (C), Ciclina D1 (D) 

expresado como veces de cambio (media + S.E.M) para los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH). a vs b p<0.05; por ANOVA con test post-hoc de Tukey 

(n=8 muestras/grupo). 
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Inmunolocalización del marcador de proliferación PCNA 

Para estudiar la proliferación celular, primero se determinó la expresión de PCNA, un 

marcador de proliferación (Strzalka y Ziemienowicz, 2011), (por sus siglas en inglés, 

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen) en el tejido uterino por inmunohistoquímica. 

Los resultados mostraron que la expresión de PCNA es nuclear y está confinada 

principalmente a los epitelios luminal y glandular, aunque se observa en menor medida 

en el estroma. Una mayor expresión de la inmunomarca de PCNA se observó en el 

epitelio luminal y glandular de los grupos PH (Fig. 6.3, A-F). Sin embargo, la 

semicuantificación realizada mediante HScore (Fig. 6.3, G, H), demostró que el epitelio 

luminal de los grupos PH presentaba un incremento significativo en la expresión de 

PCNA (Fig. 6.3, G). 

Figura 6.3: Resultados de la inmunohistoquímica de PCNA en secciones de tejido uterino en 

diestro, perteneciente a los grupos control (A, D), PH ov (B, E) y PH anov (C, F) del epitelio 

luminal (A, B, C) y glandular (D, E, F). La barra de escala representa 50 μm. Evaluación 

semicuantitativa de la expresión proteica de PCNA mediante HScore en el epitelio luminal (G) y 

glandular (H). Cada columna representa la media + S.E.M para los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH). a vs b p<0.05; ANOVA con test post-hoc de Tukey 

(n=5 muestras/grupo). 
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Inmunolocalización del marcador mitótico fosfo-histona-H3 

La expresión de la fosfo-histona-H3, un marcador de celular transitando la fase M del 

ciclo celular (Crosio et al., 2002), fue evaluada mediante inmunohistoquímica (Fig. 6.4, 

A-F) y su análisis fue realizado mediante HScore (Fig. 6.4, G, H). La expresión de la fosfo-

histona-H3, en el epitelio luminal, se encontró disminuida de los grupos PH con respecto 

al control (Fig. 6.4, G). Por otro lado, en el epitelio glandular, no se encontraron 

diferencias entre los grupos bajo estudio (Fig. 6.4, H). 

 

Figura 6.4: Resultados de la inmunohistoquímica de la fosfo-histona-H3 en secciones de tejido 

uterino en diestro, perteneciente a los grupos control (A, D), PH ov (B, E) y PH anov (C, F) del 

epitelio luminal (A, B, C) y glandular (D, E, F). La barra de escala representa 50 μm. Evaluación 

semicuantitativa de la expresión proteica de la fosfo-histona-H3 mediante HScore en el 

epitelio luminal (G) y glandular (H). Cada columna representa la media + S.E.M para los grupos 

control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH). a vs b p<0.05; ANOVA con test post-hoc de 

Tukey (n=5 muestras/grupo). 
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Estudio de la expresión proteica de Akt y ERK 

Cuando se encuentra activado, vía fosforilación, Akt actúa como regulador de 

numerosos procesos como lo son: el ciclo celular, apoptosis, supervivencia y 

proliferación celular (Chang et al., 2003; Liang y Slingerland, 2003). Debido a ello, nos 

propusimos determinar la expresión de Akt fosforilado en los residuos Serina 473 

(Ser473) y Treonina 308 (Thr308) (Fig. 6.5, A, B). Los resultados del WB demostraron que 

el grupo PH anov presenta un incremento en la expresión de Akt Ser 473 (Fig. 6.5, A). 

Más aún, la expresión de ERK fosforilado en los residuos Treonina 202 y Tirosina 204 

(ThR202/Tyr204) se encontró incrementada en ambos grupos PH (Fig. 6.5, C). 

Figura 6.5: Expresión proteica de Akt-Ser473 (A), Akt-Thr308 (B), ERK-Thr202/Tyr204 (C), 

expresado como veces de cambio (media + S.E.M) para los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH).  a vs b p<0.05; por ANOVA con test post-hoc de 

Tukey (n=8 muestras/grupo). 

Estado apoptótico 

El estado apoptótico fue estudiado mediante WB, a través de la expresión de los 

marcadores pro y anti-apoptóticos: Bax y Bcl-2, respectivamente, así como también los 

efectores del proceso de muerte celular: Caspasa 3 y PARP. 
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Los resultados mostraron que no había diferencias en la relación Bax:Bcl-2, entre los 

grupos PH y el control (Fig. 6.6, A). Sin embargo, un incremento en la expresión proteica 

de pro-caspasa 3 y de PARP total fue encontrado en los grupos PH, respecto del control. 

Cabe destacar, que una mínima o ausente expresión de estas proteínas en su forma 

clivada (Caspasa 3 y PARP) fue encontrada en todos los grupos bajo estudio (Fig. 6.6, B, 

C). Por otra parte, un incremento en la expresión de survivina, una proteína inhibidora 

de la apoptosis, fue encontrada en los grupos PH (Fig. 6.6, D). 
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Figura 6.6: Expresión proteica de Bax:Bcl (A), Caspasa 3 total y clivada (B), PARP total y clivado 

(C), Survivina (D) expresados como veces de cambio (media + S.E.M) para los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH).  Los datos se analizaron mediante ANOVA con test 

post-hoc Tukey. a vs. b; p<0.05. (n=8 muestras/grupo). En B, *p<0.01 PH ov vs. PH anov; 

**p<0.001 C vs. PH ov y PH anov; En C, *p<0.001 C vs. PH ov y PH anov. 
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Estado apoptótico: Estudio de la fragmentación del DNA por TUNEL 

Para evaluar el estado apoptótico in situ que nos permitiría hacer un análisis por 

compartimento, realizamos la técnica de TUNEL. Los resultados de ésta no mostró 

diferencias en ninguno de los compartimentos presentes en el tejido uterino entre los 

grupos bajo estudio (Fig. 6.7, A-C). Los controles positivos se realizaron a través del 

tratamiento con DNAsa (Fig. 6.7, D) y la utilización de un control de tejido uterino activo 

(cíclico) de ratón (Fig. 6.7, E). 

 

Figura 6.7: Resultados del estudio apoptótico por técnica de TUNEL en secciones de tejido 

uterino en diestro, perteneciente a los grupos control (A), PH ov (B) y PH anov (C). Control 

positivo con DNAsa (D). La barra de escala representa 50 μm. Control en tejido uterino de 

ratón (E) La barra de escala representa 100 μm. Para los grupos control y PH se utilizaron n=5 

muestras/grupo. 

Discusión 

La presencia de SOP, como se ha mencionado anteriormente, aumenta el riesgo de 

contraer otras patologías. En particular, en el útero existe un mayor riesgo de desarrollo 

de hiperplasia o de cáncer endometrial el cual podría estar desencadenado por un 

desbalance entre proliferación y apoptosis, es decir, una homeostasis endometrial 

alterada.  Por ello, nos focalizamos en el estudio de los mecanismos encargados de 
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mantener el balance homeostático, evaluando los principales reguladores del ciclo 

celular. 

Con el objetivo de establecer si el ciclo celular fue programado por efecto de la 

hiperandrogenización prenatal, nos propusimos estudiar la expresión de p27, un 

inhibidor del ciclo celular, que se ha demostrado se encuentra regulado por hormonas 

(Shiozawa et al., 1998). Además la actividad de p27 depende de su localización, la cual 

puede explicarse a través de la activación de Akt. Cuando Akt es fosforilado en el residuo 

Serina 473, Akt se activa y es capaz de fosforilar a p27. Esto permite la relocalización de 

p27, que pasa del núcleo al citoplasma (Besson et al., 2008; Abbastabar et al., 2018). La 

presencia de p27 en el núcleo bloquea la proliferación celular mediante la inhibición del 

complejo Ciclina E/CDK-2 (Chen et al., 2018). Sin embargo, en el citoplasma, p27 inhibe 

la muerte celular (Philipp-Staheli et al., 2001). En este contexto, evaluamos la expresión 

proteica de p27 y encontramos que la misma se encontraba incrementada los grupos 

PH. Pero debido a la importancia de su localización, mediante inmunohistoquímica 

estudiamos su localización y observamos un patrón diferencial de expresión entre los 

epitelios glandular y luminal. En el epitelio glandular, un aumento en la expresión de p27 

citoplasmático fue encontrado en ambos grupos PH, mientras que solo el grupo PH anov 

presentó un incremento en la expresión de p27 nuclear. Por otra parte, en lo que 

respecta al epitelio luminal, un incremento en la expresión de p27 citoplasmático fue 

encontrado en los grupos PH, lo cual podría prevenir la apoptosis. Por lo tanto, un 

incremento en los niveles de Akt fosforilado (Ser473) podría explicar, en parte, la 

localización citoplasmática de p27 y su contribución a la supervivencia celular presente 

en el tejido uterino de los grupos PH. 

Estudios en mujeres con SOP y con SOP acompañado de hiperplasia endometrial, 

mostraron que la actividad de CDK-2 en el endometrio no se encuentra alterada 

(Villavicencio et al., 2009). En este sentido, los altos niveles de fosfo-CDK-2, 

presumiblemente activo, que fue encontrado en los grupos PH, podría estar asociado a 

los bajos niveles de p21 encontrados en el grupo PH ov, en el cual el estado proliferativo 

se encuentra más exacerbado como puede evidenciarse a través del grosor uterino y del 

epitelio luminal, particularmente por la presencia de múltiples capas celulares. Se sabe 

que p21 inhibe la síntesis del DNA al suprimir la actividad de CDK o al unirse a PCNA 

(Waga et al., 1994; Lu et al., 1998). Más aún, Toki y colaboradores sugirieron que la 
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apoptosis y el p21 actúan de manera cooperativa, aunque independiente, pudiendo 

jugar un rol negativo en la regulación de la proliferación endometrial (Toki et al., 1998). 

Los procesos de apoptosis y proliferación dentro del útero mantienen un balance a lo 

largo del ciclo estral. Sin embargo, si el ciclo estral no progresa correctamente y los 

caminos de señalización se encuentran desregulados debido a una alterada expresión 

de las hormonas esteroideas, el desarrollo de un estado desbalanceado puede llevar al 

deterioro de la función uterina. 

Al evaluar los efectores del proceso apoptótico a través de la medición de los productos 

clivados de caspasa 3 y PARP, encontramos que éstos se encontraban disminuidos en 

los grupos PH, demostrando que no hay apoptosis dentro del tejido que compense el 

estado proliferativo. Más aún, durante la fase secretoria del ciclo estral, p27 aumenta y 

los marcadores de proliferación celular disminuyen en el útero, favoreciendo así la 

implantación. Además, encontramos que el marcador de proliferación celular, PCNA, se 

encontraba incrementado en el epitelio luminal de los grupos PH, esto junto con el 

aumento de fosfo-ERK, nos sugiere una activación de la vía mitogénica.  

La presencia de proliferación celular en el epitelio, junto con un incremento en la 

supervivencia celular (reflejado por Akt activado y un aumento en la expresión de 

survivina), aparentemente no compensada por un incremento en la muerte celular en 

el epitelio luminal en los animales hiperandrogenizados prenatalmente, podría estar 

asociado con baja receptividad, falla implantatoria, y/o desarrollo de cáncer como fue 

descripto en mujeres con SOP (Plaza-Parrochia et al., 2017).  

Cabe mencionar que, dado que el SOP es una patología multifactorial que se caracteriza 

por hiperandrogenismo e hiperinsulinemia, resulta interesante considerar además de la 

posible acción androgénica, la acción de la insulina sobre el tejido endometrial. Con 

respecto esto, mediante estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que la insulina 

estimula el crecimiento endometrial y junto con estrógenos, de manera sinérgica, 

promueven el desarrollo de cáncer endometrial (Tian et al., 2019). Más aún, estos 

autores han demostrado que la insulina es un agente mitogénico y anti-apoptótico que 

actúa sobre células endometriales cancerosas a través del RE alfa. Insulina y estradiol 

actúan sinérgicamente y activan las vías de señalización PI3K y MAPK (Tian et al., 2019).  

En resumen, estos resultados demuestran que la programación fetal a través de un 

exceso androgénico afecta el mantenimiento de la homeostasis y nos permite concluir 
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que el útero hiperandrogenizado prenatalmente se encuentra bajo un estado 

proliferativo activo. 
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Resumen visual del capítulo 3 
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Capítulo 4: Balance oxidativo, estado pro-inflamatorio y 

niveles de PPARg
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Balance oxidativo, estado pro-inflamatorio y niveles de PPARg 

 

En los capítulos previos, hemos demostrado cómo la programación fetal debido a 

hiperandrogenización prenatal genera consecuencias en el tejido uterino en diferentes 

vías de señalización y estas desregulaciones generan alteraciones en el histomorfología 

del útero, lo que podría condicionar su funcionamiento. 

En el contexto hiperandrogénico de SOP, que a su vez se encuentra asociado a otras 

patologías, es posible encontrar un desbalance oxidativo y/o un estado pro-inflamatorio 

los cuales podrían incrementar el riesgo de desarrollo de otras patologías, o ser, en 

parte, consecuencia del estado endocrino-metabólico en el que se encuentra 

enmarcado el SOP.  

Teniendo en cuenta esto, y sabiendo que el sistema PPAR modula numerosos procesos 

en el tejido uterino durante el proceso de remodelación cíclica, e incluso se ve 

involucrado durante la implantación, gestación y el parto, resulta de interés estudiar 

este regulador que cumple un rol relevante en la fisiología uterina.  A su vez, y junto con 

otros factores con los cuales es posible relacionarlos, se puede dilucidar un panorama 

general del estado uterino, que nos permita inferir si éste se encuentra en estado 

receptivo para que suceda una implantación efectiva y, más aún, que la misma pueda 

sostenerse hasta el momento del alumbramiento. 

Resultados 

Expresión de PPARg 

Dado que en condiciones fisiológicas PPAR regula numerosas funciones en el útero, 

resulta de importancia analizar si PPARg, una de las principales isoformas que se expresa 

en el útero, se ve afectada por programación fetal debido a exceso androgénico. 

Al estudiar la expresión de PPARg en el útero a través de inmunohistoquímica, 

encontramos que PPARg se localiza principalmente en el epitelio glandular (Fig. 7.1, A, 

B, C) y luminal (Fig. 7.1, D, E, F). Además, observamos que a nivel proteico no se 

presentaron diferencias entre el grupo C y PH (Fig. 7.1, G); sin embargo, la expresión 



97 

 

génica se encontraba disminuida solo en el grupo PH anov (Fig. 7.1, H). De igual manera, 

la expresión génica del correpresor NcOR, se encontraba disminuida únicamente en el 

grupo PH anov (Fig. 7.1, I). 

 

Figura 7.1: Resultados de la inmunohistoquímica de PPARg en secciones de tejido uterino en 

diestro, perteneciente a los grupos control (A, D), PH ov (B, E) y PH anov (C, F) del epitelio 

glandular (A, B, C) y luminal (D, E, F). La barra de escala representa 50 μm. Expresión proteica 

(G, J) y génica de PPARg (H); expresión génica de NcOR (I). Cada columna representa la media + 

S.E.M para los grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en n=8 muestras por 

grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; p<0.05. 

Estado proinflamatorio 

Para evaluar si el tejido uterino presentaba un estado proinflamatorio debido a 

hiperandrogenización prenatal, nos propusimos estudiar distintas moléculas como lo 

son: (1) la enzima COX-2, que limita la síntesis de prostaglandinas que son marcadores 
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del estado inflamatorio; y (2) los niveles de NFκB, cuya activación desencadena una 

cascada de señalización como respuesta inflamatoria. Además, como marcadores de 

inflamación estudiamos la expresión de la citoquina pro-inflamatoria, TNF-alfa uterina y 

de la proteína C reactiva a nivel sérico. Por último, y como citoquina anti-inflamatoria 

evaluamos los niveles de la IL-10. 

Los resultados de la inmunohistoquímica revelaron que la marca de COX-2 se encuentra 

confinada a los epitelios luminal (Fig. 7.2, A, B, C) y glandular (Fig. 7.2, D, E, F) y, aunque 

en menor medida, también se observó en el estroma. El análisis inmunohistoquímico 

nos permitió además observar que la marca de COX-2 se ve incrementada en los grupos 

PH, mayormente en el epitelio luminal. Por otro lado, analizamos la expresión génica y 

proteica de COX-2. Los resultados del WB mostraron un incremento en la expresión 

proteica de COX-2 en los grupos PH (Fig. 7.2, G), sin embargo, a nivel génico solo el grupo 

PH anov (Fig. 7.2, H) presentó un aumento en la expresión génica del mRNA de COX-2. 
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Figura 7.2: Resultados de la inmunohistoquímica de COX-2 en secciones de tejido uterino en 

diestro, perteneciente a los grupos control (A, D), PH ov (B, E) y PH anov (C, F) del epitelio 

luminal (A, B, C) y glandular (D, E, F). La barra de escala representa 50 μm. Expresión proteica 

(G, I) y génica (H) de COX-2. Cada columna representa la media + S.E.M para los grupos control 

e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) en n=8 muestras/grupo. Los datos se analizaron 

mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; p<0.05. 

 

Al estudiar el factor nuclear NFκB, encontramos que a nivel proteico éste se encontraba 

incrementado significativamente en el grupo PH ov (Fig. 7.3, A) aunque a nivel génico 

no encontramos diferencias en su expresión al comparar los grupos PH con el control 

(Fig. 7.3, B). 
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   Figura 7.3: Expresión proteica (A) y génica (B) de NFκB de los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH). Cada columna representa la media + S.E.M en n=5 

muestras/grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; 

p<0.05. 

Por otro lado, los marcadores de inflamación TNF-α y la proteína C reactiva fueron 

evaluados. Los resultados mostraron que la expresión génica de TNF-α no se vio 

afectada, si bien se muestra una tendencia de aumento en los grupos PH (Fig. 7.4, A). 

Con respecto a la proteína C reactiva, los niveles séricos de la misma se encontraron 

incrementados significativamente en el grupo PH anov respecto del control (Fig. 7.4, B). 

Por último, un incremento en la expresión de la citoquina antiinflamatoria IL-10 fue 

encontrada en el grupo PH ov (Fig. 7.4, C). 
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Figura 7.4: Expresión génica de TNF-α uterina (A), niveles proteicos de la Proteína C reactiva en 

suero (B) y expresión génica de IL-10 uterina (C) de los grupos control e hiperandrogenizado 

prenatalmente (PH). Cada columna representa la media + S.E.M en n=5 muestras/grupo. Los 

datos se analizaron mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; p<0.05. 

Balance oxidativo 

Para evaluar el efecto de la hiperandrogenización prenatal sobre el balance 

oxidante/antioxidante en el tejido uterino, se estudiaron ciertas proteínas 

pertenecientes a la defensa primaria contra los radicales libres de oxígeno, a través del 

contenido del antioxidante GSH (Fig. 7.5, A) y Cu-SOD (Fig. 7.6). Por otro lado, como 

marcador de estrés oxidativo se estudió la peroxidación lipídica mediante el método de 

TBARs (Fig. 7.5, B). 
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Figura 7.5: Estado oxidativo uterino. Niveles del metabolito antioxidante GSH (A) y contenido 

de MDA, como indicador de peroxidación lipídica (B), de los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH). Cada columna representa la media + S.E.M en n=7 

muestras/grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; 

p<0.05. 

 

Los resultados nos indican que la hiperandrogenización prenatal únicamente aumentó 

el índice de peroxidación lipídica en el fenotipo anovulatorio (Fig. 7.5, A). Del mismo 

modo, el metabolito GSH se encontró incrementado en el grupo PH anov (Fig. 7.5, B). 

Por otro lado, se estudió la expresión génica de Cu-SOD (Fig. 7.6), otra de las enzimas 

que interviene en la eliminación de los radicales superóxido (O2
-.), la cual se encontró 

disminuida en ambos grupos PH con respecto al grupo control (Fig. 7.6). 

Figura 7.6: Expresión génica de la enzima antioxidante Cu-SOD, de los grupos control e 

hiperandrogenizado prenatalmente (PH). Cada columna representa la media + S.E.M en n=5 

muestras/grupo. Los datos se analizaron mediante ANOVA con test post-hoc Tukey. a vs. b; 

p<0.05. 
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Discusión 

A lo largo del presente trabajo de tesis, nos propusimos estudiar el alcance de la 

programación fetal en el tejido uterino debido a un exceso androgénico prenatal. En los 

capítulos anteriores evaluamos el estado endocrino-metabólico, la histomorfología 

uterina, y las vías de señalización involucradas en el control de la proliferación, 

supervivencia y muerte celular.  

En este capítulo, nos focalizamos en el estudio de diversas vías que contribuyen al SOP 

y a sus patologías asociadas. Según se ha sido reportado, PPARg modula los procesos de 

proliferación, inflamación y diferenciación celular en el útero y además se encuentra 

involucrado en la funcionalidad lipídica y reproductiva. Es por esto que consideramos 

que PPARg, como sensor energético-metabólico, podría resultar un buen indicador del 

estado uterino para del establecimiento y mantenimiento de la preñez.  

Teniendo en cuenta que en condiciones fisiológicas el sistema PPAR regula la función 

uterina, resulta interesante evaluar que sucede en un contexto patológico como lo es el 

SOP (Ferreira et al., 2019). En este contexto, los resultados obtenidos demostraron que 

la hiperandrogenización prenatal conlleva a una expresión génica alterada de PPARg en 

el fenotipo PH anov, de igual manera que para el correpresor NcOR. Estos resultados 

concuerdan con reportes previos de nuestro laboratorio bajo el mismo modelo de 

hiperandrogenización prenatal, pero con una dosis mayor (Amalfi et al., 2012) en el cual 

estudiamos el sistema PPAR y encontramos que la expresión génica de PPARg se 

encontraba disminuida en el grupo PH anov. Asimismo, otros autores han reportado una 

disminución en la expresión de PPARg en tejido con cáncer endometrial (Knapp et al., 

2012). Esta baja expresión de PPARg también fue encontrada en otras células tumorales 

y ciertos estudios realizados en líneas celulares neoplásicas sugieren que los agonistas 

de PPARg pueden inhibir la proliferación celular (Sato et al., 2000; Ota et al., 2006; 

Nagata et al., 2008; Nickkho-Amiry et al., 2012). Esto podría ser posible, ya que varios 

estudios in vitro han revelado que la pioglitazona, un agonista de PPARg, induce la 

diferenciación celular (Cui et al., 2002; Lebovic et al., 2004). Sin embargo, algunos 

resultados son controversiales respecto de PPARg, ya que otros reportes han 

demostrado que una mayor expresión de PPARg presente en líneas celulares de cáncer 
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sugerirían que PPARg puede permitir el desarrollo del cáncer (Rumi et al., 2004; 

Foreman et al., 2009; Yeh et al., 2011). 

A su vez, las alteraciones en el sistema PPAR podrían modificar la síntesis de PGs. Esto 

puede explicarse considerando que existe una interacción directa entre PPARs y PGs 

debido a la presencia de un elemento de respuesta a PPAR en el promotor del gen de 

COX-2. Previamente, se ha reportado que PPARg regula la expresión y actividad de COX-

2 (Sheldrick et al., 2007). Nuestros resultados revelaron que la hiperandrogenización 

prenatal induce un estado proinflamatorio en el tejido uterino que se evidencia, en 

primer lugar, por un incremento en la expresión proteica de COX-2 en ambos fenotipos 

PH. Asimismo, la inmunolocalización ha mostrado que el aumento en la expresión de 

COX-2 es mayor en el epitelio luminal respecto del epitelio glandular, particularmente 

en el grupo PH anov. Esto resulta importante, ya que a través del estudio 

histomorfológico observamos en ambos grupos PH la presencia de hiperplasia 

endometrial que se evidencia en el epitelio luminal, a través de cambios en la morfología 

celular y el incremento en la cantidad de células epiteliales. Teniendo en cuenta estos 

resultados, podemos inferir que la desregulación en las vías de señalización generó un 

desbalance en la homeostasis tisular y, en consecuencia, se desencadenó un estado 

proinflamatorio en el epitelio luminal del tejido uterino.  

Sabiendo que existen múltiples interacciones entre las vías de señalización de PPARg y 

COX-2 y que, un aumento en la producción de COX-2 y una alterada expresión de PPARg, 

han sido encontradas en ciertas patologías (Adelizzi, 1999; Sobolewski et al., 2010), el 

contexto hiperandrogénico en el cual se enmarca el presente modelo animal tipo SOP, 

no deja de ser la excepción. En el fenotipo PH anov, se ha encontrado una correlación 

inversa entre los niveles de PPARg y COX-2 uterinos. Si bien los niveles proteicos de 

PPARg por WB no mostraron diferencias, se ha encontrado una disminución en la 

expresión génica y en la inmunolocalización de PPARg, junto con un incremento en los 

niveles de COX-2. Estudios realizados en numerosos tipos de cáncer han demostrado la 

misma correlación (Badawi y Badr, 2003; Gustafsson et al., 2007; Konstantinopoulos 

et al., 2007; Knopfová y šMarda, 2010). Más aún, cuanto más débil es la expresión de 

PPARg, mayor es el nivel de COX-2 / PGE-2 y, por lo tanto, más progresa el desarrollo 

tumoral (Sasaki et al., 2002; Badawi y Badr, 2003). Esto puede indicar, que el fenotipo 

anovulatorio, que se encuentra en condiciones hiperandrogénicas, es el más 
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comprometido y presenta un riesgo mayor en cuanto al desarrollo de otra patología más 

severa como cáncer de endometrio. 

Más aún, cabe resaltar que existen vías independientes de PPARg, las cuales mediante 

sus ligandos, inducen la expresión de COX-2, a través de la activación de las vías de 

señalización de ERK y PI3K. Los agonistas de PPARg estimulan dichas vías de señalización 

que resultan en la activación de los factores de transcripción AP1 y NFKB, los cuales a su 

vez estimulan la expresión de COX-2 (Patel et al., 2005).  

A nivel sistémico, la evaluación de la proteína C reactiva ha mostrado que el fenotipo 

anovulatorio presenta un estado inflamatorio elevado. Los niveles de dicha proteína 

pueden elevarse por obesidad, la cual no se encuentra presente en los fenotipos PH del 

presente modelo. Por lo tanto, es posible atribuir su aumento al estado endocrino-

metabólico tipo SOP generado por programación fetal mediante hiperandrogenización 

prenatal. Cabe destacar, que la proteína C reactiva es actualmente considerada un buen 

marcador de inflamación crónica de bajo grado en mujeres con SOP (Repaci et al., 2011). 

Por lo tanto, SOP trae aparejado numerosas alteraciones a nivel sistémico y uterino que 

se encontraron presentes en el modelo bajo estudio. Entre ellas cabe mencionar el 

estrés oxidativo. Aunque es posible considerar que el estrés oxidativo es un inductor de 

la patogénesis del SOP, frente a un desbalance oxidativo en el contexto de SOP cabe 

cuestionarse si el estrés oxidativo se debe a un efecto del SOP por sí mismo, o si están 

relacionados con las complicaciones que SOP trae aparejadas. En el presente trabajo de 

tesis, encontramos que la hiperandrogenización prenatal genera un estado pro-oxidante 

en el grupo PH anov, que se evidencia por un incremento en la peroxidación lipídica, 

evaluada a través de MDA. Como mecanismo antioxidante y protector frente a ROS, los 

niveles de GSH aumentaron en el grupo PH anov, y de esta manera los datos sugieren 

que se intenta compensar la oxidación. 

Numerosos reportes indican que el estrés oxidativo se encuentra incrementado en 

pacientes SOP con respecto a las pacientes sin SOP y que el estrés oxidativo se encuentra 

significativamente correlacionado con obesidad, hiperandrogenismo, IR e inflamación 

crónica (Lu et al., 2018). La IR induce estrés oxidativo porque la hiperglucemia y los 

niveles elevados de ácidos grasos libres conducen a la producción de ROS (Bloch-Damti 

y Bashan, 2005; Lee et al., 2010). Cuando el exceso de glucosa o ácido graso libre se 
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absorben en la célula, ciertos metabolitos se transferirán a las mitocondrias para la 

oxidación, resultando en un aumento en la producción de ROS. 

Además, las mujeres con SOP poseen mayor riesgo a contraer patologías 

cardiometabólicas, lo cual podría estar asociado a un desbalance oxidativo. Más aún, 

según se ha descripto, el estrés oxidativo y los marcadores de inflamación se 

correlacionan positivamente con los niveles de andrógenos en pacientes con PCOS 

(González et al., 2005; Yilmaz et al., 2005; Yang et al., 2011) 

Se sabe que el daño al ADN y la metilación inducida por estrés oxidativo desempeñan 

un papel clave durante los estadios iniciales de la patogénesis tumoral (Franco et al., 

2008). El estrés oxidativo en pacientes con SOP podría causar inestabilidad genética e 

incrementar el riesgo de desarrollo de cáncer (Kryston et al., 2011). También, se ha 

demostrado que el estrés oxidativo está asociado a otros desórdenes metabólicos que 

son características comunes y potenciales inductores de SOP y cáncer de endometrio y 

que podrían participar e interferir durante la fisiología de SOP (Di˙ncer et al., 2005; 

González et al., 2009). Las ROS y los factores proinflamatorios, producidos bajo estrés 

oxidativo, podrían inducir IR principalmente a través de la vía IRS-PI3K-Akt mediante la 

activación de vías de señalización asociadas, como NFκB y JUNK (Kamata et al., 2005; 

Keane et al., 2015). La hiperinsulinemia, compensatoria de la IR, contribuye a la 

patogénesis del cáncer al activar las vías de señalización de la proliferación celular y 

finalmente conduce a la transformación maligna (Bremer y Miller, 2008). Además, el 

estrés oxidativo, la IR y la inflamación podrían ser inducidos por un exceso de 

andrógenos in vivo y estar involucrados en la obesidad. Por lo tanto, el estrés oxidativo 

es considerado como un factor desencadenante inicial, que puede conducir al desarrollo 

de cáncer en un contexto de SOP (Papaioannou y Tzafettas, 2010).  
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Resumen visual del capítulo 4 
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Capítulo 5: Estudios de fertilidad  
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Estudios de fertilidad 

 

El estudio de la fisiología uterina nos permitió dilucidar como se encuentra el útero 

debido a programación fetal, no solo en su histomorfología sino también en la 

regulación de sus vías de señalización. Sabiendo la importancia que posee el útero en la 

reproducción y con el objetivo de estudiar si la capacidad reproductiva de las hembras 

de los grupos C y PH, se realizaron estudios de apareo, fertilidad y cuidado materno de 

crías.  

Resultados 

En primer lugar, cabe resaltar que el grupo PH anov, fue puesto en apareo, pero éste no 

logró alcanzar la preñez.  

Peso y glucosa  

El seguimiento de peso realizado durante los días 0, 7, 14 y 20 de la gestación no mostró 

diferencias entre los grupos C y PH ov. Se observó una ganancia de peso a lo largo de la 

preñez que se correlaciona con el desarrollo de las crías en gestación (Fig. 8.1, A). Por 

otro lado, los niveles de glucosa en sangre a día 0 y a día 20 de gestación mostraron un 

aumento significativo, entre los grupos C y PH ov (Fig. 8.1, B). 

 

 

Figura 8.1:  Evaluación de peso (A) y de glucosa (B) de los grupos control e hiperandrogenizado 

prenatalmente (PH) durante la gestación. Cada columna representa la media + S.E.M en n=12 

madres/grupo. Los datos se analizaron mediante t-student. a vs. b; p<0.05. 
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Capacidad reproductiva 

Se evaluó la receptividad y fertilidad de los grupos C y PH ov. Los resultados mostraron 

que en primer lugar, las hembras pueden quedar preñadas (índice de apareo) y logran 

parir crias vivas (índice de fertilidad) independientemente del tratamiento. Sin embargo, 

el grupo PH ov necesitó más tiempo para que suceda la copula, afectándose así el tiempo 

de apareo (Tabla 8.1). Por otro lado, útero del grupo PH ov presentó una menor cantidad 

de sitios de implantación con respecto al grupo control y más aún, esta diferencia se 

mantiene y se ve reflejada en la cantidad de crías nacidas entre estos grupos (Tabla 8.1). 

Cabe destacar que la cantidad de reabsorciones embrionarias y la tasa de pérdida de 

sitios luego de la implantación no mostraron diferencias entre los grupos C y PH ov. 

(Tabla 8.1) 

 C PH ov 
Índice de apareoa 86.96% 85.71% 

Tiempo de apareob (días) 2.21 ± 0.29 3.58 ± 0.34* 

Índice de fertilidadc 78.95% 83.33% 

Sitios de implantación 15.69 ± 0.54 12 ± 1.84* 

Reabsorciones embrionarias 1 ± 0.48 0.8 ± 0.37 

Tasa de pérdida post-implantatoriad 5.13 ± 1.69 5.19 ± 1.3 

Crías nacidas vivas 15 ± 0.58 11.5 ± 1.77* 
a Cantidad de hembras con tapón vaginal o presencia de espermatozoides en el extendido vaginal en 

relación al total de hembras analizadas en cada experimento. 
b

Tiempo que tardan las hembras en presentar el tapón vaginal o presencia de espermatozoides en el 

extendido vaginal. 
c 

Cantidad de hembras que lograron parir crías vivas en relación al total de hembras analizadas en cada 

experimento. 

d
Se calcula como el número de sitios de implantación – el número de crías vivas x 100 / el número de sitios 

de implantación. 

Tabla 8.1:  Análisis de la capacidad reproductiva de los grupos control e hiperandrogenizado 

prenatalmente (PH) durante la gestación. Cada valor representa la media + S.E.M en n=12 

madres/grupo. Los índices de apareo y fertilidad de analizaron como datos categorizados y con 

el estadístico chi-cuadrado. El resto de los datos se analizaron mediante el test t-

student;*p<0.05. 

Capacidad materna y evaluación de camadas nacidas 

Posterior al nacimiento, se evaluó la sobrevida de las crías la cual no presentó diferencias 

entre C y PH ov, demostrando así que la capacidad materna de las madres PH ov no se 
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ve afectada (Fig. 8.2, A). Por otro lado, el peso total de la camada nacida (a día 3) fue 

significativamente menor en el grupo PH ov con respecto al control (Fig. 8.2, B). A día 6, 

los animales fueron sexados y pesados, manteniendose una diferencia en peso menor 

para el grupo PH ov tanto en hembras (Fig. 8.2, C) como en machos (Fig. 8.2, D). La 

proporcion de hembras y machos nacidos no mostró diferencias entre los grupos C y PH 

ov (Fig. 8.2, E, F). 

 

Figura 8.2:  Porcentaje de crías que sobreviven post-nacimiento (A), peso de las crías de día 

postnatal 3 (B), pesos de las crías hembra a día postnatal 6 (C), pesos de las crías macho a día 

postnatal 6 (D), cantidad de hembras nacidas (E) y cantidad de machos nacidos (F), de los 

grupos control e hiperandrogenizado prenatalmente (PH) durante la gestación. Cada columna 

representa la media + S.E.M de las crías pertenecientes a n=12 madres/grupo. Los datos se 

analizaron mediante el test de t-student. a vs. b; p<0.05. 
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Discusión 

El factor más importante implicado en la subfertilidad de las pacientes con SOP es la 

anovulación debido a una falla en la selección del folículo dominante (Anón, 2004). En 

el presente trabajo de tesis, hemos obtenido que entre un 38% a 43% de los animales 

hiperandrogenizados prenatalmente no ciclaban (grupo PH anov) y se encontraban 

arrestados en el estadio de diestro (ver tabla 4.2). Este grupo, al ser puesto en apareo 

no mostró receptividad uterina, lo que atribuimos a su falla en la ciclicidad ovárica. En 

contrapartida, el grupo control que presentó ciclos ovulatorios regulares y el grupo PH 

ov que presentó ciclos ovulatorios irregulares, fueron capaces de concebir y parir crías 

vivas. El grupo PH ov, tardó más en alcanzar la cópula que el grupo control, posiblemente 

debido a sus alteraciones en el ciclo estral o por cuestiones comportamentales. 

Actualmente, se conoce que aquellas mujeres con SOP que poseen ciclos ovulatorios 

presentan fallas en la implantación embrionaria, riesgo incrementado de pérdida de la 

preñez temprana y complicaciones obstétricas (Sastre et al., 2009), por ello nos 

centramos en el estudio del útero en gestación y, en primer lugar, observamos que la 

cantidad de sitios de implantación presentes a día 14 de gestación en el grupo PH ov era 

significativamente menor con respecto al grupo control y que la cantidad de crías 

nacidas vivas, también resultó ser menor en el grupo PH ov respecto del control. Por 

otro lado, si bien existe un porcentaje de pérdidas post-implantatorias, éste no resultó 

ser diferente entre los grupos C y PH ov. De igual modo, la cantidad de reabsorciones 

embrionarias evaluadas a día 14 de gestación no presentó diferencias entre los grupos 

bajo estudio. 

Cabe destacar que las hembras preñadas del grupo PH ov presentaron mayores niveles 

de glucosa durante la gestación, particularmente en el inicio (día 0) y hacia el final de 

esta (día 20). Estos datos podrían sugerir que el metabolismo de la glucosa se encuentra 

alterado en el grupo PH ov, al igual que se ha demostrado previamente en mujeres con 

SOP, las cuales muestran un mayor índice de diabetes gestacional que mujeres sanas (Lo 

et al., 2006a; Mustaniemi et al., 2018). Más aún, en mujeres con SOP, también se ha 

reportado la presencia de trastornos hipertensivos como lo son: la preclampsia y la 

hipertensión arterial (Lo et al., 2006b) que pueden conducir al nacimiento de hijos con 

bajo peso al nacer (Sir-Petermann et al., 2005; Boomsma et al., 2006). En este punto, es 
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importante resaltar que las crías nacidas de las madres PH ov, presentaron un bajo peso 

al nacer con respecto al grupo control. Esta diferencia se observó a día 3 post nacimiento 

como también a día 6 post nacimiento (luego del sexado), encontrándose un menor 

peso tanto en crías hembra como en crías macho, con respecto al grupo control. 

Asimismo, existen otros factores que ponen en riesgo la gestación y conducen a un 

embarazo de mayor riesgo tanto para la madre como para el niño por nacer, entre los 

que se encuentran la obesidad, que el grupo PH ov no presenta, y alteraciones en el flujo 

de sangre en útero (Palomba et al., 2010, 2015), el cual podría ser una condición que 

afecte a las crías en desarrollo y que, por lo tanto, el bajo peso de las crías pueda 

atribuirse a una insuficiencia en el flujo de sangre materna que limite la nutrición fetal y 

por ende condicione su crecimiento. 

Por último, el sexado a día 6 nos permitió dilucidar si la condición de las madres PH ov 

afecta la proporción de sexos obtenida por camada, y los resultados demostraron que 

esta no se vio afectada. Más aún, la capacidad materna, evaluada a través de la 

supervivencia de las crías hasta 96hs post nacimiento tampoco se vio afectada en el 

grupo PH ov respecto del control, lo que demuestra que todas las hembras realizan un 

cuidado materno que permite la sobrevida de la mayoría de su descendencia. 
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Conclusiones 

 

• Hemos podido desarrollar un modelo murino de programación fetal por exceso 

androgénico prenatal, mediante la utilización de 1mg de testosterona, la cual 

conduce al desarrollo de dos fenotipos tipo SOP, determinados a través del 

seguimiento del ciclo estral y definidos como ovulatorio irregular (al no proseguir 

correctamente el ciclo o extenderse en su duración) y anovulatorio (por quedar 

arrestado en diestro). 

• Como consecuencia del efecto de la hiperandrogenización prenatal los fenotipos 

estudiados presentaron alteraciones metabólicas como lo son: hiperinsulinemia, 

hiperglucemia e insulino resistencia, a los 90 días de edad.  

• A nivel histomorfológico, los úteros de los fenotipos PH presentan un incremento 

en el grosor del epitelio luminal, y una mayor cantidad de glándulas 

endometriales que se disponen en forma de conglomerados glandulares. 

• El útero de los fenotipos PH presenta una mayor sensibilidad a la acción 

esteroidal, que podría ser la que conduce a cambios en la expresión de genes 

involucrados en los procesos de proliferación, apoptosis y progresión del ciclo 

celular.   

• El desbalance en la relación REb/REa podría ser un factor importante que 

conduzca a la progresión a hiperplasia endometrial, aunque también el RA podría 

estar jungando un rol importante en el desbalance homeostático.  

• El aumento en la proliferación y la ausencia de apoptosis, junto con las 

diferencias encontradas en la expresión de proteínas relacionadas con estos 

procesos, indica que en los úteros de los fenotipos PH existe una desregulación 

de la homeostasis tisular, conduciendo a un estado proliferativo activo no 

contrarrestado por apoptosis. 

• La activación de Akt y ERK en el grupo PH anov sugiere que estas proteínas son 

importantes reguladores de la supervivencia y proliferación celular. Estas 
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alteraciones observadas en la expresión de proteínas que regulan la 

supervivencia celular endometrial de las pacientes SOP, podrían estar 

favoreciendo el desarrollo de hiperplasia endometrial. 

• La hiperandrogenización prenatal disminuye la expresión de PPAR gama en el 

útero. A su vez, conduce a estrés oxidativo uterino, por un aumento del estado 

oxidante intenta ser compensado por los mecanismos antioxidantes, aunque no 

todos ellos logran contrarrestar dicha oxidación. Por último, la presencia de un 

estado pro-inflamatorio elevado a nivel sistémico y uterino suma un factor más 

de riesgo que predispone al desarrollo de una patología más severa. 

• Los estudios de apareo, fertilidad y capacidad materna han demostrado que las 

hembras PH ov son capaces de sostener una gestación y parir crías vivas, sin 

embargo, es posible que la capacidad de nutrir dichas crías se encuentre 

condicionada, es por eso que las mismas presentan un bajo peso al nacer. En el 

grupo PH anov, la falla en la ciclicidad ovárica resulta determinante lo que le 

impide ser fértil. 
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