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RESUMEN 

El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es una patología endocrina con alta prevalencia en 

mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por oligo/anovulación, quistes en los ovarios 

y/o hiperandrogenismo. Esta situación clínica aumenta el riesgo de subfertilidad/infertilidad, 

aborto espontáneo, hiperplasia y cáncer endometrial. Los mecanismos por los cuales esto 

ocurre son pobremente conocidos. En el presente trabajo de tesis nos planteamos investigar 

los efectos del SOP sobre el útero de ratas en diferentes momentos: a) a los 41 días de 

edad estudiamos los efectos sobre la histomorfología uterina, b) en ratas adultas jóvenes 

evaluamos los efectos sobre la fertilidad y c) en ratas adultas mayores evaluamos los 

efectos sobre el desarrollo de lesiones uterinas. Para ello se utilizó un modelo animal de 

SOP en el que el síndrome es inducido por la administración por vía subcutánea de 

dehidroepiandrosterona (DHEA) durante 20 días consecutivos. Se utilizaron ratas hembras 

de la cepa Wistar, de 21 días de edad que fueron asignadas a los siguientes grupos 

experimentales: el grupo CONTROL, que recibió aceite de sésamo; el grupo SOP tratadas 

con DHEA 60 mg/kg pc/día y el grupo SOP+FLU tratadas con DHEA (60 mg/kg pc/día) más 

flutamida (20 mg/kg pc/día) un antagonista del receptor de andrógenos (RA). Todos los 

animales fueron tratados desde los 21 a 40 días de edad. Luego del tratamiento, un grupo 

de animales se sacrificó en el día postnatal 41, mientras que el resto de los animales se los 

dejó crecer hasta la edad adulta. En ratas adultas jóvenes se estudiaron animales del grupo 

CONTROL y SOP que se sacrificaron en el día gestacional 18 (DG18). Otro grupo de ratas 

CONTROLES y con SOP se sacrificaron entre los 18-24 meses de edad.  

En primera instancia evaluamos si el SOP fue inducido en los animales mediante la 

determinación de los niveles séricos de testosterona y la evaluación de la histología ovárica. 

Demostramos que los animales con SOP y SOP+FLU presentaron altos niveles de 

testosterona y quistes foliculares en los ovarios confirmando el SOP. Los resultados 

obtenidos demostraron que los niveles séricos de E2 y P4 no se modificaron en las ratas del 

grupo SOP y SOP+FLU, siendo el hiperandrogenemia el principal cambio observado a nivel 

sistémicos. En los animales con SOP se observaron alteraciones en el epitelio luminal y en 

el compartimiento glandular. En el epitelio luminal demostramos la presencia de focos con 

estratificación, lúmenes intraepiteliales, formación de glándulas intraepiteliales y pólipos, 

mientras que en el compartimiento glandular observamos la presencia de glándulas 

quísticas, conglomerados de glándulas, glándulas con metaplasia y glándulas con atipia 

celular. Los parámetros morfométricos demostraron un aumento de la altura del epitelio 

luminal, de la densidad de glándulas y del espesor del estroma subepitelial y miometrio. 
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Además, disminuyó la densidad de células del estroma uterino, asociado a un mayor 

contenido de agua y organización de las fibras de colágeno, evidenciando cambios a nivel 

celular y del espacio extracelular. En los animales tratados con el inhibidor del RA (grupo 

SOP+FLU) el aumento en el espesor del miometrio y la organización de las fibras de 

colágeno fueron menores respecto a los animales SOP, demostrando que estos efectos 

fueron mediados a través del RA.  

Para explicar los cambios observados en el espacio extracelular estudiamos la expresión de 

las acuaporinas (AQPs) como posibles mediadores de los cambios observados en el 

contenido de agua.  Como resultado se demostró que el útero de todos los animales 

CONTROL expresó los transcriptos de AQP1 a 9, con excepción de AQP6. Particularmente, 

la expresión de ARNm de AQP3 y AQP8 aumentaron, mientras que la expresión de AQP7 

disminuyó en los animales con SOP. Si bien, en los animales con SOP+FLU aumentó el 

contenido de agua, no se observó el aumento de la expresión de AQP8 respecto a los 

CONTROLES, demostrando que esta proteína estaría regulada a través del RA y que AQP8 

y/o el RA no estarían regulando el movimiento de agua dentro del útero.  

Para conocer si el desarrollo de focos de hiperplasia epitelial, el aumento de la densidad de 

glándulas y la disminución de la densidad de células estromales en los animales con SOP 

se debían a modificaciones en la proliferación y/o apoptosis estudiamos dichos procesos y 

moléculas involucradas en su regulación (IGF-1/IGF-1R, PTEN, WNT5a/7a y HOXA10). En 

los animales con SOP se observó una disminución de la proliferación en el estroma 

subepitelial y un aumento del índice de apoptosis en los epitelios y en el miometrio. en 

asociación con un aumento de la expresión del ARNm de IGF-1 y una disminución de la 

expresión de PTEN, WNT5a y HOXA10. Si bien los cambios en la expresión de IGF-1 y 

PTEN no se asociaron temporalmente con cambios en la proliferación del epitelio luminal y 

glandular explicarían el desarrollo de las anomalías observadas en estos compartimientos. 

Las modificaciones en la expresión de WNT5a y HOXA10 regularían los cambios 

observados en el recambio celular del compartimiento subepitelial y miometrial 

respectivamente. Por otra parte, en los animales del grupo SOP+FLU disminuyó el índice de 

apoptosis y la proliferación en el miometrio junto con modificaciones en la expresión de 

HOXA10 respecto a los animales SOP. De esta manera, se demostró que estos cambios 

estarían regulados a través del RA.  

Los efectos que observamos en los animales con SOP son hormonodependientes y podrían 

estar regulados por modificaciones en las concentraciones séricas de las hormonas, 

cambios en su biodisponibilidad tisular y/o en la expresión de receptores hormonales. 

Nuestros resultados demostraron que en animales con SOP disminuyó la expresión del 
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ARNm de la proteína StAR (transporta el colesterol hacia el interior de la mitocondria) y 

aumentó la expresión de las enzimas ✕✖✗-HSD2 (�✎✁✂✏✌✍☞✌ ✌✄ ✡☎ ✌✁ ✌☛☞✍✎✁✆✝✞ ✠✞-R1 

(convierte la T en 5✞-Dihidrotestosterona y la P4 en 5✞-Dihidroprogesterona) y P450arom 

(aromatiza los andrógenos en estrona y E2). Estos cambios demostraron que el SOP disminuyó la 

síntesis de novo de esteroides y modificó el metabolismo de esteroides en el útero.  Al 

inhibir el RA (grupo SOP+FLU) no se observó el aumento de la expresión de P450arom, 

evidenciando que el RA regula la expresión de ésta enzima. En relación a los receptores 

hormonales, demostramos que en los animales del grupo SOP aumentó la expresión del 

RA. Cuando los animales fueron tratados con FLU no se modificó la expresión de este 

receptor respecto al grupo CONTROL, sugiriendo que los andrógenos regulan la expresión 

de su propio receptor. Además, la expresión del RE-✞ ✑✏☛✟✏✁✠✡☛ ✌✁ ✌✄ ✌☛☞✍✎✟✆ ✠☞✌✍✏✁✎

cuando se inhibió el RA, indicando una rápida degradación del ARNm o mayor inestabilidad 

de la proteína por el tratamiento con FLU.  

En conjuntos estos resultados demostraron que el SOP induce modificaciones en el 

microambiente endócrino promovieron importantes cambios en la histomorfología uterina.  

En una segunda etapa estudiamos si el SOP alteró la fertilidad. Para ello a los animales con 

SOP y CONTROLES, se los dejó crecer hasta los 90 días de edad. Se le realizaron 

extendidos vaginales durante 15 días, para evaluar la ciclicidad estral, y luego se los alojó 

con una rata macho de fertilidad comprobada durante 3 semanas consecutivas hasta 

confirmar la preñez de los animales. Las ratas que resultaron preñadas fueron separadas 

del macho, colocadas en jaulas individuales y sacrificadas en día gestacional 18 (DG18). 

Estudiamos los siguientes parámetros: nº de cuerpos lúteos; nº de sitios de implantación y 

nº de sitios de reabsorción. Los resultados demostraron que los animales con SOP tuvieron 

ciclos estrales regulares a los 90 días de edad. Además, las hembras quedaron preñadas 

sin problemas y no se observaron alteraciones en el número de fetos implantados ni 

pérdidas post-implantación. De esta manera demostramos que la fertilidad no fue afectada 

en este modelo animal de ratas con SOP. 

En la última etapa de esta tesis, estudiamos la incidencia de lesiones uterinas en animales 

adultos de edad avanzada y su perfil hormonal. Para este objetivo, los animales con SOP y 

CONTROLES se los dejó crecer hasta alcanzar los 18-24 meses de edad y fueron 

sacrificados en diestro vaginal. Demostramos que los animales con SOP presentaron una 

mayor incidencia de anomalías en el epitelio luminal en asociación con altos niveles séricos 

de E2. Al analizar la histopatología uterina, observamos una mayor incidencia de lúmenes 

intraepiteliales, glándulas intraepiteliales y focos de epitelio estratificado. Estas mismas 
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alteraciones habían sido observadas en animales con SOP de 41 días de edad, lo que 

sugiere un adelantamiento en la aparición de estas lesiones.  

Los resultados de esta tesis aportan nuevas evidencias de los mecanismos moleculares que 

subyacen a las alteraciones uterinas generadas por el SOP, las cuales podrían aumentar el 

riesgo de complicaciones ginecológicas afectando la calidad de vida de las mujeres que 

padecen este síndrome  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

14 

 

ABSTRACT 

The Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disorder particularly prevalent in 

women of reproductive age. It is characterized by anovulation, ovarian cysts and/or 

hyperandrogenism. This clinical issue increases the risk of subfertility/infertility, spontaneous 

abortion, hyperplasia and endometrial cancer and the mechanisms by which this occurs are 

poorly understood. This thesis aimed to investigate the PCOS effects on the rat uterus at 

different reproductive stages as follows: a) at 41 days of age, to evaluate the effect on the 

uterine histomorphology; b) on young adult rats, to evaluate the effects on the fertility; c) in 

aged rats, to study the development of uterine lesions. A PCOS animal model was used to 

induced the syndrome by subcutaneous administration of Dehydroepiandrosterone (DHEA) 

during 20 consecutive days. 21-day-old female Wistar rats were used for this aim, which 

were assigned to the following experimental groups: the CONTROL group, which were 

injected subcutaneously with sesame oil; the SOP group, which was treated by 

subcutaneous injections with DHEA solution (60 mg/kg body weight [bw]/day), and the 

SOP+FLU group, which was treated by subcutaneous injections with DHEA plus flutamide 

solution (DHEA: 60 mg/kg bw/day +flutamide [FLU] 20 mg/kg bw/day). FLU is an antagonist 

of the androgen receptor (AR). All the animals were treated between 21 and 40 days of age. 

After the treatment, a subset of animals was euthanized at postnatal day 41, whereas the 

remaining ones were left to reach adulthood. Regarding young adult rats, a subset of 

CONTROL and SOP group were studied and later euthanized at gestational days 18 

(GD18). Another subset of CONTROL and SOP groups were sacrificed between 18 and 24 

months of age.   

First of all, we evaluated whether the PCOS was induced in the animals by determining the 

serum testosterone levels and the ovarian histology. It was demonstrated that animals with 

SOP and SOP+FLU showed high testosterone levels and follicular cysts in the ovaries, 

which confirmed the PCOS. The results demonstrated that the serum levels ✕✖✗- estradiol 

(E2) and progesterone were not changed in the SOP and SOP+FLU groups, and the main 

change observed at a systemic level was hyperandrogenism. In SOP animals, some 

changes in the luminal epithelium and in the glandular tissue were observed. The presence 

of stratification areas, intraepithelial lumens, intraepithelial glands and polyps were observed 

in the luminal epithelium, whereas in the glandular tissue the presence of cystic gland, 

conglomerates of gland, glands with metaplasia and glands with cell atypia were observed. 

The morphometric parameters demonstrated an increase in the luminal epithelium height, in 
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gland density and in the subepithelial stroma and myometrium thickness. In addition, the 

density of cells in the uterine stroma lowered, which was associated with a higher water 

content and organization of collagen fibers, which show changes at cellular level and in the 

extracellular space. SOP+FLU rats showed a smaller increase in the myometrial thickness 

and the organization of collagen fibers compared to the SOP rats, thus demonstrating that 

these effects were mediated through the AR. 

Considering that the effects induced by PCOS on the extracellular space, aquaporin (AQP) 

expression were studied as channel proteins that regulate the water flow. As a result, the 

uterus of all CONTROL animals expressed the AQP 1 to 9, except the AQP6. In SOP 

animals, the AQP3 and AQP8 mRNA expression particularly increased, whereas the 

expression of AQP7 decreased. Although the water content increased in SOP+FLU animals, 

the increase in the AQP8 expression was not observed compared to the CONTROL group, 

thus demonstrating that this protein may be regulated through the AR and also that AQP8 

and/or AR may not be regulating the water movement within the uterus. 

In order to know whether the development of epithelial hyperplasia, the increase in gland 

density and a reduction in the stromal cells density in the animals with PCOS were 

associated to changes in the cell proliferation and/or apoptosis index, molecules involved in 

their regulation (IGF-1/IGF-1R, PTEN, WNT5a/7a and HOXA10) were studied. In the SOP 

group, a reduction in the cell proliferation in the subepithelial stroma and an increase in the 

apoptosis index in the epithelium and in the myometrium. These changes were associated 

with an increase in the IGF-1 mRNA expression and a decrease in the PTEN, WNT5a and 

HOXA10 expression. Although the changes in the IGF-1 and PTEN expression were not 

temporarily associated with the changes in the cell proliferation of the luminal and glandular 

epithelium, the modifications of these molecules expression may explain the abnormalities 

that was observed in the epithelium. The changes in the WNT5a and HOXA10 expression 

would regulate the cell proliferation of the subepithelial stroma and myometrium, 

respectively. On the other hand, the apoptosis index and the cell proliferation in the 

myometrium decreased compared to the SOP group. These changes could be regulated 

through the AR and the decreased cell proliferation in myometrium could be associated with 

a decrease HOXA10 expression.  

The effects observed in animals with PCOS are hormone-dependent and might be regulated 

by changes in hormone serum concentrations, changes in their tissue bioavailability and/or in 

hormone receptors expression. Our results demonstrated that the StAR mRNA expression 

(moving cholesterol from the outer to inner mitochondrial membrane) decreased in SOP 

animals, and the expression of enzymes ✕✖✗-�✁✂☎ ✄☎✆✏�✆ �✎✁✂✌✍☞ ☞✆✌ ✡☎ ✏✁☞✎ ✌☛☞✍✎✁✌✝✞ ✠✞-
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R1 (which converts T into ✠✞- Dihydrotestosterone ✆✁✑ ☞✆✌ �✁ ✏✁☞✎ ✠✞-Dihydroprogesterone), 

and P450arom (responsible for the aromatization of androgens into estrogens and E2) 

increased.  Our results showed that in the SOP group decreased de novo synthesis of 

steroid hormones and the uterine metabolism of this hormones was alterated. By inhibiting of 

the AR (SOP+FLU group), the expression of P450arom was increased, showing that that AR 

regulates the expression of this enzyme. Regarding to hormone receptors, the SOP group 

showed a higher AR expression. When the animals were treated with FLU, the receptor 

expression was not changed compared to the CONTROL group, which suggests that the 

androgens regulate the expression of their own receptor. Furthermore, the RE-✞ protein 

expression decreased in the uterine stroma when the AR was inhibited, thus indicating a 

rapid mRNA degradation or a higher the protein instability by the treatment with FLU.   

These results altogether demonstrated that PCOS induces changes in the endocrine 

microenvironment, which promoted major changes in the uterine histomorphology. 

For the second stage, a study was carried out to determine whether the PCOS altered the 

fertility. Therefore, both the SOP and the CONTROL groups were allowed to grow up until 90 

days of age. Vaginal smears were performed for 15 days to evaluate estrous cyclicity and 

then the female rats were housed individually for three consecutive weeks with males of 

proven fertility to allow several possible matings. The pregnant rats were separated from the 

male rat, placed into individual cages and sacrificed on gestational day 18 (GD18). The 

following parameters were studied: number of corpora lutea; number of implantation sites 

and number of reabsorption sites. The results demonstrated that the SOP animals had 

regular estrous cycles at 90 days of age. In addition, the female rats became pregnant 

without difficulty and no alterations in the number of implanted fetuses nor post-implantation 

losses were observed. Thus, it was demonstrated that fertility was not affected in this PCOS 

rat model.  

During the last stage of this thesis, the incidence of uterine lesions in aged animals and their 

hormone profile were studied. Therefore, animals from the SOP and CONTROL groups were 

allowed to grow up until they were 18-24 months old. The rats were euthanized when the 

evaluation of vaginal cytology samples evidenced stages of diestrous. The animals with SOP 

showed a higher incidence of abnormalities in the luminal epithelium associated with high 

serum E2 levels. Also, the uterine histopathology analysis showed a higher incidence of 

intraepithelial lumens, intraepithelial glands and stratification of the luminal epithelium. These 

abnormalities had already been observed in 41-day-old animals with SOP, which suggests 

an advancement in the onset of these epithelial lessions.  
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The results of this thesis provide new evidence on the underlying molecular mechanisms of 

uterine lessions caused by PCOS, which might increase the risk of gynecological problems 

and thus affect the quality of life of women who suffer from this syndrome. 
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1. SISTEMA REPRODUCTIVO DE LA RATA 

El sistema reproductivo de la rata está conformado por los ovarios, los oviductos, el útero, el 

cérvix, la vagina y los genitales externos. En la rata, a diferencia de la mujer, el útero es un 

órgano bicorne (formado por dos cuernos uterinos), largo y hueco; que se sitúa en la pelvis 

(entre la vejiga y el recto). Cada extremo de ambos cuernos uterinos se conecta por un lado 

con el cérvix y por el otro extremo se continúa con el oviducto, más adelante se encuentra el 

ovario (Figura 1).  

 
Figura 1. Estructura macroscópica del útero de la rata y de los órganos que forman parte del tracto 
reproductor femenino: vagina, cérvix, útero, oviductos y ovarios. Figura modificada de Spencer et al. 
(2012)  

2. CICLO ESTRAL DE LA RATA ADULTA JOVEN 

La rata hembra es un mamífero de ovulación regular y espontánea, aunque no ocurra 

apareamiento (Lohmiller & Swing, 2006). El ciclo estral de la rata tiene una duración de 4 o 5 

días y se la considera poliéstrica continua, es decir, los ciclos ocurren durante todo el año 

sin cambios estacionales en las colonias de laboratorio (siempre que los animales se 

mantengan en un esquema de luz-oscuridad y de temperatura controlados) (Ojeda & 

Skinner, 2006).  La receptividad sexual en las hembras varía de acuerdo con la fase del ciclo 

en la que se encuentre (Powers, 1970; Yoest et al., 2019). Durante las horas previas y 

posteriores a la ovulación, las hembras presentan una mayor disposición frente al macho 

(Lohmiller & Swing, 2006), asegurando así la oportunidad para la fertilización y la preñez.  
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Cuando hablamos de ciclo estral, hacemos referencia a una secuencia de eventos 

morfofisiológicos y de comportamiento, altamente sincronizados que se repiten 

secuencialmente en el tiempo. El ciclo estral comienza desde el momento en que la rata 

hembra llega a la pubertad, siendo la apertura vaginal el indicativo del momento de la 

pubertad y coincide con la primera ovulación. El momento de la pubertad es variable y 

depende de la cepa, el peso y la edad. En general, el ciclo estral se puede dividir en 4 

etapas: proestro, estro, metaestro y diestro (Montes & Luque, 1988). Los efectos de la 

variación hormonal a lo largo del ciclo estral se pueden monitorear por la observación directa 

de la citología vaginal mediante extendidos. En la Tabla 1 se muestra un resumen de 

duración de cada etapa del ciclo estral, el comportamiento que presenta la rata hembra y la 

citología vaginal que se puede observar en cada etapa (Montes & Luque, 1988). 

 

Tabla 1: Descripción de la duración, comportamiento de la hembra y citología del extendido vaginal 
de cada etapa del ciclo estral de la rata 

 
Fase del ciclo 

 
Duración 

(h) 

 
Comportamiento 

 
Citología del extendido vaginal 

 
PROESTRO 

 
    12 

 
Comportamiento 
receptivo al final de 
la fase 

 
Extendido desprovisto de leucocitos y 
presencia de células epiteliales 
nucleadas. Estas células son redondas 
y aparecen en racimos.  

 
      ESTRO 

 
    30 

 
Lordosis, 
comportamiento 
receptivo 

 
Ausencia de leucocitos y presencia de 
células epiteliales de forma 
poligonales con marcada cornificación.  

 
  METAESTRO 

 
      6 

 
Sin aceptación al 
macho 

 
En el metaestro temprano, los 
principales tipos de células 
encontrados son leucocitos y células 
cornificadas.  

 
    DIESTRO 

      
     48 

 
Sin aceptación al 
macho 

 
Ausencia de células cornificadas y los 
leucocitos son muy abundantes. 

 

Durante el ciclo estral, los órganos reproductivos presentan cambios cíclicos tanto a nivel 

histológico como funcional, en respuesta a las fluctuaciones en los niveles séricos de las 

hormonas esteroides ováricas, que son reguladas por las gonadotrofinas hipofisarias, 

hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH), secretadas por la 

adenohipófisis o hipófisis anterior.  
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Como se puede ver en la Figura 2A, los niveles hormonales cambian durante el ciclo estral 

de la rata. Los perfiles de secreción de LH muestran una secreción pulsátil, con frecuencias 

más altas durante el proestro y más bajas durante el estro/diestro (Figura 2A). El pico de LH 

durante el proestro estimula a los folículos preovulatorios a ovular y a la formación 

morfológica de los cuerpos lúteos (Freeman, 2006). Dos picos de FSH peri-ovulatorios 

estimulan el crecimiento de folículos más pequeños. El primer pico de FSH se correlaciona 

con el de LH (Figura 2A) y el segundo pulso está asociado con una disminución de la 

inhibina ovárica después de la ovulación. Durante la tarde del proestro, la secreción de 

prolactina se eleva para producir un pico pre-ovulatorio que es coincidente con el aumento 

de la LH. En los roedores, la prolactina tiene acción luteotrófica y esencial para la activación 

y mantenimiento funcional del cuerpo lúteo durante los primeros días de gestación.  La fase 

lútea del ciclo estral en roedores es transitoria sin activación de los cuerpos lúteos (Smith et 

al., 1975). Para que ocurra la implantación el cuerpo lúteo debe activarse por estímulo de la 

prolactina secretada en respuesta al coito (Freeman, 2006).  

�✆ ✂✆✍✏✆�✏☛✁ ✑✌ ✄✎☛ ✁✏✂✌✄✌☛ ✆✎✍✟✎✁✆✄✌☛ ✑✌ ✕✖✗-estradiol (E2) y progesterona (P4) a lo largo 

de un ciclo estral es semejante en ratas que poseen ciclos de 4 o 5 días (Haim et al., 2003). 

Se observan dos picos de P4 en proestro y en diestro 1-2. Durante el metaestro, el cuerpo 

lúteo secreta P4, que decae durante el segundo día del diestro cuando comienzan a 

aumentar los niveles de E2. El segundo pico de P4 se produce casi de manera simultánea 

con el pico de LH (Figura 2A) en el proestro. En el caso del E2 los niveles plasmáticos 

llegan a valores basales en el estro, se mantienen bajos y comienzan a incrementarse en la 

tarde del segundo día del diestro. Este aumento continúa hasta alcanzar los valores 

máximos a mitad del proestro. El ciclo se completa cuando el pico de E2 que ocurre a la 

mañana del proestro estimula la liberación de gonadotrofinas que llevan a la ovulación 

(Lohmiller & Swing, 2006). Durante la tarde del proestro los niveles de E2 caen alcanzando 

valores basales en la mañana del estro (Figura 2A). Es importante destacar que la hembra 

es receptiva al macho a partir de las 19 hs del proestro y que la ovulación ocurre a las 02 hs 

del estro.  

Con respecto a los niveles de andrógenos, principalmente la T sérica es la que tiene 

grandes variaciones a lo largo del ciclo, y éstas se deben a los cambios generados 

principalmente en la producción de andrógenos de origen ovárico (Lu et al., 1979). La T 

alcanza su punto máximo en el proestro en ratas que ciclan con 4 días y en diestro-3 en las 

que ciclan cada 5 días (Figura 2B). En ratas con ciclos estrales de 4 días, los niveles 

plasmáticos de T y androstenediona (A4) tienen un patrón similar al estradiol (Freeman, 
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2006). En general, los niveles de T en las ratas que ciclan cada 5 días son más bajos, pero 

permanecen más tiempo elevados en comparación a las que ciclan cada 4 días. 

 

 

Figura 2. Cambios en los niveles hormonales durante el ciclo estral de la rata. A) Perfil de secreción 
�✁ ✂✄ ☎✆✝✞✟✠✡☛ ☞✌✄ ☎✆✝✞✟✠✡☛ ✍✎✏✝✁✑✒✁✎✏✆✓ ☎✆✝✞✟✠✡☛ ✍✎✏✠✓✔✒✕✆✓ ☎✆✝✞✟✠✡☛ ✖✗✘-estradiol (pg/ml), durante el 
ciclo estral de la rata (ciclo de 4 días). B) Cambios en los niveles hormonales de testosterona (ng/ml) 
en ratas con ciclos estrales de 4 días y 5 días. Sobre el eje x se representan distintos momentos del 



Introducción 

23 

 

día. Las barras en negro representan el período de oscuridad. Figuras modificadas de Smith et al. 
(1975) y Haim et al. (2003). 

 

3. ÚTERO DE LA RATA      

3.1 Descripción morfológica del útero de la rata 

En roedores (ratas y ratones) el desarrollo y la diferenciación de la mayoría de los órganos 

del tracto reproductor femenino están completos al nacer. Sin embargo, el útero de la rata 

no está totalmente desarrollado y diferenciado en este momento. El establecimiento de la 

histoarquitectura característica del tejido uterino se completa postnatalmente en roedores 

(Bartol et al., 1999). Histológicamente, luego del DPN15, el útero de rata adquiere una 

organización similar al de una rata adulta en el que pueden visualizarse tres capas: 

endometrio, miometrio y perimetrio (Cunha, 1976) (Figura 3): 

✌  Endometrio: esta capa está constituida por un epitelio cilíndrico simple (epitelio 

luminal) que recubre el lumen del útero y glándulas tubulares simples revestidas por un 

epitelio cúbico simple (epitelio glandular). Las glándulas se encuentran rodeadas por una 

capa de tejido conectivo laxo muy vascularizada, correspondiente al estroma endometrial. El 

componente celular del estroma son los fibroblastos que expresan proteínas específicas 

como la vimentina (componente de los filamentos intermedios) (Figura 3). 

✌ Miometrio: Está compuesto por dos capas de músculo liso, una capa circular interna 

y una longitudinal externa, separadas por una capa intermedia de tejido conectivo con 

abundantes vasos sanguíneos. Las células musculares de ambas capas expresan el 

✟✏�✍✎�✏✄✆✟✌✁☞✎ ✆✄�✆ ✆�☞✏✁✆ ✑✌ ✟✁☛�✠✄✎ ✄✏☛✎ ✄✞-SMA) (Figura 3).  

✌ Perimetrio: capa más externa que recubre al útero; está compuesto por mesotelio y 

una delgada capa de tejido conjuntivo laxo. Presenta abundantes vasos linfáticos, 

sanguíneos y fibras nerviosas. Está recubierto por la serosa peritoneal. 
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Figura 3. Figura 3. Fotomicrografías representativas de secciones longitudinales uterinas de rata. 
Cortes histológicos teñidos con H-� ☎✁✡ ✁ ✕✆✟✂✆✏✟✓✎✔✓�✓✑ ✔✏✆ ✄✕✟✁✆✒✕✆✓ ☎☎✡ ✆ ✝-SMA de músculo 
liso (C). En A se observan las características histológicas del tejido: epitelio luminal, glándula 
endometrial, estroma subepitelial, capa circular interna del miometrio, capa longitudinal externa del 
miometrio y perimetrio. En B se puede observar la inmunomarcación positiva para vimentina (estroma 
subepitelial) y en C la inmunomarcaci✞✆ ✍✓✎✓ ✝-SMA de músculo liso (en miometrio longitudinal y 
circular). Magnificación: 200X.  
  
 
 
3.2 Matriz extracelular 

Se conoce como matriz extracelular a la gran red de proteínas y otras moléculas que 

rodean, sostienen y dan estructura a las células del estroma del útero. La matriz extracelular 

ayuda a que las células se mantengan unidas, se comuniquen con las células cercanas y 

desempeña una función importante en la división y el movimiento celular, así como en la 

reparación de los tejidos y en otras funciones celulares (Aplin et al., 2008; Bosman & 

Stamenkovic, 2003). La remodelación de la matriz extracelular uterina se asocia con el 

desarrollo y el normal funcionamiento de varias situaciones fisiológicas (López-Martínez et 

al., 2021; Sanches et al., 2010). Además, la desregulación de la matriz extracelular se 

asocia con situaciones patológicas (Leppert et al., 2014). 

Comúnmente, la matriz extracelular del útero se compone de tres clases principales de 

biomoléculas: glicosaminoglicanos, proteoglicanos, y proteínas fibrosas como el colágeno 

(Oliveira et al., 2015). Esta proteína constituye el elemento estructural principal de la matriz 

extracelular, proporciona resistencia a la tracción, regula la adhesión celular, apoya la 

quimiotaxis y la migración, y dirige el desarrollo tisular. Se han descrito varios tipos de 

colágeno en útero de ratón (colágeno tipo I, II, III, V ) (Spiess et al., 2007). Las cadenas de 

polipéptidos de colágeno se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del retículo 

endoplásmico y se introducen en la luz como moléculas precursoras, llamados cadenas pro-

✞✟ ✠✆✑✆ �✆✑✌✁✆ ✡✍✎-✞ ✄✠✌☛✎ ☛✌ ✠✁✌ ✆ ✄✆☛ ✎☞✍✆☛ ✑✎☛ por medio de enlaces de hidrógeno para 
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formar una molécula de triple cadena, conocida como procolágeno. Después de la 

secreción, la molécula fibrilar de procolágeno se divide para convertirse en moléculas de 

colágeno, que convergen en fibrillas (Lamande & Bateman, 1999). 

En respuesta a cambios en los niveles de los esteroides sexuales, el útero experimenta una 

extensa remodelación de la matriz extracelular en los diferentes estadios del ciclo 

reproductivo, produciéndose numerosos cambios en la histología uterina (Westwood, 2008). 

Se sabe que el contenido de colágeno puede ser determinado a través de la cuantificación 

de la hidroxiprolina. Con relación a los cambios en la concentración de colágeno durante el 

ciclo estral.  Morgan (1963) demostró que la hidroxiprolina tiene niveles bajos en el estro, 

observándose la máxima concentración en el proestro. Otro parámetro que es importante 

tener en cuenta es el nivel de organización de las fibras de colágeno. Se ha estudiado el 

efecto de las hormonas esteroideas sobre la remodelación de estas fibras, describiendo 

cómo es su compactación o el nivel de organización. Halme and Woessner (1975) 

demostraron que la P4 disminuye la actividad colagenolítica en el útero después del parto. 

La actividad colagenolítica de ciertas enzimas ocasiona la pérdida de estructura helicoidal 

en las fibras de colágeno y, por lo tanto, disminuye su compactación. Por otro lado, la 

administración de E2 a ratas inmaduras ovariectomizadas indujo una remodelación extensa 

de la matriz de colágeno en el estroma endometrial (Pastore et al., 1989); En ratas 

androgenizadas con dehidroepiandrosterona (DHEA) hay altos niveles de fibrosis (colágeno 

tipo IV) en el tejido uterino (Zhang et al., 2013) y un aumento de la cantidad y la 

organización del colágeno del estroma uterino (Lobl & Maenza, 1975). Otros estudios han 

descrito que E2 y DHT tienen efectos superpuestos pero distintos sobre los genes 

implicados en la remodelación de la matriz de colágeno (Nantermet et al., 2005). 

3.3 Contenido de agua uterino  

La histoarquitectura uterina puede modificarse por imbibición de agua. El proceso de 

imbibición puede definirse como la absorción de un líquido (agua) por un sólido, lo que 

genera como consecuencia un aumento del volumen. A nivel celular existen diferentes 

mecanismos por los cuales el agua puede atravesar la membrana celular. El movimiento del 

agua a través de las células puede ocurrir por difusión a través de la bicapa lipídica o de los 

canales de agua de las proteínas denominadas acuaporinas (AQPs). Estos canales son 

pequeñas proteínas integrales de membrana hidrofóbicas que facilitan el movimiento pasivo 

del agua a través de la membrana celular (Agre & Kozono, 2003). En la actualidad, se han 

identificado en mamíferos trece isoformas de AQPs, y doce de ellas se pueden encontrar en 

diferentes tejidos de ratones, ratas, perros, cerdos y seres humanos (Zhu et al., 2015). 

Diversos estudios demostraron que estas proteínas se localizan en el tracto femenino de 
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ratas y ratones, participando en la homeostasis del líquido uterino y su expresión puede ser 

regulada por hormonas sexuales esteroides. Incluso, varios subtipos de AQPs también son 

permeables a moléculas pequeñas (urea, glicerol, etc.) (Wang et al., 2006). Por otro lado, la 

evidencia reciente ha demostrado que estas proteínas pueden facilitar la migración, invasión 

y proliferación celular en el desarrollo del cáncer de endometrio, así como también, estar 

implicadas en procesos de muerte celular  (Li et al., 2018; Shi et al., 2014).La inhibición de la 

expresión de AQP2 en carcinoma endometrial humano atenuó significativamente la 

migración, la adhesión y la invasión de células de este tipo de carcinoma in vitro (Zou et al., 

2011). 

En el útero, el transporte de agua a través de AQPs también es importante para mantener el 

volumen de líquido dentro de la luz del epitelio luminal (Lindsay & Murphy, 2007). Los Eg 

aumentan el volumen del líquido uterino en la luz del epitelio luminal, mientras que la P4 y la 

T lo disminuyen (Mohd Mokhtar et al., 2014; Salleh et al., 2005). La modificación de este 

volumen podría afectar negativamente los procesos reproductivos uterinos, por lo que podría 

afectar la fertilidad. Además, a lo largo del ciclo estral, el endometrio presenta recurrentes 

procesos de edematización en respuesta a estímulos hormonales (Astwood, 1939). El 

contenido de agua uterino aumenta al máximo antes del proestro y luego cae abruptamente 

con la primera aparición de células cornificadas en el extendido vaginal (Astwood, 1939). 

AQP 1, 3 y 8 se expresan constitutivamente en el útero de ratón ovariectomizado (Jablonski 

et al., 2003). Sin embargo, se ha documentado que las hormonas esteroideas inducen 

cambios en la expresión uterina de las AQPs y que el efecto podría ser diferente, 

dependiendo del tipo de hormona. Por ejemplo, el E2 induce la expresión de ARNm de 

AQP1 y la T regula positivamente los niveles de expresión de AQP 1, 5 y 7 en el útero de 

ratas ovariectomizadas (Salleh et al., 2015).  

4. METABOLISMO TISULAR DE HORMONAS ESTEROIDEAS EN EL ÚTERO 
La visión clásica de la endocrinología indica que las hormonas esteroideas sintetizadas en 

las gónadas y en glándulas suprarrenales, difunden desde el espacio extracelular al interior 

de los capilares y son transportadas por la sangre hacia distintos tejidos, incluyendo el útero. 

De esta manera, ejercen su efecto en aquellas células que poseen receptores específicos 

para cada hormona. A partir del año 1988 (Leiderman & Fernández, 2011) ha surgido otro 

�✎✁�✌✡☞✎ �✠✌ ☛✌ ✆✆ ✑✌✁✎✟✏✁✆✑✎ ✁✏✁☞✍✆�✍✏✁✎✄✎☛✂✆✄✟ ✡☛☞✌ �✎✁�✌✡☞o hace referencia a la 

síntesis de esteroides activos en tejidos periféricos con acción en las mismas células en las 

que se produce su síntesis. Incluso, se ha descrito la presencia de distintas isoformas de 

enzimas esteroidogénicas en los tejidos. Esto permite el control de la síntesis y/o 
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metabolismo de esteroides según las necesidades locales dictadas por las señales 

intra/extracelulares tisularmente (Konings et al., 2018; Leiderman & Fernández, 2011). 

Las enzimas esteroidogénicas implicadas en la síntesis y/o metabolismo de esteroides 

pueden clasificarse en dos grandes grupos: Citocromos P450 o Hidroxiesteroide 

Deshidrogenasas (HSD). Los genes que codifican las enzimas Citocromos P450 son 

comúnmente llamados CYP en humanos y Cyp en roedores, seguidos por un número que 

indica la familia a la que pertenecen y una letra indicando la subfamilia. En la Figura 4 se 

proporciona un esquema en donde se muestran los sustratos y productos derivados de las 

vías metabólicas en las que están implicadas las proteínas esteroidogénicas. 

 

Figura 4. Diagrama simplificado de esteroides implicados en la biosíntesis tisular de estrógenos y 
andrógenos. Las flecas simples y dobles indican reacciones irreversibles e irreversibles, 
respectivamente. E1: estrona. E2�✖✗✘-estradiol, E1S: Sulfato de estrona, E2S: Sulfato de Estradiol. 
Figura modificada de Rossetti et al. (2015). 

 

La Proteína de la Regulación Esteroidogénica Aguda (StAR) inicia el proceso de 

esteroidogénesis mediante el transporte de colesterol libre en la célula, desde las 

membranas mitocondriales externas hacia las internas. Se considera que la translocación 

del colesterol por StAR a través del espacio que separa las membranas es un paso limitante 

de la velocidad en esteroidogénesis (Zurvarra et al., 2009). El colesterol es transformado en 

pregnenolona por la división de la cadena lateral de la enzima P450scc (también llamada 

Cyp11A1). 
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La enzima ✝✗-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa ✄✝✗-HSD) una deshidrogenasa/isomerasa y 

✆�☞✁✆ �✎✁✂✏✍☞✏✌✁✑✎ ✄✆ ✡✍✌☛✁✌✁✎✄✎✁✆ ✌✁ �✁✟ ✡�✏☛☞✌✁ ✆✄ ✟✌✁✎☛ ✑✎☛ ✏☛✎�✎✍✟✆☛ ✑✌ ✝✗-HSD en 

humanos y cuatro en roedores (Do Rego et al., 2009). En rata, la isoforma 1 ha sido 

reportada en altos niveles de expresión en testículos y ovarios (Mellon et al., 2001). La 

pregnenolona también puede ser convertida a DHEA (Mellon et al., 2001) por P450 (17a) 

✄✠✡✡✕✖✁✕✝ ✡ ✄✠✌☛✎ ✆ ✁✁ ✡✎✍ ✆��✏☛✁ ✑✌ ✄✆ ✌✁✂✏✟✆ ✝✗-HSD. A4 puede entonces convertirse en 

T por acción de la enzima ✝✗-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa ✄✕✖✗-HSD). Esta enzima 

multifuncional cataliza un proceso reversible entre los 17-cetoesteroides (androstenediona y 

estrona-✡✕✝ ✡ ✄✎☛ ✕✖✗-hidroxiesteroides (T y E2) (Labrie et al., 2000). Hasta el momento, se 

encuentran descriptas en vertebrados doce isoenzimas (tipo 1-12) que difieren en términos 

de distribución tisular, localización subcelular, actividad catalítica, especificidad de sustrato y 

propiedades bioquímicas (Do Rego et al., 2009). Las de tipo 1, 3, 5, 7 y 12 actúan como 

reductasas, responsables de la formación de los 17-hidroxiesteroides (como T y E2); 

mientras que las de tipo 2, 4, 6, 9, 10 y 11 poseen actividades oxidativas y catalizan las 

reacciones opuestas (formación de androstenediona y E1) (Do Rego et al., 2009; Kimoto et 

al., 2010) (Figura 4). 

Posteriormente, T se puede aromatizar en E2 por P450arom (Cyp19 o aromatasa) o 

✍✌✑✠�✏✍☛✌ ✆ ✠✞-✂✏✆✏✑✍✎☞✌☛☞✎☛☞✌✍✎✁✆ ✄☞✆✟✄✏☎✁ ✑✌✁✎✟✏✁✆✑✆ ✠✞-✂�✆ ✎ ✂�✆✝ ✡✎✍ ✠✞-reductasa 

✄✠✞-R). La enzima P450arom es un complejo enzimático terminal que cataliza la 

aromatización de los andrógenos de C19 (androstenediona y T) a Eg de C18 (E1 y E2, 

respectivamente) (Compagnone & Mellon, 2000). En muchas especies, incluidos humano, 

rata y ratón, el gen que codifica para dicha enzima es único (Do Rego et al., 2009). Por otro 

✄✆✑✎✞ ✄✆ ✌✁✂✏✟✆ ✠✞-R tiene dos propiedades fundamentales: convertir T en DHT (uno de sus 

✆✁✑✍☛☛✌✁✎☛ ✟✝☛ ✡✎☞✌✁☞✌☛✝ ✡ �✁ ✌✁ ✠✞-Dihidr✎✡✍✎☛✌☛☞✌✍✎✁✆ ✄✠✞-DHP) (Do Rego et al., 

2009)✟ ✁✌ ✆✆✁ ✍✌✡✎✍☞✆✑✎ ✑✎☛ ✏☛✎�✎✍✟✆☛ ✑✌ ✄✆ ✠✞-✞ ☞✏✡✎ ✕ ✄✠✞-✞✕✝ ✡ ☞✏✡✎ ☎ ✄✠✞-R2). 

La 3✞-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa ✄✝✞-HSD) es una enzima bifuncional que convierte, 

de manera reversible, esteroides ✠✞-reducidos en tetrahidroxiesteroides. Entre las 

✍✌✆��✏✎✁✌☛ �✠✌ �✆☞✆✄✏✂✆✞ ✄✆ ✟✝☛ ✑✌☛☞✆�✆✑✆ ✌☛ ✄✆ �✎✁✂✌✍☛✏☛✁ ✑✌ ✠✞-DHP en alopregnenolona 

(Do Rego et al., 2009) ✡ ✑✌ ✂�✆ ✆ ✝✞-androstandiol. Hay una única isoforma en rata, la cual 

interviene en todas las reacciones oxidativas y reductivas (Penning et al., 2001). 

La enzima sulfatasa esteroidea (STS) es otra enzima involucrada en la producción de Eg, a 

través de la conversión de los Sulfatos de E1 y E2 (E1S y E2S) en sus formas no 

conjugadas (Fusi et al., 2008; Purohit et al., 2008). 
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5. REGULACIÓN DE LA DIFERENCIACIÓN FUNCIONAL UTERINA EN LA RATA 

La diferenciación funcional del útero es un proceso regulado por diversos mecanismos 

endocrinos, celulares y moleculares. El proceso está regulado por varios factores, entre 

ellos: 

 

5.1 Receptores de hormonas esteroideas 

Las hormonas esteroideas son reguladores claves del crecimiento, la diferenciación y las 

funciones fisiológicas de muchos tejidos, incluyendo el tracto reproductor femenino. Estas 

hormonas ejercen su acción a través de sus receptores específicos, que forman parte de 

una superfamilia de receptores nucleares activados por ligandos (hormonas).  

En rata, dos genes diferentes, Esr1 y Esr2, ubicados en distintos cromosomas (cromosomas 

✕ ✡ � ✍✌☛✡✌�☞✏✂✆✟✌✁☞✌✝ �✎✑✏�✏�✆✁ ✡✆✍✆ ✌✄ ✍✌�✌✡☞✎✍ ✑✌ ✌☛☞✍☛☛✌✁✎ ✞ ✡ ✗✞ ✍✌☛✡✌�☞✏✂amente (RE-✞

y el RE-✗✝✟ ✁✏✁ ✌✟✄✆✍☛✎✞ ✆✟✄✎☛ ✍✌�✌✡☞✎✍✌☛ ✡✍✌☛✌✁☞✆✁ ✆�✏✁✏✑✆✑✌☛ similares para E2 (Hewitt & 

Korach, 2008). El RE-✞ ✌☛ ✄✆ �✎✍✟✆ ✡✍✌✑✎✟✏✁✆✁☞✌ ✌✁ ✌✄ ✁☞✌✍✎ ✡ ✌☛ ✌✄ ✡✍✏✁�✏✡✆✄ ✟✌✑✏✆✑✎✍ ✑✌

los efectos de los Eg en este órgano (Couse & Korach, 1999). Por el contrario, y a pesar de 

su expresión relativamente baja en útero, el RE-✗ ✆�☞✁✆ �✎✟✎ ✠✁ ✟✎✑✠✄✆✑✎✍ ✁✌☛✆☞✏✂✎ ✑✌ ✄✆☛

acciones de los Eg. Distintos estudios han revelado que ratones mutantes para este gen 

exhiben una respuesta exacerbada a un tratamiento exógeno con E2 (Nakajima et al., 2015; 

Wada-Hiraike et al., 2006). El receptor de progesterona (RP) está codificado por un único 

gen (cromosoma 8) en humanos y roedores, y su transcripción a partir de la activación de 

diferentes promotores origina tres isoformas, Pgr-A, Pgr-B y Pgr-C (Li & O'Malley, 2003). 

Finalmente, en humano y en rata, el receptor de andrógeno (RA) se encuentra codificado en 

el cromosoma X y en tejido prostático normal de rata se han detectado dos isoformas 

clasificadas de acuerdo a sus distintos puntos isoeléctricos (Xia et al., 2000). Diversas 

variantes de empalme han sido descritas en humanos y se las ha relacionado con el 

desarrollo de cáncer de próstata. Por ejemplo, la variante AR-45 que carece del dominio de 

unión a ligando (LBD) se encuentra en el tejido prostático normal (Ahrens-Fath et al., 2005), 

y su expresión está aumentada en tumores de próstata (Dehm et al., 2008). También se ha 

descrito una forma truncada del RA (AR-V7/V3), presente en cáncer de próstata resistente a 

la castración química (Watson et al., 2010). 

En roedores, la expresión del receptor de estrógeno en el útero ha sido reportada por 

diversos autores. Si bien la expresión del RE-✞ ✁✎ ✌☛ ✌☛✌✁�✏✆✄ ✡✆✍✆ ✑✌☛✆✍✍✎✄✄✎

organogenético y diferenciación del útero fetal (Hewitt et al., 2010), sí lo es para el 

crecimiento y desarrollo uterino peripuberal en el ratón (Lubahn et al., 1993). Por otro lado, 
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distintos trabajos han revelado que, a diferencia de lo que sucede en el adulto, la 

proliferación de las células uterinas epiteliales y estromales es independiente de la acción 

del E2 (Ogasawara et al., 1983) y de la expresión del RE-✞ ✌✁ ✁✌✎✁✆☞✎☛ (Nakajima et al., 

2015). Además de la activación directa dependiente del ligando de RE-✞ ✌✁ ✌✡✏☞✌✄✏✎☛✞ ✄✎☛

efectos proliferativos inducido por Eg parece estar mediados principalmente por RE-✞

estromal a través de la producción de factores de crecimiento derivados del estroma (acción 

paracrina), tales como: el factor de crecimiento similar a la insulina, IGF-1 e IGF-2 (Hall et 

al., 2001).  

Los andrógenos pueden promover el crecimiento uterino a través del RA (J. P. Choi et al., 

2015; Nantermet et al., 2005). Ratones hembra a las que se les inactivó la expresión génica 

del RA poseen paredes y áreas uterina reducidas comparación con los controles normales 

(Walters et al., 2009). Además, los ratones ovariectomizados expuestos a DHT muestran no 

sólo un aumento endometrial y del área miometrial, sino también un aumento del peso 

uterino (Simitsidellis et al., 2016). J. P. Choi et al. (2015) demostraron que el tratamiento con 

T (andrógeno aromatizable) y con DHT (andrógeno no aromatizable) son capaces de 

restaurar el peso uterino en animales ovariectomizados, pero no tienen efecto sobre el peso 

uterino en hembras a las que se les inactivó la expresión génica del RA Efectos similares se 

observaron utilizando ratones hembras a las que se les inactivó la expresión génica del RE-

✞ ✡ �✠✌✍✎✁ ☞✍✆☞✆✑✆☛ �✎✁ ✂�✆✞ ✁✎ ✎�✠✍✍✏✌✁✑✎ �✆✟✄✏✎☛ ✌✁ ✌✄ �✍✌�✏✟✏✌✁☞✎ ✠☞✌✍✏✁✎ (Nantermet et 

al., 2005). Sugiriendo la existencia de conexiones entre las vías de señalización del RA y 

RE-✞✟  

Con respecto a la dinámica celular, el efecto de los andrógenos es controversial. Estudios in 

vitro en células endometriales primarias humanas demostraron que los andrógenos tienen 

efectos antiproliferativos (Marshall et al., 2012; Tuckerman et al., 2000), mientras que en 

células miometriales humanas los andrógenos tienen efectos antiapoptóticos actuando a 

través de su receptor (Li et al., 2014). Como habíamos mencionado, la señalización 

paracrina intercelular incluye la secreción del IGF-1 del estroma y su posterior unión a sus 

receptores en el epitelio, activando vías que promueven la proliferación celular y los efectos 

antiapoptóticos (Párrizas et al., 1997; Sato et al., 2002). También se ha demostrado que la 

proliferación de las células epiteliales y miometriales está mediada por IGF-1 (Sahlin et al., 

1994; Simitsidellis et al., 2016);. En este compartimento uterino, el RA modula la 

proliferación de células miometriales a través de la vía del receptor-1 del IGF-1 (IGFR-1) 

(Kowalski et al., 2004; Sahlin et al., 1994). 
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5.1.1 Estructura de los receptores de hormonas esteroides  

La comparación de secuencias ha revelado que los receptores hormonales pertenecen a 

una familia diversa de genes activados por ligandos, que comparten una estructura 

altamente conservada y mecanismos comunes que afectan la transcripción de genes. Para 

comprender cómo los receptores de hormonas esteroides regulan la función de los genes, 

es importante conocer la estructura de estas proteínas. 

En la Figura 5 se muestra un esquema genérico de la estructura de los receptores de 

hormonas esteroideas, así como las funciones de cada dominio. En la región N-terminal se 

localiza la región A/B que contiene la función de activación independiente del ligando y 

modula la transcripción de genes a través de su función de activación N-terminal-1 (AF-1). 

En la región C se encuentra el dominio de unión a ADN (DBD) que está altamente 

conservado; compuesto por dos dedos de zinc, a través de los cuales el receptor interactúa 

físicamente de manera directa con la hélice del ADN. Estos dominios también contienen una 

señal de localización nuclear (NLS) y dimerización (Mueller & Korach, 2005). La región C 

contiene los sitios de reconocimiento de los denominados elementos de respuesta 

hormonal. A continuación, se encuentra el dominio E (conectado por la llamada región 

bisagra, D), en el que está el dominio de unión a ligando (LBD) cerca del extremo COOH-

terminal que contiene una función de transactivación 2 (AF-2), dependiente de la presencia 

del ligando. La región F es muy variable entre diferentes especies (Mueller & Korach, 2005).  

 

Figura 5. Representación esquemática de regiones estructurales y dominios funcionales de los 
receptores de hormonas esteroides. Figura modificada de Mueller and Korach (2005) 

 

5.1.2 Acción de hormonas esteroideas medida por sus receptores 

Una característica de la vía de acción de las hormonas esteroideas, radica en que ejercen 

su acción a través de sus receptores específicos que actúan como factores de transcripción 
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con capacidad de unión a ligandos naturales y sintéticos. También se han descripto otros 

mecanismos de acción de hormonas esteroideas que implican la vía genómica y no 

genómica. A continuación, en la Figura 6 se esquematizan los posibles mecanismos de 

acción genómico y no genómicos de las hormonas esteroideas.  

 

 

Figura 6. Representación esquemática de las distintas vías de acción de hormonas esteroideas y de 
sus receptores.1) Vía genómica (clásica); 2) Regulación indirecta de la transcripción de genes; 3) Vía 
genómica independiente de ligando; 4) Vía de acción mediada por receptores de membrana 
acoplados a proteína G; 5) Vía no genómica. H: hormona esteroidea; FC; factores de crecimiento; FT: 
factor de trasncripción HRE: elemento de respuesta a hormonas. Figura modificada de Contrò et al. 
(2015). 

 

1)     En la vía genómica (clásica) ocurre la dimerización de los receptores en respuesta a la 

unión del ligando (hormona) y esto ocasiona un cambio conformacional que permite 

interactuar con coactivadores y proteínas reguladoras de la transcripción (Figura 6-1). Es 

decir, una vez activados por ligando, los receptores nucleares dimerizan y se traslocan al 

núcleo donde se unen a secuencias específicas de ADN y se inicia la transcripción del gen. 

✡☛☞✆☛ ☛✌�✠✌✁�✏✆☛ ☛✌ ✑✌✁✎✟✏✁✆✁ ✌✄✌✟✌✁☞✎☛ ✑✌ ✍✌☛✡✠✌☛☞✆☛ ✆ ✆✎✍✟✎✁✆☛ ✄✌✁ ✏✁☛✄☎☛✞ ✁Hormone 

Response Elements✄✞ �✞✡✝ ✄Figura 6-1). En la Tabla 1 se puede observar las secuencias y 

el nombre de la secuencia HRE para los RP, RA y RE-✞ ✡ ✞✡-✗✟ ✡✁ ✆✠☛✌✁�✏✆ ✑✌ ✆✎✍✟✎✁✆☛✞
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los receptores existen como complejos oligoméricos inactivos secuestrados en el citoplasma 

por la proteína de choque térmico (Hsp) 90, que se comporta como chaperona. 

 

              Tabla 1: Secuencias denominadas HRE para el RP (PRE), RA (ARE) y RE (ERE) 

Receptor Nombre del HRE Secuencia 
RP PRE GGTACAnnnTGTTCT 
RA ARE GGTACAnnnTGTTCT 

RE ☎✝ ✆ ✘✡ ERE AGGTCAnnnTGACCT 

 

2) Los receptores nucleares de hormonas esteroideas pueden regular la expresión de 

genes diana de manera indirecta. Por ejemplo, se ha descripto la inducción de la expresión 

de genes regulados por el RE unido a E2, en los que no era evidente ninguna secuencia 

similar a ERE. Este mecanismo implica la interacción del RE con factores de transcripción 

como la proteína activadora 1 (AP-1) o Sp-1, utilizando los sitios de unión a ADN que son 

reconocidos por esas proteínas (Figura 6-2). Un ejemplo de este tipo de mecanismo de 

acción se presenta con el gen del IGF-1, la colagenasa, y la ciclina D1 que son activados 

por E2 a través de la unión del RE-✞ �✎✁ ✄✎☛ �✆�☞✎✍✌☛ ✑✌ ☞✍✆✁☛�✍✏✡�✏☛✁ �✎☛ ✡ ✁✠✁ ✌✁ ☛✏☞✏✎☛ ✑✌

unión AP-1 de genes diana (Björnström & Sjöberg, 2005). 

3) En la vía genómica independiente de ligando, ciertos factores de crecimiento (FC) o 

AMPc se unen a sus receptores en la membrana celular activando las vías de 

proteinquinasas intracelulares, lo que conduce a la fosforilación y activación del receptor de 

hormonas esteroideas y posterior acción como factores de transcripción (Figura 6-3).  

4) Otra variante del mecanismo genómico puede darse por unión de la hormona 

esteroidea a receptores de hormonas esteroideas ubicados en la membrana celular, que 

están acoplados a la proteína G y activan a la fosfolipasa C (PLC). En la reacción, una 

molécula de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato sufre ruptura y produce dos compuestos: el 

diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 luego se difunde hasta unirse a 

receptores específicos del inositol trifosfato, los cuales son canales de calcio. Esto permite la 

salida de Ca+2 hacia el citoplasma, aumentando la concentración intracelular de este ion y 

activando cascadas de transducción de señales que incluyen por ejemplo a PKC✂AKT-

MAPK/ERK, y modula la actividad de los factores de transcripción (Figura 6-4). 

5) Los mecanismos no genómicos involucran la unión de hormonas a receptores 

asociados a la membrana plasmática, iniciando una cascada de señalización intracelular 

que implican el desarrollo de respuestas rápidas que no requieren transcripción ni síntesis 

proteica. De esta manera estos efectos ocurren en tiempos muy cortos (Björnström & 

Sjöberg, 2005). Este tipo de señalización se inicia al unirse las hormonas a receptores 
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localizados en la membrana e incluye la modulación de segundos mensajeros (Figura 6-5) 

tales como calcio intracelular, AMPc y óxido nítrico (NO). 

 

5.2 Genes de la familia Hox y Wnt 

Los genes de la familia Hox (del inglés: Homeobox) y Wnt (del inglés: Wingless-related 

MMTV integration site) son reguladores esenciales del proceso de organogénesis postnatal 

y de la diferenciación funcional del útero de la rata.  

Los genes homeóticos de la familia Hox poseen una secuencia altamente conservada de 

183 pares de bases (pb) que codifica para un dominio de 61 aminoácidos llamado 

✁✆✎✟✌✎✑✎✟✏✁✏✎✄✟ ✡☛☞✆ ✍✌☛✏☛✁ ✡✎☛✌✌ ✠✁✆ ✌☛☞✍✠�☞✠✍✆ �✠✌ ✌☛ ✍✌☛✡✎✁☛✆✄✄✌ ✑✌ ✍✌�✎✁✎�✌✍ ✡

unirse a secuencias de ADN específicas para regular la expresión de genes diana. En el 

ratón y en el humano, los genes Hox se distribuyen en 4 clústers separados: A, B, C y D, 

conteniendo cada uno entre 9 y 13 genes. Dentro de esta familia de genes Hox, HOXA10 es 

un gen esencial para el desarrollo del endometrio y la implantación de blastocisto. HOXA10 

se expresa en el estroma y decidua del útero de ratón preñado y regula la proliferación 

estromal (Lim et al., 1999). Roedores hembra deficientes en el gen HOXA10, son estériles 

debido a un defecto uterino que afecta la implantación de los embriones (Satokata et al., 

1995; Varayoud et al., 2014). Se ha sugerido que HOXA10 podría regular la proliferación 

celular en células del miometrio En estudios in vitro llevados a cabo por Ciarmela et al. 

(2008), se demostró que el tratamiento con activina-A disminuyó la expresión del ARNm de 

HOXA10 y la proliferación celular en células PHM1 (en inglés Pregnant Human Myometrial 

1). 

Por otro lado, se conoce que la expresión de HOXA10 es regulada por hormonas 

esteroideas. Mientras el E2 y la P4 inducen la expresión de esta proteína, la T y la DHT 

disminuye la expresión de HOXA10 en estudios in vitro con células Ishikaw (Cermik et al., 

2003). Además, HOXA10 está regulado diferencialmente en cada compartimento uterino por 

la P4.  La expresión de HOXA10 es inducida en el estroma uterino; mientras que en el 

miometrio se encontró disminuida. Postulándose de esta manera que, las hormonas 

esteroides regulan la expresión del gen HOXA10 diferencialmente en el endometrio y 

miometrio (Cermik et al., 2003). 

�✆ �✆✟✏✄✏✆ ✑✌ ☛✌✁✌☛ �✁✆✞ ☛✎✁ ☛✌✁✌☛ ✆✎✟☛✄✎☛✎☛ ✑✌ ✄✎☛ ☛✌✁✌☛ ✁Wingless✄ ✑✌ ✂✍✎☛✎✡✆✏✄✆

Melanogaster; implicados en el establecimiento de patrones de polaridad de segmentos 

corporales durante la embriogénesis de la mosca (Spencer et al., 2012). Esta familia de 

genes codifica una gran familia de proteínas que desempeñan papeles importantes en el 
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desarrollo embrionario y la homeostasis de los tejidos adultos (Ring et al., 2014). Una 

expresión alterada de genes WNTs está relacionada con estados patológicos en el sistema 

reproductivo, incluyendo hiperplasia y cáncer endometrial (Yip et al., 2013). Seis miembros 

de esta familia (WNT4, WNT5a, WNT7a, WNT7b, WNT11 y WNT16) se expresan en el útero 

durante el desarrollo (Hayashi et al., 2010; Kurita, 2011) y exhiben roles cruciales en la 

interacción célula-célula, en la proliferación y diferenciación celular. Entre las alteraciones 

detectadas en los mutantes para el gen WNT5a se observan cuernos uterinos de menor 

diámetro con un epitelio luminal normal, ausencia de glándulas endometriales y estructuras 

cervicales y vaginales bien definidas (Mericskay et al., 2004). Similarmente, los ratones 

deficientes en WNT7A poseen útero hipoplásico con un epitelio luminal estratificado rodeado 

de una pequeña capa de estroma que carece de glándulas endometriales, un miometrio 

hiperplásico y desorganizado (Miller & Sassoon, 1998). En ausencia de expresión de 

WNT7a, el epitelio uterino se diferencia en un epitelio estratificado y demuestra una falta de 

respuesta epitelio-mesénquima, sugiriendo un rol importante de WNT7a en este tipo de 

interacciones y en el mantenimiento de la identidad del epitelio uterino (Kurita, 2011).  

La vía de señalización de WNT implica la unión de WNTs a los receptores de membrana de 

la familia Frizzled (Fzd). Luego de la unión Wnt-Fzd, se pueden activar tres vías de 

señalización distintas (van der Horst et al., 2012)� ✄✆ ✑✌✁✎✟✏✁✆✑✆ ✂✂✆ �✆✁☛✁✏�✆ �✁✆✁✗-

�✆☞✌✁✏✁✆✞ �✠✌ ✏✁✂✎✄✠�✍✆ ✄✆ ✆�☞✏✂✆�✏☛✁ ✏✁☞✍✆�✌✄✠✄✆✍ ✑✌ ✗-catenina como principal mediador 

(Clevers, 2006), la no canónica de polaridad celular planar (Katoh, 2005) y la no canónica 

Wnt/Ca2+ (Kohn & Moon, 2005). En la vía canónica, luego de unirse alguno de los WNT a 

receptor Fzd se activa una serie de cascadas vía citoplasmática que implican la 

✌☛☞✆✄✏✄✏✂✆�✏☛✁ ✑✌ ✗-catenina y acumulación de esta proteína en el citosol, la cual 

posteriormente se transloca al núcleo y activa la expresión de diversos genes Se ha 

de✟✎☛☞✍✆✑✎ ✄✆ ✏✟✡✎✍☞✆✁�✏✆ ✑✌ ✄✆ ✂✂✆ ✑✌ ☛✌✂✆✄✏✂✆�✏☛✁ �✁✆✁✗-catenina en el mantenimiento 

del fenotipo epitelial columnar uterino. Utilizando un modelo de ratón al que se inactivó 

�✎✁✑✏�✏✎✁✆✄✟✌✁☞✌ ✄✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ☛☎✁✏�✆ ✑✌✄ ☛✌✁ ✑✌ ✗-catenina, la expresión de una forma 

estabilizada de esta proteína resultó en hiperplasia glandular, mientras que la inhibición de 

la expresión indujo metaplasia escamosa en el útero de estos animales (Jeong et al., 2009).  

5.3 Factores de crecimiento  

Los factores de crecimiento derivados del estroma tienen un papel importante sobre la 

proliferación epitelial, diferenciación en muchos órganos epitelio-mesenquimales, incluido el 

útero. Entre estos factores de crecimiento, podemos mencionar a los de la familia del IGF 

(del inglés: insulin-like growth factor), IGF-I e IGF-II que regulan la proliferación, 

diferenciación y funciones celulares actuando a través de mecanismos autocrinos y/o 
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paracrinos en muchos sistemas de órganos, incluido el útero. En roedores, el E2 induce la 

proliferación de las células epiteliales uterinas actuando a través del RE-✞ ✠✄✏�✆✑✎ ✌✁ ✌✄

estroma (Hewitt et al., 2010; Klotz et al., 2002). De esta manera, el IGF-1 podría actuar de 

manera paracrina induciendo la proliferación en epitelio luminal. Se sabe que el RE-✞ ✌☛

necesario para la activación del IGF-1R en presencia de E2 (Klotz et al., 2002). Sumado a 

esto, ratones transgénicos en los que se ha silenciado el gen del IGF-I muestran ausencia 

en la respuesta mitogénica al E2 en el epitelio uterino (Adesanya et al., 1999). Teniendo en 

cuenta que el IGF-1 es producido predominantemente en el estroma mientras que su 

receptor (IGF-1R) se localiza sobre todo en el epitelio uterino (Sato et al., 2002), se ha 

propuesto la hipótesis de que E2 induce la producción local de IGF-I por el estroma uterino 

y, posteriormente esta molécula puede actuar de manera paracrina sobre IGF-1 localizado 

en el epitelio uterino, induciendo efectos mitogénicos. La expresión uterina de IGF-1 es 

inducida por E2 y andrógenos (Sahlin et al., 1994; Simitsidellis et al., 2016). Incluso se ha 

informado que altas concentraciones de IGF-1 regulan negativamente la expresión proteica 

de IGF-1R en blastocistos de ratón, disminuyendo la señalización de IGF-1R y acelerando 

así el proceso de apoptosis (Chi et al., 2000). 

5.4 PTEN  

PTEN (en inglés phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) es una 

proteína clasificada como un supresor tumoral. En humanos, el gen de PTEN está 

codificado en el cromosoma 10q23 y en ratas en el cromosoma 1q52. En ambas especies, 

la proteína codificada contiene 403 aminoácidos. In vitro, PTEN es capaz de desfosforilar 

fosfopéptidos y fosfolípidos  (Chen et al., 2018). Por lo tanto, PTEN actúa como una 

fosfatasa de proteínas y lípidos. Los efectos biológicos de PTEN se relacionan con su 

capacidad para desfosforilar el fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3), reduciendo sus 

niveles intracelulares e inhibiendo la activación de proteínas posteriores de la vía de la 

fosfoinositol 3-quinasas (PI3K), incluida la vía de serina/treonina quinasa (AKT). En 

particular, PTEN actúa regulando negativamente la vía de señalización de PI3K/AKT/mTOR,  

En la Figura 7 se puede observar el mecanismo de acción de PTEN a nivel citoplasmático y 

nuclear. Por un lado, PTEN al desfosforilar el PIP3 reduce sus niveles intracelulares. Es 

sabido que PIP3 se une al dominio de homología a pleckstrina (PH) de proteínas como AKT, 

recluta esta proteína en la membrana plasmática y también cambia la conformación de éstas 

para que luego pueda ser activada por fosforilación a través de una proteína quinasa 

dependiente de 3-fosfoinosítido quinasa (PDK) (Chen et al., 2018). Una vez activado AKT 

fosforila diversas proteínas involucradas en el crecimiento, la supervivencia, muerte celular y 
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el metabolismo. De esta manera PTEN regula negativamente la secuencia de eventos que 

ocurren cascada abajo en la vía de PIP3.  

Por otro lado, a nivel nuclear PTEN también desempeña su actividad de fosfatasa lipídica 

(similar a lo descripto en la membrana citoplasmática) y actúa sobre la estabilidad de 

cromosomas, la reparación del ADN y la regulación del ciclo celular (Chen et al., 2018) 

(Figura 7). 

 
Figura 7. Vías de acción de PTEN en el citoplasma y núcleo. Figura modificada de Chen et al. (2018). 

 

En la Figura 8 se presenta un esquema de la estructura de PTEN. La estructura cristalina 

de PTEN reveló que se compone de 403 aminoácidos conteniendo: una región N-terminal 

de 185 aminoácidos (1✂185) que incluye un dominio de unión fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, 

PIP2 (dominio PBD) y el dominio fosfatasa responsable de su actividad enzimática. La 

región C-☞✌✍✟✏✁✆✄ ✌☛☞✝ �✎✟✡✠✌☛☞✆ ✡✎✍ ✠✁ ✑✎✟✏✁✏✎ ✠☎✞ ✠✁✆ ✍✌☛✏☛✁ ✑✌✁✎✟✏✁✆✑✆ ✁C-tail✄ �✠✌

contiene dos secuencias PEST (prolina, ácido glutámico, serina, treonina) y un motivo de 

interacción PDZ al final. Los dos dominios PEST y PDZ pueden regular la estabilidad y 

localización subcelular de PTEN, respectivamente (Lee et al., 2018).  
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Figura 8. Esquema estructural de la proteína PTEN.  Figura modificada de Molinari and Frattini 
(2014). 

 

La expresión y la actividad de PTEN se puede modificar de diversas formas, que van desde 

las modificaciones postranscripcionales, mutaciones genéticas, regulación epigenética 

(acetilación de las histonas, metilación del promotor y microARNs). También hay varios 

sitios posibles de unión de factores de transcripción en el promotor de PTEN, que pueden 

regular su expresión (Stambolic et al., 1998; Virolle et al., 2001). 

PTEN puede encontrarse SUMOilado lo que facilita su unión a la membrana. La acetilación 

de PTEN disminuye su capacidad para inhibir la actividad de PI3K/AKT. También puede 

ocurrir oxidación de PTEN que conduce a la formación de un enlace disulfuro dando como 

resultado una actividad reducida de PTEN. Las fosforilaciones de PTEN en general 

aumentan su estabilidad, pero reducen su actividad. PTEN debe dimerizar para cumplir con 

sus funciones y la enzima WWP1 (en inglés: WW domain-containing E3 

ubiquitin protein ligase 1) está encargada específicamente de la poliubiquitinación de PTEN 

para suprimir su dimerización. Se ha descrito que la monoubiquitinación de proteínas lleva a 

su localización nuclear y estabilización en la forma monomérica, sin embargo, la 

poliubiquitinación lleva a la destrucción por proteosoma (Trotman et al., 2007).  

La expresión disminuida o mutaciones del gen PTEN han sido observadas en diferentes 

tipos de cánceres incluso el endometrial. Debido a esto, PTEN es considerado un marcador 

de diagnóstico temprano para pre-cáncer de endometrio (Mutter et al., 2000). Los 

mecanismos centrales en la patogénesis de la hiperplasia atípica endometrial humana y 

cáncer de endometrio incluyen la activación de la vía de señalización de insulina/IGF-1, la 

activación de la señalización de PI3K/AKT/mTOR y la pérdida de expresión de PTEN 

(Daikoku et al., 2008). Estudios previos han demostrado que mujeres con síndrome de 

ovario poliquístico (SOP) tienen aproximadamente tres veces mayor riesgo de desarrollar 

cáncer endometrial en comparación con las mujeres sin SOP (Dumesic & Lobo, 2013); los 

mecanismos moleculares precisos que vinculan el SOP y cáncer endometrial no están 

completamente claros. Shafiee et al. (2016) demostraron que la expresión del gen PTEN 

aumentó en el endometrio de las mujeres con SOP y cáncer endometrial en comparación 
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con mujeres sanas. Por otro lado, se ha descrito que el miR-222-3p actúa como oncogén y 

regula la expresión de PTEN (Li et al., 2016). La sobreexpresión de miR-222-3p y la 

inactivación de PTEN en carcinoma de ovario humano podría aumentar la proliferación 

celular, mejorar la capacidad de invasión y promover la transición de la fase G1 a la S, como 

resultado de una hiperactivación de AKT, lo que promueve la proliferación celular e inhibe la 

apoptosis (Gong et al., 2018). 

En el endometrio normal, PTEN estaría bajo control hormonal (Mutter et al., 2000). 

Guzeloglu-Kayisli et al. (2003) demostraron que E2 promueve la fosforilación de PTEN y que 

la P4 induce un aumento de la expresión proteica en células endometriales, estromales y 

epiteliales. El impacto de los andrógenos en la expresión de PTEN en el endometrio es poco 

conocido y es probable que sea dependiente del contexto celular, ya que la señalización 

dependiente del RA inhibe la expresión de PTEN en las células de cáncer de próstata, 

mientras que la estimulación de la señalización de RA aumenta la expresión de PTEN en las 

células de cáncer de mama (Wang et al., 2011). Choi et al. (2015) estudiaron el efecto de los 

andrógenos mediado por el RA sobre el cáncer de útero en ratones a los que se inactivó la 

expresión génica de PTEN (PTENKO heterocigotos). Este tipo de ratones se utiliza como 

modelo de inducción de cáncer de útero. Cuando se inactiva la expresión del RA y de PTEN 

en ratones hembras (PTENARKO) se observó que una reducción en la carcinogénesis 

uterina y, además, disminuyó la expresión estromal del RE-✞ ✡ ✄✆ ☛✌✁☛✏✄✏✄✏✑✆✑ ✆ ✄✎☛ ✡☛ (Choi 

et al., 2015). 

6. GESTACIÓN EN LA RATA 

La gestación en la rata tiene una duración de 22-24 días en promedio (Lohmiller & Swing, 

2006). El establecimiento y mantenimiento de la preñez en la rata involucra dos eventos 

endocrinos. El primero es relacionado con el apareamiento, en el que la estimulación 

cérvico-vaginal y de los flancos del macho, desencadena un reflejo neuroendocrino que 

estimula la secreción bifásica (una diurna y otra nocturna) de prolactina hipofisaria. Este 

aumento de prolactina induce la expresión de receptores de LH en las células lúteas 

estimulando la síntesis y secreción de P4 necesaria para el mantenimiento de la preñez 

(Lohmiller & Swing, 2006). El segundo evento endocrino es necesario para mantener la 

preñez y depende del éxito del proceso de implantación, de la decidualización y del 

desarrollo normal del feto. Se sabe que el E2 y P4 desempeñan un rol fundamental en la 

implantación y la decidualización, en los primeros días de gestación en la rata y ratón 

(Thorpe et al., 2013; Wang et al., 2017). La preparación del útero en los roedores durante 

los primeros días de gestación, comienza con los niveles elevados de E2 provenientes de la 

secreción ovárica en el estadio pre-ovulatorio que estimulan la proliferación de las células 
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epiteliales luminales y glandulares (Huet-Hudson et al., 1989). Luego los niveles séricos de 

E2 disminuyen y los niveles de P4 proveniente de los cuerpos lúteos recientemente 

formados promueven la proliferación en el estroma subepitelial. Estos cambios están 

acompañados por una inducción de la expresión del RP en el estroma subepitelial (Curtis 

Hewitt et al., 2002; Kurita et al., 2000). Por otro lado, los andrógenos también tienen 

participación en la implantación en ratas y ratones (Diao et al., 2008; Zhang et al., 2021). Es 

probable que el aumento de los niveles de andrógenos durante la gestación sea importante 

para el establecimiento y mantenimiento del embarazo, e incluso en el inicio del parto. Por 

ejemplo, bajos nivel de andrógenos puede retrasar la implantación de embriones, mientras 

que el exceso de estas hormonas conduce a una expresión génica aberrante en sitios de 

implantación en ratón (Diao et al., 2008). En un modelo de implantación retardada se 

demostró que el tratamiento con una dosis baja de propionato de testosterona (PT) alargó el 

tiempo para la implantación y una dosis alta de PT resultó en una implantación exitosa, pero 

esto último fue acompañado por una expresión anormal de algunos genes deciduales (Diao 

et al., 2008).  

Los estudios realizados en miometrio durante la gestación de ratas han demostrado que las 

células contráctiles especializadas del músculo liso miometriales (MSMC, en inglés: 

myometrial smooth muscle cells) experimentan cuatro cambios fenotípicos (Shynlova et al., 

2009). Hay una etapa inicial proliferativa, seguida de una sintética y una etapa contráctil; 

finalmente la etapa del trabajo de parto. Al principio del embarazo, y después de la 

implantación, las MSMC proliferan rápidamente y el miometrio se vuelve hiperplásico. Se 

cree que la hiperplasia está mediada por la señalización hormonal de factores de 

crecimiento, como IGF-1 y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Después de la fase 

proliferativa, las MSMC presentan una fase sintética intermedia a partir del día DG14 de 

roedores (Lye et al., 2001). El fenotipo sintético se caracteriza por el aumento de la síntesis 

de matriz extracelular e hipertrofia celular de las MSMC (Shynlova et al., 2009). En el DG21 

del roedor, los miocitos cambian a un fenotipo contráctil. La diferenciación en un fenotipo 

contráctil se atribuye en gran parte al estiramiento mecánico (Manabe et al., 1981). El 

miometrio desarrolla contracciones sincrónicas y expresa una serie de proteínas asociadas 

a la contracción, como la conexina 43, el receptor de oxitocina y el receptor de 

prostaglandina F (Erkinheimo et al., 2000; Makieva et al., 2014). Una vez expulsados los 

fetos, se incrementará el índice de apoptosis en estas células miometriales para retornar a 

un estado no gestante (Roh et al., 2000; Shynlova et al., 2009).  

En ratas gestantes se describió que el RA está altamente expresado en MSCM durante la 

etapa proliferativa y declina progresivamente hacia el final de la gestación, lo que sugiere un 
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papel en el desarrollo miometrial en las primeras etapas de la gestación (Liu et al., 2013). 

También se demostró que la disminución de RA afecta la estabilidad del IGF-1R y, por lo 

tanto, regula las cascadas de señales en las que está involucrado el IGF-1 (incluido 

P13K/AKT, que es muy importante en las vías proliferativas) (Liu et al., 2013). En el 

miometrio porcino se ha observado una disminución significativa en la expresión del RA 3 

semanas antes del parto ✄✁�✎✟�✂✡✁☛✂✆ ✌☞ ✆✄✟✞ ☎✄✄☎✝. 

Los andrógenos, además, tienen efecto en las últimas etapas de la gestación, 

específicamente al momento del parto. Ji et al. (2008) han examinado la participación de la 

RA en la maduración cervical por parte de los andrógenos. En ese estudio, utilizando 

flutamida (FLU) se inhibieron eventos asociados con la maduración del cérvix, induciendo 

una disminución en la organización de las fibrillas de colágeno, en la resistencia cervical y 

en la síntesis de proteoglicanos en ratas preñadas pretratadas con DHT en DG16. Aunque 

este estudio no examinó la expresión de RA en el cuello uterino, otras investigaciones 

llevadas a cabo en humano, rata y ratón han demostrado la expresión del RA en cérvix (Ji et 

al., 2008; Vladic-Stjernholm et al., 2009; Wilson & McPhaul, 1996). Además, los andrógenos 

regulan positivamente la expresión de RA en el cuello uterino humano y en rata (van der 

Kwast et al., 1994) demostrando efectos relajantes de la T, DHT, A4 y DHEA-S en el 

miometrio de ratas (Kubli-Garfias et al., 1980). Este efecto relajante ocurrió solo en 

concentraciones farmacológicas (mM) y es rápido, lo que sugiere un mecanismo de acción 

no genómico (Perusquía et al., 1990). Todos estos estudios destacan la importancia del rol 

de los andrógenos en las respuestas endometriales durante el embarazo dependiendo de 

las concentraciones en las que se encuentren. 

7. CICLO ESTRAL Y CAMBIOS EN LA HISTOLOGÍA UTERINA DE RATAS ADULTAS  

La senescencia reproductiva marca el final de la vida reproductiva de la hembra e involucra 

una serie de irregularidades del ciclo estral como consecuencia del avance de la edad en 

ratas y ratones. Las ratas no presentan un cese abrupto y permanente de la ciclicidad estral, 

sino que comienzan a manifestar cambios transitorios antes de entrar en anestro 

permanente (ausencia del estro) (Figura 9) que es la última etapa de la senescencia 

reproductiva (Lu et al., 1979; vom Saal, 1994). La edad en la que comienza este proceso 

varía según la cepa, sin embargo, las características de cada etapa se describen a 

continuación:  

a) Período de ciclos irregulares; en este efecto la P4 juega un papel importante al influir 

en la duración del ciclo en roedores. En esta etapa es posible encontrar una proporción 

elevada de Eg/P4 (antes de la ovulación) en la mayoría de las ratas de mediana edad. El 
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déficit de P4 tiene una responsabilidad significativa por este aumento en la duración del ciclo 

(vom Saal, 1994) . 

b) Estro persistente (también llamado cornificación vaginal persistente). Este estado, que 

puede durar varios meses, es el resultado de altos niveles de E2, manteniéndose a un nivel 

tónico  (Lu et al., 1979; Nelson et al., 1981) produciendo una mayor altura del epitelio 

endometrial. La secreción tónica de Eg estimula la cornificación del epitelio vaginal, por lo 

que este estado también provoca una cornificación vaginal persistente.  

c) Anestro o diestro persistente al final de la vida (vom Saal, 1994). En esta etapa, hay 

una caída permanente en los niveles de E2 (con características similares a las observadas 

en ratas ovariectomizadas) y las ratas no presentan ovulación (vom Saal, 1994). La 

morfología del tracto reproductivo se caracteriza por un epitelio vaginal bajo, algo mucificado 

y un epitelio endometrial inactivo. Hay niveles bajos de P4, lo que refleja la ausencia de 

cuerpos lúteos (Lu et al., 1979).  

 

 

Figura 9. Cambios cronológicos en los patrones de periodicidad del ciclo estral de ratas hembra entre 
9 y 26 meses de edad. Figura modificada de Lu et al. (1979).  

 

Histológicamente, el cambio más notable en el útero de ratas adultas de edad avanzada se 

relaciona con modificaciones estructurales del colágeno  (Kong et al., 2012). Se ha 

confirmado un aumento de la fibrosis uterina con la edad de las ratas (Hsueh et al., 1979). 

Este proceso genera que la densidad de las fibrillas de colágeno aumente con la edad, 

especialmente en el endometrio, donde el grado de la celularidad se encuentra 

marcadamente disminuida y los haces de colágeno forman agregados grandes y compactos. 

También se ha reportado un aumento en el número de mastocitos en el útero, que se sabe 

que está asociado con procesos de fibrosis (Atkins & Clark, 1987) y un aumento en 
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depósitos de lipofuscina en el citoplasma de algunas células estromales, así como en el 

número de linfocitos, células plasmáticas y macrófagos (Craig, 1981).  

8. ALTERACIONES Y LESIONES UTERINAS LA RATA 

Si bien existen cambios fisiológicos uterinos a lo largo del ciclo estral; como por ejemplo la 

presencia de lúmenes intraepiteliales (o vacuolas) en el epitelio uterino de ratas 

principalmente en el estro (Yuan & Foley, 2002); es importante mencionar que estas 

estructuras están ausentes en otros estadios del ciclo (principalmente en el proestro y 

diestro). Además, estas estructuras se han descripto en epitelio luminal de ratas hembras 

expuestas a andrógenos tales como nandrolona decanoato (Mobini Far et al., 2007) y DHEA 

(Demacopulo & Kreimann, 2019); observándose una marcación ácido periódico de Schiff 

(PAS) positiva en las estructuras internas del lúmen (Figura 10).  

 

Figura 10. Alteraciones en el epitelio luminal uterino de ratas expuestas a DHEA. Fotomicrografías 
representativas de secciones uterinas teñidos con H-E (A) y PAS (B). Epitelio normal de una rata 
hembra control en diestro (A). Epitelio luminal de una rata hembra tratada con DHEA (B). En el ínset 
se observa un lúmen intraepitelial positivo para tinción de PAS. Barras de escala: 20 µm. Figura 
modificada de Demacopulo Demacopulo and Kreimann (2019). 

 

Por otro lado, podemos observar alteraciones que podrían estar relacionados con procesos 

patológicos (preneoplásicos o neoplásico). Entre éstas alteraciones se ha descripto una 
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marcada estratificación con presencia de núcleos hipocrómicos y figuras mitóticas en el 

epitelio luminal (Figura 11A). Este tipo de alteraciones fue encontrado en ratas 

ovariectomizadas luego del tratamiento con E2 y expuestas a un herbicida a base de 

glifosato  (Guerrero Schimpf et al., 2018). 

 
Figura 11: Fotomicrografías de secciones uterinas de rata donde se observa epitelio luminal 
estratificado (B y D) en comparación a histología uterina normal en ratas control ovariectomizadas 
luego del tratamiento con E2. (A y C) Se indican áreas de endometrio con marcada estratificación del 
epitelio luminal (asterisco), núcleos hipocrómicos (asterisco) y figuras mitóticas (puntas de flecha). 
Las áreas histológicas en los recuadros se magnifican en el panel inferior. EL: epitelio luminal; EG: 
epitelio glandular; ES: estroma subepitelial; MM� ✟✕✏✟✁✒✎✕✏� ☎✓✎✎✓✑ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ☎✁ ✆ ☎✡ ✁✂ ✄✟☎ ☎✆ ✆ ✝✡

✖✂ ✄✟� ☞✕✝✂✎✓ ✟✏�✕✞✕✔✓�✓ �✁ Guerrero Schimpf et al. (2018). 

 

Otra alteración que puede observarse en epitelio luminal es la clasificada como pólipo 

(Figura12). Los pólipos tienen mayor incidencia en el endometrio de ratas que han recibido 

agentes estrogénicos y aparecen como una protuberancia del tejido estromal dentro de la 

luz uterina (pólipo estromal). Incluso, pueden presentar estructuras glandulares a menudo 

hiperplásicas en la mayor parte del pólipo (pólipos glandulares) (Dixon et al., 2014). 
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Figura 12: Fotomicrografía representativa de sección uterina transversal teñida con H-E, en donde se 
observa la presencia de pólipo estromal en el epitelio luminal de rata. Figura modificada de Dixon et 
al. (2014). 

Por otro lado, las glándulas uterinas normales se caracterizan por presentar un epitelio 

simple cúbico y diversas formas, como redondeada, ovalada o alargada (Figura 13, 

asterisco). Entre las alteraciones uterinas detectadas en el epitelio glandular uterino, 

podemos mencionan:  

a) Glándulas con metaplasia, caracterizadas por poseer dos o más capas de células, 

constituyendo una estratificación del epitelio glandular (Figura 13A). La metaplasia a 

menudo se desarrolla en el útero de rata y ratón bajo el estímulo estrogénico o combinación 

oral de anticonceptivos  (Dixon et al., 2014; Vigezzii, 2016). 

b) Glándulas quísticas, usualmente de gran tamaño, amplia luz y epitelio simple plano 

(Figura 13B).  La presencia de las glándulas quísticas puede conducir al desarrollo de 

hiperplasia endometrialquística. Esta lesión se caracteriza por la presencia de una 

agrupación de glándulas quísticas (tres o más glándulas), de aspecto tortuoso, con el lumen 

dilatado y con un epitelio cuboidal o columnar. Este tipo de lesión se ve a menudo en ratas 

adultas y es una lesión muy común en ratones de avanzada edad. El diámetro de las 

glándulas dilatadas a menudo varía de tamaño, desde pequeño a más de la mitad del 

tamaño de la luz uterina (Dixon et al., 2014; Vigezzii, 2016). 

c) Glándulas con anomalías celulares. En este tipo de glándulas hay células pleomórficas 

con núcleos hipocrómicos. Las células epiteliales que recubren las glándulas afectadas a 

menudo muestran pérdida de polarización nuclear (bordes citoplasmáticos poco definidos y 

disposición atípica), cariomegalia (aumento desproporcionado del tamaño del núcleo sin 

agrandamiento del citoplasma), mitosis (Figura 13 C y D). Este tipo de lesión puede 

conducir al desarrollo de hiperplasia endometrial atípica cuando se encuentra presente tanto 

en epitelio luminal como glandular (Dixon et al., 2014). 
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Figura 13. Fotomicrografías representativas de alteraciones encontradas en el epitelio glandular 
uterino de rata. (A-B) Las secciones uterinas fueron teñidas con H-E. Glándula normal (punta de 
flecha, A), Glándula con metaplasia (A) Glándula quística (B) Glándulas con anomalías celulares: 
Células cilíndricas (C), núcleos hipocrómicos, bordes citoplasmáticos poco definidos y disposición 
atípica de las células (D). Barras de escala: A, C y D: 50 µm; B: 75 µm.  Figura modificada de Vigezzii 
(2016). 

 

 
d) Glándulas con glándulas hijas, caracterizadas por exhibir varias formas (redondas, 

alargadas, tortuosas, estrelladas) y tamaños, y presentar glándulas dentro del epitelio de la 

glándula madre, o bien en la superficie externa de la glándula madre (como glándulas en 

ciernes) (Figura 15A).  

e) Glándulas formando conglomerados que, según se ha reportado (Gunin et al., 2001) 

pueden representar un estadio más avanzado de las glándulas con glándulas hijas (GGH) 

(Figura 15A), al proliferar y separarse de la glándula madre, quedando agrupadas con muy 

poco estroma entre ellas (Figura 15B). Este tipo de alteraciones glandulares fueron 

descritas en el útero de ratas adultas de edad avanzada en presencia de estrógenos (Eg) 

exógenos o endógenos (Vigezzii, 2016). 
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Figura 15: Fotomicrografías que muestran alteraciones glandulares en ratas tratadas con implante de 
E2. Se observan glándulas con glándulas hijas (A) y glándulas formando conglomerados (B). Barras: 
(A) 50 µm y (B) 75 µm. Figura modificada de Vigezzii (2016) 
 
 
f) La hiperplasia endometrial quística es una patología uterina que se caracteriza por un 

incremento en la relación estroma-glándula en comparación con el endometrio proliferativo 

normal. La importancia clínica de esta lesión es el riesgo asociado de progresión hacia 

cáncer de endometrio y formas "atípicas" de hiperplasia endometrial que se consideran 

lesiones premalignas (Dixon et al., 2014; Sanderson et al., 2017). 

Las glándulas quísticas pueden conducir al desarrollo de hiperplasia endometrial quística 

(Figura 16A y B). Esta lesión está caracterizada por la presencia de una agrupación de 

glándulas quísticas, de aspecto tortuoso, y glándulas que poseen el lumen dilatado. El 

estroma que rodea este tipo de lesión es a menudo menor que el del endometrio 

circundante. 

 

Figura 16: Fotomicrografías que muestran hiperplasia glandular quística encontrada en útero de rata. 
Barra de escala:50 µm. Figura modificada de Guerrero Schimpf et al. (2018). 
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9. SÍNDROME DE OVARIO POLIQUÍSTICO  

9.1 Etiología, diagnóstico y tratamiento 

El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es una endocrinopatía que afecta a mujeres en 

edad reproductiva y tiene una prevalencia de un 8-13% (Hoeger et al., 2021), dependiendo 

la población de estudio y el criterio de diagnóstico aplicado. Esta patología comprende un 

conjunto heterogéneo de signos y síntomas como: oligo/anovulación, quistes ováricos 

detectables por evidencia ecográfica, hiperandrogenismo, hirsutismo, insulinorresistencia, 

entre otras manifestaciones. La etiología de la enfermedad, si bien se estudió bastante no 

está completamente dilucidada. Se considera al SOP, un síndrome de origen multifactorial 

en el que pueden estar implicados factores genéticos, endócrinos, metabólicos y 

medioambientales, tales como la obesidad y los perturbadores endócrinos (Anagnostis et al., 

2018).  

Debido a estas consideraciones se necesitaba establecer un criterio de diagnóstico del SOP 

✡ ✡✎✍ ✌☛✎ ✌✁ ✕��✄ ✌✄ ✁✁✁☛☞✏☞✠☞✎ ✁✆�✏✎✁✆✄ ✑✌ ✄✆ ✁✆✄✠✑✄ ✄✁✁�✝ ✌☛☞✆✄✄✌�✏☛ ✄✆ ☞✍✏✆✑✆ �✄✂✁✏�✆ ✡✆✍✆

diagnóstico: poliquistosis en ovarios, hiperandrogenismo y oligo/amenorrea. Este criterio 

☛✌✁☞☛ ✄✆☛ ✄✆☛✌☛ ✡✆✍✆ �✠✌ ✌✁ ✌✄ ✆✂✎ ☎✄✄✝ ✌✄ ✁✠✎✁☛✌✁☛✎ ✑✌ ✄✆ ✁✎�✏✌✑✆✑ ✡✠✍✎✡✌✆ ✑✌

Reproducción Humana y Embriología (ESHRE) y la Sociedad Americana de Medicina 

Reproductiva (ASRM) ✌✁ ✞✎☞☞✌✍✑✆✟✄  establezcan como criterio de diagnóstico el conceso 

de Rotterdam 2003 (ESHRE /ASRM) ("Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS 

Consensus Workshop Group. Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-term 

health risks related to polycystic ovary syndrome (PCOS)," 2004). Este consenso definió que 

deben cumplirse al menos dos de tres criterios para el diagnóstico de SOP: 

hiperandrogenismo clínico o bioquímico, oligo/anovulación y/o morfología ovárica 

poliquística excluyendo previamente otras patologías, como ser hiperplasia suprarrenal 

congénita, tumores secretores de andrógenos, hiperprolactinemia, entre otras. 

�✎☛☞✌✍✏✎✍✟✌✁☞✌✞ ✌✁ ✌✄ ✆✂✎ ☎✄✄�✞ ✄✆ ✁✁✎�✏✌✑✆✑ ✑✌ ✡��✌☛✎ ✑✌ ✁✁✑✍☛☛✌✁✎☛ ✡ ✁✂✁✑✍✎✟✌ ✑✌

✂✂✆✍✏✎ �✎✄✏�✠✂☛☞✏�✎✄ ✄✁✡✁✝ ✌☛☞✆✄✄✌ció que el diagnóstico de SOP debería basarse 

predominantemente en el hiperandrogenismo como requisito obligatorio, junto con un 

marcador de disfunción ovulatoria (disfunción ovárica u ovarios ecográficamente de aspecto 

poliquísticos). Sin embargo, los criterios de AES no fueron universalmente adoptados y la 

existencia de más de un consenso ocasionó problemas en el diagnóstico. En 2012, el NIH 

reevaluó los criterios existentes y como resultado, se recomendó la utilización del criterio de 

Rotterdam y realizó una descripción más detallada de las características, especificando la 

existencia de distintos fenotipos de SOP (National Institutes of Health, 2012) los cuales se 

detallan a continuación: 
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� Fenotipo A: Hiperandrogenismo clínico y/o bioquímico + Disfunción ovulatoria + 

Ovarios poliquísticos  

� Fenotipo B: Hiperandrogenismo clínico y/o bioquímico + Disfunción ovulatoria 

� Fenotipo C: Hiperandrogenismo clínico y/o bioquímico + Ovarios poliquísticos 

� Fenotipo D: Disfunción ovulatoria + Ovarios poliquísticos  

El SOP puede provocar problemas como obesidad, resistencia de la insulina, síndrome 

metabólico, diabetes tipo 2, subfertilidad/infertilidad e hiperplasia y cáncer endometrial 

(Anagnostis et al., 2018). También hay evidencia que estas alteraciones inducen un mayor 

riesgo de enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis y presión arterial alta como así 

también ansiedad y depresión (Zehravi et al., 2021).  Actualmente se ha relacionado a la 

enfermedad con una mayor predisposición al SARS-CoV-2 y se considera que SOP es un 

factor de riesgo para contraer las formas más severa de COVID-19  (Kyrou et al., 2020). 

Con respecto a los tratamientos disponibles, la terapia está orientada a las características 

clínicas y al deseo reproductivo de cada paciente. La pérdida de peso en aquellas mujeres 

con sobrepeso u obesidad puede restaurar los ciclos menstruales, disminuir el riesgo 

metabólico y representa la primera línea de tratamiento. Los anticonceptivos orales son el 

tratamiento farmacológico de elección ya que atenúan las manifestaciones del 

hiperandrogenismo y aquellos que contienen progesterona (o algún análogo) ofrecen 

protección endometrial. En las pacientes con oligoanovulación que buscan embarazo, el 

citrato de clomifeno es el tratamiento aconsejado en primera instancia. La metformina, así 

como otros sensibilizadores a la insulina, podría usarse en aquellas con intolerancia a la 

glucosa o diabetes 2 y también como segunda línea de tratamiento para restaurar los ciclos 

e inducir la ovulación (Hoeger et al., 2021). 

9.2 El SOP y su relación con fertilidad y patologías endometriales 

En mujeres con SOP, el metabolismo y la función endometrial están alterados y este estado 

se agrava por la hiperinsulinemia y la obesidad. Estas modificaciones aumentan el riesgo de 

fallas reproductivas como complicaciones del embarazo y aborto espontáneo. Si bien la 

oligo/anovulación es una causa obvia de infertilidad en el SOP, se han descripto en mujeres 

en las que se ha restaurado la ovulación, complicaciones obstétricas que incluyen 

hipertensión inducida por el embarazo, diabetes mellitus gestacional y macrosomía (Yu et 

al., 2016), problemas relacionados con el desarrollo endometrial alterado y en el proceso de 

receptividad (Jiang & Li, 2021). Se ha sugerido que esto se produce debido al deterioro en la 

vía de señalización de insulina/glucosa y a la sobreexpresión del RA en el endometrio, 
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desregulando la vía de señalización celular necesaria para implantación (Lopes et al., 2011). 

Los tratamientos de infertilidad con agentes inductores de la ovulación como el citrato de 

clomifeno o mioinositol, no aseguran alta tasa de embarazos (Kamenov et al., 2015), 

indicando que la restauración de la ovulación no asegura un embarazo exitoso y que deben 

tenerse en cuenta las alteraciones que se producen en el útero.  

En mujeres con SOP, las respuestas de las células uterinas a los estímulos que promueven 

proliferación y diferenciación están alteradas, incrementando el riesgo de desarrollar 

hiperplasia endometrial y adenocarcinoma (Hoeger et al., 2021). La hiperplasia endometrial 

es una lesión preneoplásica del endometrio que puede ser inducida por altos y/o constantes 

niveles de estrógenos (Giudice, 2006). Múltiples mecanismos pueden ser responsables del 

aumento del riesgo de este tipo de lesión. Entre ellos, el crecimiento y la diferenciación 

endometrial están influenciados por los andrógenos, la insulina y por una exposición crónica 

a Eg sin oposición a los efectos de la P4, debido a que la concentración sérica de esta 

última hormona es subóptima (Charalampakis et al., 2016).  

En la Figura 17 se pueden observar los cambios que se producen en el endometrio de una 

mujer que tiene ciclos ovulatorios normales comparado con el endometrio de una mujer con 

SOP. En la Figura 17A se observa que luego de la fase proliferativa endometrial (una vez 

producida la ovulación); el cuerpo lúteo comienza a producir P4, generando un incremento 

en los niveles de esta hormona. Como consecuencia, el endometrio pasa a la fase 

secretora. En contraste, en una mujer anovolutaria con SOP (Figura 17B), el endometrio se 

encuentra en una fase proliferativa constante debido a la exposición crónica a Eg. Al no 

ocurrir la ovulación, los niveles de P4 son muy bajos. Se observa una alta proliferación de 

células uterinas que pueden conducir al carcinoma endometrial en determinadas 

condiciones, constituyendo el SOP un factor de riesgo para el desarrollo de esta patología 

(Hoeger et al., 2021). 
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Figura 17. Esquema comparativo de los cambios que se producen en el endometrio de una mujer 
que tiene ciclos ovulatorios normales y en una mujer anovulatoria con SOP. Figura modificada de 
Piltonen (2016). 

 

Como se mencionó previamente, la obesidad es una característica bastante común en las 

mujeres con SOP y se ha informado que entre el 50-70 % de las mujeres con SOP 

presentan resistencia a la insulina e hiperinsulinemia (Moghetti, 2016). La hiperinsulinemia 

disminuye la producción hepática de la globulina fijadora de hormonas sexuales 

aumentando la proporción de T libre (biológicamente activa), también aumenta la síntesis de 

andrógenos en las células de la teca del ovario (Dinicola et al., 2021). El exceso de 

andrógenos puede ser aromatizado en tejidos periféricos, como el tejido adiposo, 

provocando un aumento del nivel de los Eg circulantes (Ostinelli et al., 2022). Sumado a 

esto, ensayos con endometrios obtenidos durante la fase secretora de mujeres control y con 

SOP ✍✌✂✌✄✆✍✎✁ ✠✁✆ ✟✆✡✎✍ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌✄ ✁✞✁✟ ✑✌ ✕✖✗-HSD tipo 1 (reduce la E1 a E2) y 

menor actividad de sulfotransferasa (genera sulfato de estrógeno) en el endometrio de 

mujeres con SOP en comparación con las mujeres normales. Se ha reportado que la 

expresión de la enzima P450arom fue indetectable en endometrio de mujeres normales y 

con SOP (Leon et al., 2008). En contraste, (Zhao et al., 2014) demostraron que el nivel de 

ARNm de P450arom aumenta en el endometrio de pacientes con SOP. En el endometrio de 

mujeres con SOP se observa una mayor expresión de co-activadores de receptores 

esteroides lo que sugiere un aumento de sensibilidad a la acción de esteroides en ese tejido 

(Shang et al., 2012). Es posible que el tejido endometrial en las mujeres con SOP se 

encuentra constantemente bajo los efectos estimulantes y mitogénicos de tipo estrogénicos, 
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ya sea por su mayor biodisponibilidad y/o sensibilidad del tejido a las hormonas esteroides 

que contribuyen a la desregulación de la homeostasis tisular, lo que conduciría a un 

crecimiento tisular excesivo, patrones de sangrado impredecibles e hiperplasia endometrial 

que puede progresar hacia cáncer de endometrio.  

En función de todo lo descrito anteriormente sobre los efectos del SOP surge la necesidad 

de estudiar con mayor profundidad las complicaciones que produce este síndrome. Si bien 

hay diversos estudios recientes, la relación entre SOP con la función endometrial alterada 

no se comprende completamente. Esto último puede deberse, entre otras causas, a las 

limitaciones de los estudios clínicos con seres humanos. Por ello, en este trabajo de tesis 

doctoral se ha desarrollado un modelo animal de SOP que nos ha permitido profundizar la 

investigación de las alteraciones a nivel del útero y sus consecuencias en la fertilidad de la 

hembra.
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II. OBJETIVOS 
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En base a los antecedentes citados, nuestra hipótesis de trabajo postula que el 

hiperandrogenismo asociado al SOP, inducido en etapas tempranas de la vida, modifica el 

desarrollo histofuncional del útero alterando la fertilidad y predisponiendo a un mayor riesgo 

de desarrollar patologías uterinas en la vida adulta. En función de esta hipótesis se 

plantearon los siguientes objetivos:  

OBJETIVO GENERAL  

En el presente trabajo de tesis nos planteamos investigar los efectos del SOP sobre el útero 

de ratas en diferentes momentos: hembras peripuberales (DPN41) y en hembras adultas (3 

meses y 18-24 meses), utilizando un modelo de rata expuestas experimentalmente a 

dehidroepiandrosterona (DHEA) durante el periodo prepuberal. Este modelo ha sido 

empleado para estudiar el desarrollo y los efectos del SOP en roedores (Elia et al., 2009; 

Maliqueo et al., 2014). A continuación, se describen los objetivos específicos de nuestro 

trabajo. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto del SOP sobre el desarrollo histo-funcional del útero de ratas en 

DPN41 

Para este fin se estudió:  

✌ El estado endocrino para validar el modelo de SOP mediante la determinación sérica 

de los niveles hormonales de E2, P4 y T. 

✌ La histomorfología ovárica para validar el modelo de SOP y verificar la presencia de 

quistes.  

✌ La histomorfología del útero, determinando la altura del epitelio luminal, el espesor de 

estroma subepitelial y muscular, la densidad de glándulas endometriales, la densidad 

de núcleos en estroma subepitelial y miometrio y la presencia de anormalidades en 

epitelio glandular y luminal. 

✌ La dinámica celular (proliferación y apoptosis) en los distintos compartimentos 

uterinos (epitelio luminal y glandular, estroma subepitelial y muscular).  

✌ Las vías de acción de hormonas esteroides, evaluando en el útero la presencia de 

receptores RE-✞✞ ✞� ✡ ✞✁✟ 

✌ La expresión de genes por RT-PCR reguladores de la esteroidogénesis: proteína 

✍✌☛✠✄✆✑✎✍✆ ✆☛✠✑✆ ✌☛☞✌✍✎✏✑✎☛☎✁✏�✆ ✄✁☞✁✞✝✞ ✝✞-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

✄�✁✂✝ ✄✝✞-�✁✂✝✞ ✝✗-�✁✂ ✏☛✎�✎✍✟✆☛ ✕✞☎✞✝✞✠ ✡ ✖ ✄✝✗-�✁✂✕✞☎✞✝ ✡ ✠ ✡ ✝✗-�✁✂✖✝✞ ✠✞-

✍✌✑✠�☞✆☛✆ ☞✏✡✎ ✕ ✡ ☎ ✄✠✞-R1 y ✠✞-R 2), P450arom (aromatasa), P4502d4, P45017a, 

✕✖✗-�✁✂ ✏☛✎�✎✍✟✆☛ ✕✞ ☎✞ ✝ ✡ ✁ ✄✕✖✗-�✁✂✕✞ ✕✖✗-�✁✂☎✞ ✕✖✗-�✁✂✝ ✡ ✕✖✗-HSD4), y 

sulfatasa de esteroides (STS) y la expresión de P450arom  por IHQ 
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✌ La vía de acción de factor de crecimiento similar a la insulina; estudiando la 

expresión por RT-PCR de IGF-1 y de su receptor (IGF-1R)  

✌ La expresión del gen supresor tumoral por IHQ de PTEN.  

✌ La expresión por RT-PCR e IHQ de genes relacionados con el desarrollo del tracto 

reproductor femenino: HOXA10, WNT5a y 7a ✡ ✗-catenina. 

✌ Modificaciones en la matriz extracelular evaluando la organización de las fibras de 

colágeno, la expresión por RT-PCR e IHQ de AQPs y la determinación del contenido 

de agua uterino.  

✌ Marcadores de diferenciación estromal como presencia de vi✟✌✁☞✏✁✆ ✡ ✞-SMA por 

inmunohistoquimica. 

 

2. Evaluar los efectos del SOP sobre la fertilidad de la hembra y patologías uterinas.  

� En ratas hembras adultas jóvenes (3 meses de edad) se evaluaron parámetros 

relacionados con la fertilidad (por ejemplo: número de cuerpos lúteos, sitios de 

implantación y de reabsorción) en día gestacional 18 (DG18). 

� En ratas hembras de 18-24 meses se evaluó el estado endocrino a nivel sistémico 

mediante la determinación de E2, P4, T y la presencia de anormalidades uterinas, 

lesiones pre-neoplásicas y/o cáncer uterino. 
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1. ANIMALES 

Los protocolos experimentales se diseñaron de acuerdo a la Guía para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos y aprobado 

por el comité de ética de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas (FBCB), 

Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina). Se utilizaron ratas hembra de la cepa 

Wistar pertenecientes al bioterio del ISAL, (UNL-CONICET), de la FBCB. Los animales 

fueron mantenidos durante todo el experimento bajo condiciones reguladas de temperatura 

(22 ± 2ºC), con fotoperíodo de 14 h de luz (desde las 05.00 h hasta las 19.00 h) y 10 h de 

✎☛�✠✍✏✑✆✑✟ �✆☛ ✍✆☞✆☛ �✠✌✍✎✁ ✆✄✎�✆✑✆☛ ✌✁ �✆✠✄✆☛ ✑✌ ✆�✌✍✎ ✏✁✎�✏✑✆✄✄✌ �✎✁ ✁�✆✟✆✄ ✑✌ ✂✏✍✠☞✆ ✑✌

madera de pino. Los animales tuvieron libre acceso al agua en botellas de vidrio con 

tapones de goma y al alimento balanceado en forma de pellets (Nutrición Animal, Rafaela, 

Argentina).  

1.1 Diseño experimental  

Se utilizó un modelo de rata expuestas experimentalmente a DHEA para inducir el SOP. 

Este modelo ha sido ampliamente empleado para estudiar el desarrollo y efectos del SOP 

en roedores (Giudice, 2006; Lee et al., 2016; Maliqueo et al., 2014). 

Para generar nuestro modelo de SOP se utilizaron ratas hembras que fueron tratadas por 

vía subcutánea (sc) con DHEA (60 mg/kg pc/día (grupo SOP) desde el DPN21 y durante 20 

días consecutivos. El grupo CONTROL fueron animales tratados con aceite de sésamo vía 

sc. También se generó otro grupo experimental con inyecciones sc con DHEA (60 mg/kg pc 

/día) + flutamida (20 mg/ kg pc /día, grupo SOP+FLU) (Rudmann et al., 2005). La flutamida 

es un antagonista del RA, por lo tanto, éste último grupo experimental se incorporó con el 

objetivo de evaluar cuáles de los efectos uterinos generados por el SOP son inducidos a 

través del RA.  

Luego del tratamiento, los animales fueron asignados a tres experimentos distintos (Figura 

18):  

A. Un grupo se sacrificó a las 24 h posteriores a la última inyección (DPN41). Estos son 

los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU.  

B. Un segundo grupo de animales se dejó crecer hasta adultos jóvenes (alrededor de 3 

meses). A partir del DPN90, cada rata hembra fue alojada con un macho de fertilidad 

comprobada y una vez comprobada la preñez por presencia de esperma en el 

extendido vaginal (DG1); las hembras fueron estudiadas en DG18. A estos animales 

se les asignó el nombre de ratas CONTROL-DG18 y SOP-DG18. 

C. Un tercer grupo se dejó crecer hasta los 18-24 meses de edad (ratas adultas 

mayores, AM); siendo sacrificadas en diestro vaginal determinada por citología 
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Figura 20. Esquema de las muestras obtenidas y procesadas en ratas de DPN41. OV: ovario 
envuelto en la bursa ovárica 

 

Las muestras obtenidas fueron procesadas de acuerdo al tipo de estudio a realizar, como se 

detalla a continuación.  

2.3 Procesamiento de las muestras  

La sangre fue recolectada en tubos de vidrio de centrífuga e incubada en estufa a 37 ºC por 

15 min para facilitar la formación del coágulo. Posteriormente, los tubos se centrifugaron y 

se separó el suero, el cual fue conservado a -20 ºC hasta el momento de su utilización. A 

partir de las muestras de suero se determinaron los niveles séricos de E2, P4 y T por 

ensayos de quimioluminiscencia, utilizando un Immulite®2000 sistema de diagnóstico in vitro 

(Siemens Healthcare SA, Argentina), siguiendo las especificaciones del fabricante. 

Las muestras de tejidos fueron procesadas de diferentes maneras de acuerdo a los 

siguientes propósitos:  

i) Estudios por microscopía óptica 

Una porción del cuerno uterino 1 y los dos ovarios diseccionados fueron fijados durante 6 h 

en formol bufferado (pH 7,5) al 10% v/v en buffer fosfato salino (PBS) con el objetivo de 

conservar las estructuras histológicas del tejido. Luego se realizaron dos lavados con PBS 

de 10 min cada uno y posteriormente, las muestras se conservaron en una solución de 

alcohol al 70% hasta su procesado por técnicas histológicas de rutina para incluirlos en 

✡✆✍✆�✏✁✆ ✡ ✎✄☞✌✁✌✍ ✠✁ ✄✄✎�✠✌ ✑✌ ✡✆✍✆�✏✁✆ ✑✌✁✎✟✏✁✆✑✎ ✁☞✆�✎✄ �✎✁ ✌✄ ☞✌�✏✑✎ ✌✁ ☛✠ interior 

(Junqueira & Junqueira, 1983).Para realizar el procesado histológico, las muestras fueron 
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deshidratadas en alcoholes de graduación creciente, y luego se hicieron pasajes por 

Bioclear (solvente con característica no polar y miscible en parafina fundida). Para realizar la 

inclusión en parafina, se colocó la muestra dentro de un frasco que contenía parafina 

fundida en estufa a 60ºC. El calor provoca la evaporación de los restos del solvente 

(Bioclear) y de esta forma, los espacios ocupados por éste son impregnados por la parafina. 

Por último, la muestra impregnada en parafina se colocó sobre un soporte, se cubrió con 

parafina líquida y se dejó solidificar para obtener el taco. 

ii) Determinación del contenido de agua uterino 

El contenido de agua uterino fue calculado como la diferencia entre el peso húmedo y seco 

(por cm de órgano) y expresado en porcentaje (%). Para ello, se midió la longitud del cuerno 

uterino 2 diseccionado al momento de la cirugía y luego se pesó (peso húmedo). 

Seguidamente, el mismo se colocó en estufa a 70 °C durante un mínimo de 24 h y hasta 

obtener una pesada constante (peso seco) siguiendo el protocolo descrito por Ashby et al. 

(1997). 

iii) Estudios por técnicas de biología molecular 

La otra porción del cuerno uterino 1 fue diseccionada, congelada rápidamente en N2 líquido 

y conservados a -80 ºC hasta su posterior utilización en ensayos de RT-PCR en tiempo real. 

2.4 Evaluación de las características histomorfológicas del útero y ovario 

2.4.1 Evaluación de la histología ovárica y la presencia de lesiones uterinas 

Utilizando un micrótomo, los ovarios fueron seccionados completamente en cortes 

histológicos para determinar la presencia de estructuras quísticas. La histología del ovario 

fue analizada en diferentes cortes histológicos, espaciados 50 µm entre ellos, los que fueron 

coloreados con H-E según el protocolo descrito en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Protocolo para la tinción con H-E. 

Desparafinación e hidratación Tiempo 

Bioclear 1, 2 y 3 5 min c/u 

Alcohol 100º, 96º y 70º 1 min c/u 

  Agua  2 min 

Tinción  

Hematoxilina de Mayer 4 min 

Agua de canilla 2 min 

Agua amoniacal 30 seg 

Agua de canilla 2 min 

Eosina 2 min 

Deshidratación y montaje  

Alcohol 70º, 96º  1 pasaje rápido 

Alcohol  100º 30 seg 

Bioclear 1 y 2 5 min c/u 

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt) 

          

Por otro lado, las muestras de útero embebidas en parafina fueron seccionadas 

✄✎✁☛✏☞✠✑✏✁✆✄✟✌✁☞✌ ✌✁ �✎✍☞✌☛ ✑✌ ✠ ✂✟ ✑✌ ✌☛✡✌☛✎✍ ✡ �✠✌✍✎✁ �✎✄✎✍✌✆✑✆☛ �✎✁ �-E (Tabla 2) y 

PAS de acuerdo con el protocolo descrito en la Tabla 3. Posteriormente, se realizó un 

exhaustivo análisis histológico y se identificaron por microscopía óptica (Olympus BH2, 

Tokio, Japón) las distintas alteraciones presentes en el epitelio luminal y glándulas. Las 

glándulas uterinas se clasificaron como se describe en Vigezzi et al. (2015). La incidencia de 

esas alteraciones se cuantificó determinando el porcentaje de animales que presentaban al 

menos una alteración histológica.  
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                       Tabla 3. Protocolo general utilizado para la técnica de tinción de PAS. 

Desparafinación e hidratación          Tiempo 

Bioclear 1, 2 y 3 5 min c/u 

Alcohol 100º, 96º y 70º 1 min c/u 

  Agua de canilla  (corriente) 2 min 

Tinción  

Äcido peryódico 8 min 

Agua de canilla (corriente) 5 min 

Agua destilada 1 pasaje 

Hematoxilina de Harris (filtrada) 6 min 

Reactivo de Shiff (trabajar en oscuridad) 10 min 

Agua de canilla 7 min 

Hematoxilina de Mayer 1 min 

Agua de canilla 5 pasajes 

Agua amoniacal 10-15 seg 

Agua de canilla 2 min 

Deshidratación y montaje  

Alcohol 70º, 96º  y 100º 1 min c/u 

Bioclear 1 y 2 5 min c/u 

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt) 

                            

 

2.4.2 Evaluación de la altura del epitelio luminal, espesor del estroma subepitelial y muscular 

uterino  

En cortes histológicos seccionados longitudinalmente se midió el espesor del estroma 

☛✠✄✌✡✏☞✌✄✏✆✄ ✡ ✟✠☛�✠✄✆✍✞ ✌✁ ✝ ✡✍✎�✠✁✑✏✑✆✑✌☛✞ ✠☞✏✄✏✂✆✁✑✎ ✄✆ ✑✌☞✌��✏☛✁ ✁�� ✑✌ ✂✏✟✌✁☞✏✁✆ ✡ ✞-

SMA. La vimentina permitió identificar la extensión del estroma subepitelial y la ✞-SMA se 

utilizó para demostrar el miometrio.  

La IHQ se llevó a cabo según el protocolo detallado en la Tabla 4. Se utilizaron anticuerpos 

✡✍✏✟✆✍✏✎☛ �✎✁☞✍✆ ✞-SMA (dilución 1/200, Novocastra, clon ASM-1), vimentina (dilución 1/100, 

Novocastra, clon V9), y anticuerpo secundario biotinilado anti-ratón con dilución 1/200, 1/200 

y 1/100, respectivamente (ISAL, Santa Fe, Argentina).  

 

 



Materiales y métodos 

64 

 

Tabla 4. Protocolo general utilizado para la técnica de IHQ. 

Desparafinización e hidratación Tiempo 

Bioclear 1, 2 y 3 5 min c/u 

Alcohol 100º, 96º y 70º 3 min c/u 

PBS 5 min 

Recuperación antigénica  

Calentamiento en horno microondas utilizando 
buffer citrato 0,01 M pH 6,0 

Calentar el buffer 3 min a 100% de 
potencia, agregar las muestras y 
calentar 1 min a 100%, 14 min a 40%. 
Dejar 20 min apagado. 

PBS 5 min 

Bloqueo de actividad de peroxidasa endógena  

Agua oxigenada al 3% en metanol 15 min 

(36 ml metanol + 4 ml H2O2 30 vol)  

PBS 15 min 

Bloqueo de uniones no específicas  

NHS 1/20 disuelto en PBS con 1,5% de leche en 
polvo descremada 

30 min (en cámara húmeda) 

Anticuerpo primario  

Incubación con el anticuerpo específico 14-16 h a 4 ºC (en cámara húmeda) 

PBS 15 min 

Anticuerpo secundario biotinilado  

Incubación con el anticuerpo secundario biotinilado 30 min a TA (en cámara húmeda) 

PBS 5 min 

Estreptavidina-peroxidasa  

Incubación con el complejo estreptavidina-
peroxidasa en una dilución 1/150 

30 min a TA (en cámara húmeda) 

PBS 5 min 

Revelado  

Sustrato enzimático (5 µl de H2O2 30 vol) + 
cromógeno (2,3 mg DAB) disueltos en 3,3 ml de 
Tris- HCl 0,05 M pH 7,5 

10 min 

Agua destilada 5 min 

Contracoloración con Hematoxilina de Mayer 

Deshidratación y montaje  

Alcohol 70º, 96º y 100º 1 min c/u 

Bioclear 1 y 2 5 min c/u 

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt) 
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        TA. Temperatura ambiente. DAB: diaminobencidina 

La medición del espesor del estroma y del miometrio circular y longitudinal se realizó 

mediante análisis digital de imágenes utilizando el software Image Pro-Plus 5.0.2.9 (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU) siguiendo la metodología previamente descrita en 

nuestro laboratorio (Ramos et al., 2003). Brevemente, las imágenes fueron obtenidas con la 

cámara de video color Spot Insight V3.5 (Diagnostic Instruments, Sterling Hights, MI, EE. 

UU), acoplada al microscopio Olympus BH2, y utilizando una objetiva Dplan 40X. Para la 

calibración espacial del analizador, se capturaron imágenes del reticulado de la cámara de 

Neubauer. Luego de calibrar espacialmente el sistema, se realizaron mediciones de longitud 

punto a punto en cada uno de los compartimentos uterinos (estroma subepitelial y miometrio 

circular y longitudinal). Los resultados fueron expresados en µm. 

2.4.3 Evaluación de la densidad celular y de las glándulas uterinas  

En cortes teñidos con H-E (siguiendo el protocolo especificado en la Tabla 2) y mediante el 

análisis digital de imágenes utilizando el software Image Pro-Plus 5.0.2.9 (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU), se cuantificó:  

✌ la densidad de glándulas: se determinó el área ocupada por glándulas, relativizando 

este parámetro en función del área del estroma subepitelial seleccionada. 

✌ la densidad de células: se determinó el área ocupada por las células en el estroma 

subepitelial o muscular relativizando en función del área seleccionada de dicho 

compartimento uterino.  

En ambas determinaciones se excluyeron de la cuantificación el área ocupada por vasos 

sanguíneos y cuando se determinó la densidad de núcleos se excluyó también el área 

ocupada por glándulas.  

2.4.4 Evaluación del nivel de organización de fibras de colágeno  

Se estudió el nivel de organización de las fibras de colágeno, cuantificando la birrefringencia 

del colágeno mediante microscopía de polarización (Montes, 1996). La cuantificación se 

realizó en secciones uterinas teñidas con Picrosirius/Hematoxilina, siguiendo el protocolo 

descrito en la Tabla 5.  
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  Tabla 5. Protocolo general utilizado para la técnica de tinción con Picrosirius/Hematoxilina 

Desparafinización e hidratación Tiempo 

Bioclear 1, 2 y 3 5 min c/u 

Alcohol 100º, 96º y 70º 1 min c/u 

Agua 2 min 

Tinción  

Picrosirius 1 hora 

Agua de canilla (corriente) 1 min 

Hematoxilina de Harris (filtrada) 6 min 

Agua de canilla (corriente) 15 min 

Deshidratación y montaje  

Alcohol 70º, 96º  y 100º 1 min c/u 

Bioclear 1 y 2 5 min c/u 

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt) 

 

En este método, el área de la birrefringencia del colágeno se encuentra relacionada con el 

grado de remodelación del colágeno debido a que cuando las moléculas de colágeno están 

densamente empaquetadas y dispuestos regularmente, aparecen como estructuras 

birrefringentes en el campo del microscópico al ser observadas con luz polarizada. En 

cambio, cuando las fibras de colágeno no se encuentran densamente y/o espacialmente 

ordenadas, presentan una menor birrefringencia. Para cada animal, se capturaron 10 

imágenes por tejido uterino que fueron capturadas, digitalizadas y analizadas como se 

describe en Kass et al. (2001). El área del estroma subepitelial o área miometrial ocupado 

por colágeno birrefringente (estructura organizada) se midió como la densidad óptica 

integrada (DOI) utilizando el programa analizador de imágenes Image Pro-Plus 5.0.2.9 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU). Los resultados se expresan en unidades 

arbitrarias (Kass et al., 2001).  

2.4.5 Determinación de la proliferación celular uterina 

El índice de proliferación celular se evaluó por detección IHQ de la BrdU incorporada. La 

incorporación de BrdU en la fase S del ciclo celular se analizó cuantitativamente en 

secciones de tejido inmunomarcadas. En cortes histológicos se realizó IHQ de acuerdo con 

lo descripto en la Tabla 4, incorporando al procedimiento un paso fundamental de hidrólisis 

ácida (utilizando HCl 2 N durante 30 min a 37°C) para desnaturalizar las hebras de doble 

cadena del ADN, previo al bloqueo de uniones inespecíficas. Posteriormente, los cortes 

deben ser neutralizados por incubación durante 10 min en una solución 0,1 M de bórax (pH 

8). Se utilizó como anticuerpo primario Anti-BrdU (dilución 1/100, Newcastle upon Tyne, UK, 
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clone 85-2c8) y luego los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado anti 

ratón (dilución 1/100, ISAL, Santa Fe, Argentina).  

Se calculó el porcentaje de células BrdU positivas, contando un total de 3000 células en 

epitelio luminal y 1000 células en epitelio glandular. En el estroma subepitelial y muscular el 

porcentaje de células positivas para BrdU se obtuvo por medio del sistema de imágenes 

computarizado Image Pro-Plus 5.0.2.9 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU). Se 

evaluaron al menos 10 imágenes de cada área tisular mediante análisis de segmentación de 

color, que extrae objetos localizando todos los objetos de un color específico (mancha azul o 

marrón). 

2.4.6 Determinación del índice de apoptosis  

Para evaluar la apoptosis celular, se analizaron secciones de útero en las cuales se realizó 

la técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase deoxy Uridine triphosphate Nick 

End Labeling), siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics GmbH, Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany). Brevemente, esta técnica se basó en la incubación 

de los tejidos a estudiar con una solución conteniendo desoxiurdina trifosfato (dUTP) 

marcados con fluoresceína, y la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT, del 

inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase); enzima que polimeriza los dUTP marcados a 

los extremos 3´-OH de las hebras de ADN fragmentadas durante el proceso de apoptosis. 

Posteriormente, los cortes histológicos se incubaron con el anticuerpo anti-fluoresceína 

conjugado a peroxidasa de rábano picante y se reveló con la mezcla de sustrato-cromógeno 

(DAB; Sigma). Las muestras se contracolorearon y se montaron con medio de montaje 

permanente (Eukitt). Los controles negativos se realizaron siguiendo el mismo 

procedimiento, pero utilizando la mezcla de reacción (dUTP) sin la enzima TdT. Como 

control positivo, se evaluó un corte histológico de próstata de rata en involución después del 

segundo día de castración  (Ramos et al., 2002). El protocolo utilizado, se describe en la 

Tabla 6.  

Para determinar el índice de apoptosis se cuantificaron 2000 células epiteliales luminales y 

1000 células del epitelio glandular y se calculó el porcentaje de células positivas. En el 

estroma subepitelial y miometrio se determinó el porcentaje de células en apoptosis 

contando de manera visual el número de células en apoptosis. Para calcular el número de 

células totales se utilizó el sistema de imágenes computarizado Image Pro-Plus 5.0.2.9 

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU). Se evaluaron al menos 10 imágenes de 

cada área tisular mediante análisis de imágenes. 
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    Tabla 6. Protocolo utilizado para la técnica de apoptosis (TUNEL). 

Desparafinización e hidratación Tiempo 

Bioclear 1, 2 y 3 5 min c/u 

Alcohol 100º, 96º y 70º 3 min c/u 

PBS 5 min 

Bloqueo de actividad de peroxidasa endógena  

Agua oxigenada al 3% en metanol 15 min 

(36 ml metanol + 4 ml H2O2 30 vol)  

PBS 15 min 

Bloqueo de uniones no específicas  

Tris-HCl 0,1 M pH 7,5- BSA 3%-NHS 20% 30 min (en cámara húmeda) 

Reacción de TUNEL  

Incubación con el anticuerpo específico  ½ hora a 37 ºC (en cámara 
húmeda) 

PBS  3 lavados  de 5 min 

Conversión de la señal  

Incubación con el Converter-POD en una dilución 
1/5 (en PBS-BSA) 

30 min a TA (en cámara húmeda) 

PBS 3 lavados  de 5 min 

Revelado  

Sustrato enzimático (5 µl de H2O2 30 vol) + 
cromógeno (2,3 mg DAB) disueltos en 3,3 ml de Tris- 
HCl 0,05 M pH 7,5 

10 min 

Agua destilada 5 min 

Contracoloración con hematoxilina de Mayer (opcional) 

Deshidratación y montaje  

Alcohol 70º, 96º y 100º 1 min c/u 

Bioclear 1 y 2  5 min c/u 

Montaje con medio de montaje permanente (Eukitt) 

        TA. Temperatura ambiente. DAB: diaminobencidina. 

2.4.7 Cuantificación de la relación proliferación/apoptosis  

Con los valores obtenidos de proliferación y de apoptosis de cada animal se calculó la 

relación proliferación/apoptosis como medida indirecta del índice de recambio celular para 

cada compartimento uterino. Se expresó como proliferación/apoptosis x 100 (expresado 

como %). 
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2.5 Evaluación de expresión proteica del útero  

Se investigó la expresión de las moléculas que se detallan a continuación:  

1) RE-✞✞ ✞✁ ✡ ✞� 

2) AQP 3, 7 y 8 

3) PTEN 

4) P450arom 

5) HOXA10 

6) WNT5a,  

7) WNT7a  

8) ✗-catenina 

 

Para ello se empleó IHQ utilizando el protocolo general previamente detallado en la Tabla 4. 

Los anticuerpos y las condiciones de los ensayos se muestran en la Tabla 7. En particular, 

para estudiar la expresión de la proteína PTEN por IHQ, generamos previamente el 

anticuerpo policlonal anti-PTEN como se detalla en la sección 2.5. 

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ 

 
Anticuerpo 

primario utilizado 

 
Dilución 

Anticuerpo 
secundario 
biotinilado 

 
Proveedor del anticuerpo 

primario 

Anti-RA 1/400 Anti-conejo 1/200 
(Zymed) 

Santa Cruz Biotechnology Inc. 
(Santa Cruz, CA) 

Anti-ESR1 1/200 Anti-conejo 1/200   ISAL (Santa Fe, Argentina) 
 

Anti-RP 1/200 Anti-conejo 1/200 Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina)  

Anti-HOXA10 1/50   Anti-cabra 1/100 Santa Cruz Biotechnology Inc. 
(Santa Cruz, CA, USA) (sc-17159) (Santa Cruz) 

Anti-WNT7a 1/400 Anti-conejo 1/200 Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina) 

 
Anti-WNT5a 

 
1/200 

 
Anti-conejo 1/200 

Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina) 

 
Anti-✘✔✓✒✁✆✕✆✓ 

 
1/800 

 
Anti-mouse 1/200 

Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina) 

 
Anti PTEN * 

 
1/750 

 
Anti-conejo 1/400 

Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina) 

 
Anti-P450arom 

 
1/100 

 
Anti-conejo 1/200 

Instituto de Salud y Ambiente 
del Litoral (Santa Fe, Argentina) 

 
Anti AQP3 

 
1/300 

 
Anti-conejo 1/200 

Alomone Labs, Jerusalem, 
Israel 

 
Anti-AQP7 

 
1/100 

 
Anti-conejo 1/200 

Alpha Diagnostic International, 
San Antonio, EEUU. 

   Alomone Labs, Jerusalem, Israel 
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Anti-AQP8 1/25  Anti-conejo 1/200 

* El anticuerpo Anti-PTEN fue generado como un objetivo específico de este trabajo de tesis.  

 

En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad, sustituyendo el 

anticuerpo primario por un suero no inmune, y controles positivos, incluyendo una sección 

de tejido cuya reacción positiva para la proteína de interés fue comprobada con anterioridad.  

La cuantificación de la expresión de los receptores esteroides, PTEN, AQPs (isoformas 3, 7 

y 8) y P450arom se realizó en IHQ sin contracoloración, mediante análisis digital de 

imágenes utilizando el software Image Pro-Plus 5.0.2.9 (Media Cybernetics, Silver Spring, 

MD, EE. UU). Se obtuvieron imágenes digitales de los distintos compartimentos histológicos 

a estudiar con una cámara de vídeo color Spot Insight V3.5, acoplada al microscopio 

Olympus BH2. Previo a la captura de imágenes, el microscopio fue acondicionado para la 

iluminación Koëhler y una imagen de referencia de un campo vacío fue utilizada para 

corregir la iluminación desigual (corrección de sombras). Las imágenes fueron convertidas a 

escala de grises, se delimitó el compartimento histológico a evaluar y se calibró el nivel de 

grises del programa de tal manera que la tinción de fondo (background) sea considerada 

�✎✟✎ ✁�✌✍✎✄✟ �✠✌☛✎ ☛✌ ✑✌☞✌✍✟inó el área total ocupada por el compartimento seleccionado, 

el área de marcación positiva y el promedio de la intensidad de marcación. A partir de estos 

parámetros se calculó la DOI, utilizando la siguiente fórmula DOI = [(Área de marcación 

positiva/Área total evaluada) × 100] × promedio de la intensidad de marcación (Ramos et al., 

2002). Debido a que la DOI es un parámetro adimensional, los resultados fueron expresados 

�✎✟✎ ✠✁✏✑✆✑✌☛ ✆✍✄✏☞✍✆✍✏✆☛✟ �✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ �✂�✁✕✄✞ �✁✆✠✆✞ �✁✆✖✆ ✡ ✗-catenina fue 

estudiada cualitativamente, observando el patrón de localización en los diferentes 

compartimentos uterinos. 

2.6. Generación de anticuerpo policlonal contra PTEN 

2.6.1 Obtención del antígeno recombinante en células procariotas  

2.6.1.1. Diseño bioinformático, amplificación y clonado del antígeno de PTEN  

La región de la secuencia del gen de PTEN que se utilizó para generar el antígeno fue 

seleccionada utilizando la herramienta BioPlot del programa bioinformático Vector NTI, 

capaz de identificar zonas proteicas con alta antigenicidad teórica. Una vez analizadas estas 

zonas, se seleccionó una de ellas, la cual incluye la región correspondiente a los 

aminoácidos 309-401 de la secuencia de la proteína de rata (n° de acceso NP_113794.1). 

Para producir el antígeno se utilizó una estrategia de clonado direccional EcoRI-XhoI, 

amplificando por PCR las secuencias nucleotídicas de la región antigénica previamente 

seleccionada. Para generar los amplicones de esa zona por PCR, se empleó ADNc obtenido 
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De esta forma, el marco de lectura de PTEN queda en fase con el de la glutatión-S-

transferasa (GST, Figura 21), obteniéndose la construcción del vector pGEX-4T-3/PTEN 

(plásmido recombinante), que permitirá la expresión de la proteína de fusión GST-PTEN. 

Con el plásmido recombinante obtenido se transformaron bacterias Escherichia coli (E. coli) 

BL21 (Stratagene Corp., La Jolla, CA) por el método del CaCl2 (Sambrook & Russell, 2001). 

Se seleccionaron clones de bacterias transformadas al azar y se chequeó por PCR que 

efectivamente habían sido transformadas con el vector recombinante. Se generaron stocks 

de esas bacterias y se almacenaron a -80 °C.  

2.6.1.2. Expresión y purificación de los antígenos recombinantes  

Para expresar en forma soluble las proteínas recombinantes, células de E. coli BL21 

(Stratagene Corp., La Jolla, CA) fueron transformadas con el vector pGEX-4T-PTEN y 

cultivadas en medio Luria Bertoni (1% peptona de carne, 0,5% extracto de levadura, 1% 

NaCl). La expresión de las proteínas de fusión se indujo con el agregado de Isopropil-✗-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG, Promega) en una concentración final de 250 nM. Luego de la 

inducción, se cultivaron las células a 37 ºC durante 3 h. El cultivo de células fue sonicado en 

baño de hielo (High Intensity Ultrasonic Processor, Vibra-Cell, Sonics and Materials Inc., 

Newton, CT, USA) y centrifugado a 14000 rpm durante 15 min a 4 ºC. El sobrenadante fue 

recuperado y la proteína de fusión fue purificada a partir del mismo utilizando una columna 

�✍✎✟✆☞✎☛✍✝�✏�✆ �✁✆✍✆✡✁ ✄�✡ �✌✆✄☞✆�✆✍✌✞ ✂✠✌✁✎☛ ✁✏✍es, Argentina). Se recogieron las 

fracciones de elución, cuya concentración de proteína se estimó determinando la 

absorbancia a 280 nm. Las fracciones obtenidas fueron sembradas y corridas en un gel de 

poliacrilamida del 12% para evaluar su pureza relativa. Se juntaron todas las fracciones que 

contenían proteína y se las concentró utilizando tubos de filtración forzada (Centricon, límite 

de paso 10 kDa, Millipore, Billerica, MA). 

2.6.2 Obtención y caracterización de anticuerpos policlonales   

2.6.2.1 Inoculación de los conejos 

Una vez obtenida la proteína de fusión purificada (GST-PTEN) se procedió a la inoculación 

de un conejo de acuerdo al siguiente protocolo (Harlow Lane, 2014; Vaitukaitis et al, 1971):  

1) Se tomó muestra de sangre de la cual se obtuvo el suero control basal para luego 

inocular el antígeno.  

2) ✁✌ ✏✁✡✌�☞☛ ✡✎✍ ✂✂✆ ☛� ✠✁✆ ✡✍✌✡✆✍✆�✏☛✁ ✑✌ ✝✄✄ ✂✄ ✑✌✄ ✆✁☞✂☛✌✁✎ ✌✁ ✠✁✆ �✎✁�✌✁☞✍✆�✏☛✁

✑✌ ✕ ✂☛✁✂✄ ✑✏☛✠✌✄☞✎ ✌✁ �✂✁ �✎✁ ✝✄✄ ✂✄ ✑✌ ✆✑✡✠✂✆✁☞✌ �✎✟✡✄✌☞✎ ✑✌ �✍✌✠✁✑✟  

3) ✄☎ ✆✝✞✟ ✆✠✟✡☛☞✟ ✟✠ ✌✠✞✍✎✏✑ ☛✒✞ ✒☛✠✓✞ ✎✒✔✕☛✍✞✕✎✑✒ ✆✠ ✍✞ ✖✎✟✖✞ ✡✌✠✡✞✌✞✕✎✑✒ ✞✒✗✠✟

descripta, pero esta vez utilizando adyuvante incompleto de Freund. Este 
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✡✌✔✕✠✆✎✖✎✠✒✗✔ ✟✠ ✌✠✡✎✗✎✑ ✆✔✟ ✓✠✕✠✟ ✕✞✆✞ ✄☎ ✆✝✞✟� ✁✎✒✞✍✎✏✞✒✆✔ ✠✍ ✡✌✔✕✠✟✔ ✆✠

✎✒✔✕☛✍✞✕✎✑✒ ✞ ✍✔✟ ✂✄ ✆✝✞✟ ✆✠ ✍✞ ✡✌✎✖✠✌✞ ✎✒✔✕☛✍✞✕✎✑✒☎ ✆✔✟ ✟✠✖✞✒✞✟ ✡✔✟✗✠✌✎✔✌✠✟ ✞ ✍✞

✝✍✗✎✖✞ ✎✒✞✠✕✕✎✑✒ ✍✔✟ ✕✔✒✠✟✔✟ ✁☛✠✌✔✒ ✟✞✕✌✎✁✎✕✞✆✔✟ ✞ ✍✔✟ ✟☛✠✌✔✟ ✟✠ ✞✍✖✞✕✠✒✞✌✔✒ ✞ ✌✠✄

✡☛☎ 

 

2.6.2.2 Caracterización de los anticuerpos generados por Western Blot e IHQ  

Para caracterizar los anticuerpos producidos (anti-PTEN) se usó Western blot con un 

extracto proteico de útero de rata como control positivo de la presencia de PTEN (Dery MC, 

et. Al 2003). La concentración de proteína total se determinó con un kit colorimétrico de 

ensayo de proteínas BCA de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, EE. UU.). Cantidades 

✌�✠✏✂✆✄✌✁☞✌☛ ✑✌ ✡✍✎☞✌✂✁✆ ✄✕✄✄ ✂☛✝ ✑✌ ✁☞✌✍✎ ☛✌ ☛✌✟✄✍✆✍✎✁ ✌✁ ☛✌✄✌☛ ✑✌ ✡✎✄✏✆�✍✏✄✆✟✏✑✆ ✄✁✂✁-

PAGE) en gradiente 4-12%, corridos en cubas electroforéticas y luego electrotransferidos a 

membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 

5% disuelta en buffer Tris-salino Tween (Tris 25 mM, NaCl 0,14 M, Tween-20 0,05% v/v, pH 

7,4) durante 1.30 h en agitación a temperatura ambientes para evitar uniones inespecíficas. 

Posteriormente, se lavó con solución tampón Tris con Tween (TBST) y se incubó con el 

suero anti-PTEN (dilución 1/1000) en TBST-leche 2% toda la noche a 4 ºC (en agitación). Al 

día siguiente, la membrana se lavó 3 veces con TBST y se incubó con anticuerpo 

secundario (anti-conejo conjugado con peroxidasa (Sigma) diluido 1/200 en TBST-leche 2%) 

durante 1 h a 37 ºC a 150 rpm. La membrana se lavó 3 veces con TBST y la reacción se 

visualizó con DAB 0,5 mg/ml (Sigma). Los pesos moleculares se determinaron por 

comparación con los estándares de peso molecular (Rainbow ECL, Amersham Pharmacia, 

Amersham Biosciences Argentina, Bs As, Argentina). 

Para confirmar la reactividad y la especificidad del antisuero generado; el péptido antigénico 

GST-PTEN se usó para preabsorber el antisuero-PTEN, incubando 40 µg de antígeno con el 

antisuero-PTEN diluido 1/750 durante 24 h a 4 ºC. La mezcla antígeno-anticuerpo fue 

utilizada en ensayos de IHQ en secciones uterinas de rata, siguiendo el protocolo descripto 

previamente (Tabla 4). Anteriormente, se realizó una prueba de preadsorción con 5, 10, 20 y 

40 µg de antígeno purificado para encontrar la cantidad óptima para llevar a cabo la prueba 

de especificidad. Los cortes fueron contracoloreados con H-E según la técnica detallada en 

la Tabla 4. 

2.7. Expresión génica mediante RT-PCR en tiempo real  
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Se determinaron los niveles de expresión de los siguientes genes en el útero: RE-✞✞ ✞✁✞

Acuaporinas (AQP, isoformas 1 a 9), IGF-1, IGF-1R, WNT5a y 7a, HOXA✕✄ ✡ ✗-catenina, 

✡✍✎☞✌✂✁✆☛ ✏✟✡✄✏�✆✑✆☛ ✌✁ ✄✆ ✌☛☞✌✍✎✏✑✎☛☎✁✌☛✏☛� ✁☞✁✞✞ ✝✞-�✁✂✞ ✝✗-�✁✂ ✕✞☎✞✝✞✠ ✡ ✖✞ ✠✞-R1 y 

✠✞-✞☎✞ �✁✠✄✆✍✎✟✞ �✁✠✄✄☎✑✁✝✞ �✁✠✄✄✕✖�✝✞ ✕✖✗-HSD 1, 2, 3 y 4 y STS. 

2.7.1. Extracción de ARN total y transcripción reversa (RT) 

La extracción de ARN total ☛✌ ✍✌✆✄✏✂☛ �✎✁ ✌✄ ✍✌✆�☞✏✂✎ �✎✟✌✍�✏✆✄ ✁✆✞✁✂✎✄ ✞✌✆☛✌✁☞✄ ✄✁✁✂✏☞✍✎☛✌✁✞

Buenos Aires, Argentina), que se fundamenta en el método del isotiocianato de guanidina-

fenol-cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987). La extracción de ARN total se realizó con el 

rea�☞✏✂✎ �✎✟✌✍�✏✆✄ ✁✆✞✁✂✎✄ ✞✌✆☛✌✁☞✄ ✄✁✁✂✏☞✍✎☛✌✁✞ ✂✠✌✁✎☛ ✁✏✍✌s, Argentina), que se 

fundamenta en el método del isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo  

A partir de los ARN extraídos se realizaron transcripciones reversas con el fin de obtener los 

correspondientes ADNc. La RT se llevó a cabo empleando cantidades iguales (1 µg) del 

ARN total y utilizando la transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney 

(MMLV, 300 U, Promega, Madison, WI, EE.UU). Se emplearon oligonucleótidos 

hexaméricos (200 pmoles, Promega) como cebadores de la enzima. Al tubo de reacción se 

le adicionaron 20 U de inhibidor de ARNasa (RNAout, Invitrogen) y 100 nmol de una mezcla 

de dNTPs (deoxinucleótidos trifosfatos) y se alcanzó un volumen final de 30 µl con la 

solución amortiguadora de la reacción provista por el fabricante de la enzima. La reacción de 

RT se realizó a 70ºC por 5 min y 30 seg con la mezcla de los ARN y los oligonucleótidos 

hexaméricos, luego se agregó el resto de los reactivos y se continuó la reacción a 37 ºC por 

90 min y a 42 ºC por 15 min. La reacción se detuvo calentando a 80 ºC por 5 min y a 94 ºC 

por 30 segundos, y realizando posteriormente un enfriamiento a 25ºC. Las reacciones de RT 

se llevaron a cabo en el termociclador T18 (IVEMA, Buenos Aires, Argentina). Una vez 

obtenido el ADNc, se diluyó con agua libre de ARNsas, llevándolo a un volumen final de 60 

µl.  

2.7.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real  

Luego de la extracción del ARN total y posterior retrotranscripción, se determinaron los 

niveles de expresión de los genes que se detallan en la Tabla 9 mediante ensayos 

optimizados de PCR en tiempo real utilizando oligonucleótidos específicamente diseñados 

para amplificar los distintos genes en estudio (Tabla 9). 
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Tabla 9: Oligonucleótidos utilizados en PCR en tiempo real. 

 
Gen 

 
Secuencias de oligonucleótidos 

Tamaño 
(pb) 

Ta(ºC) 

   
AQP1 

✌� ✁�- CATTGGCTTGTCTGTGGCTC -✁� 
✁✌�✁�- CCCACCCAGAAAATCCAGTG -✁� 

132 58 

 
AQP2 

✌� ✁�- GGACCTGGCTGTCAATGCTC -✁� 
✁✌�✁�- GTCGGTGGAGGCAAAGATGC -✁� 

109 58 

 
AQP3 

✌� ✁�- CTGTGGTTCCGTGGCTCAAG -✁� 
✁✌� ✁�- AGCAGGGTTCAAGTGGGCTC -✁� 

139 59 

 
AQP4 

✌� ✁�- GAGCCAGCATGAATCCAGC -✁� 
✁✌� ✁�- AGGCTTCCTTTAGGCGACG -✁� 

171 58 

 
AQP5 

✌� ✁�- CTCCCCAGCCTTATCCATTG -✁� 
✁✌� ✁�- GAAAGATCGGGCTGGGTTCA -✁� 

94 57 

 
AQP6 

✌� ✁�- CTGCGGTCATTGTTGGGAAG -✁� 
✁✌� ✁�- CGGTCTTGGTGTCAGGAAAC -✁� 

117 57 

 
AQP7 

✌� ✁�- GTGCTACAGAAGACTTGGGTGC -✁� 
✁✌� ✁�- TAGCTGCCAAGCCTTTCTCC -✁� 

119 57 

 
AQP8 

✌� ✁�- CTGTGTGTATGGGTGCCGTC -✁� 
✁✌� ✁�- AGGCACGAGCAGGGTTCATG -✁� 

132 58 

 
AQP9 

✌� ✁�- AGGACGGTGCCAAGAAGAGC -✁� 
✁✌� ✁�- GGACCGCTTGGGCAATAGAG -✁� 

132 59 

 
RE-✝ 

✌� ✁�-ACTACCTGGAGAACGAGCCC-✁� 
✁✌� ✁�-CCTTGGCAGACTCCATGATC-✁� 

153 60 

 
RA 

✌� ✁�- AGGGAGGTTACGCCAAAG -✁� 
✁✌� ✁�- AGACAGTGAGGACGGGAT -✁� 

101 58 

 
IGF-1 

✌� ✁�- ACTTCAACAAGCCCACAGG-✁� 
AS: ✁�- AGCGGAGCACAGTACATCTC -✁� 

121 57 

 
IGF-1R 

✌� ✁�- GCCGCTGTGTGAGAAGACG-3 
✁✌� ✁�-CATGGGTCTCCGTACACC -3 

115 57 

 
✁✘-HSD1,2,3,5 

S: 5´ CCTGGATGGAGCTGCCTG ´3 
AS: 5´ CCTGGCACGCTCTCCTCA ´3 

220 61 

 
✁✘-HSD7 

S: 5´ GAGCGGAAGGAAGGAAGCCT ´3 
AS: 5´ AGGAAGCCACAGCCACCTGT ´3 

 

167 61 

 
✖✗✘-HSD1 

S: 5´ AGATACTGGAATTGGATGTCA ´3 
AS: 5´ AAGAACATTCACATCCAGTACA ´3 

170             56 

 
✖✗✘-HSD2 

S: 5´ AGCGGAGGAATTGAGGAA ´3 
AS: 5´ AGACCCCAGCATTGTTGA ´3 

152             56 

 
✖✗✘-HSD3 

✌� ✁� ✁✂✄✁✆✆✄✁✁✁✄✁✆✆✁✂✆✁✂✂✂ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✂✂✄✂✆✄✂✆✄✂✄✁✂✁✁✂✁✄✄✆✄ ☎✁ 

161            55 

 
✖✗✘-HSD4 

S: 5´ GACAGCACTGGACACATTCG ´3 
AS: 5´ TATGATCCCATGCTGCCC ´3 

161  57 

 
✁✝-HSD 

✌� ✁� ✂✆✁✆✄✆✁✁✆✄✂✂✁✆✄✁✄✂✄✂✂✁ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✂✆✄✆✁✄✆✄✆✂✄✂✂✂✁✁✁✁✁✄ ☎✁ 

87 50,7 
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P450(2d4) 

✌� ✁� ✆✂✆✄✂✂✁✆✄✄✆✄✆✂✆✄✁ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✆✂✂✄✂✄✆✆✄✆✂✆✄✂✄✁✄ ☎✁ 

214 57 

 
P450arom 

S:5´ TGGCAGATTCTTGTGGATGG ´3 
AS: 5´ CGAGGACTTGCTGATGATGAGT ´3 

118 54 

 
�✁✁✂☎✖✗✝✡ 

✌� ✁ ✂✂✂✄✂✁✄✁✁✁✂✂✂✄✄✁✄✂✆✆✁ ☎✁ 
✁✌� ✁�✂✆✄✄✂✁✁✄✆✁✂✁✁✄✂✄✆✆✂✄ ☎✁ 

117 55 

 
✁✝-R1 

✌� ✁� ✆✁✆✆✄✄✆✁✁✆✂✂✆✄✁✄✂✄✁✆ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✁✂✂✁✄✂✄✂✂✄✆✄✂✁✂✄✂✂✁✄ ☎✁ 

144 54 

 
✁✝-R2 

✌� ✁�✄✄✂✄✂✂✄✂✄✆✂✂✄✁✂✂✂✁✄✂ ☎✁ 
✁✌� ✁�✆✁✂✁✁✂✂✆✁✂✄✂✂✆✄✆✄✆✁✁ ☎✁ 

175 56 

 
StAR 

✌� ✁� ✂✆✁✁✁✂✆✂✂✄✂✄✆✁✄✆✁✂ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✂✂✆✂✁✁✆✄✆✄✁✄✆✄✂✂✂✄✆✄ ☎✁ 

172 57 

 
STS 

✌� ✁� ✆✄✄✂✁✂✂✂✂✂✄✂✁✁✂✄✄✂✁✆ ☎✁ 
✁✌� ✁� ✆✆✆✁✂✁✄✂✁✄✂✆✆✂✁✂✁✁ ☎✁ 

150 58 

 
WNT5a 

S: ✁�-CCTGTAGCCTCAAGACATGCTGG-3 
✁✌� ✁�-GAGTTGAAGCGGCTGTTGACCT -3 

140 60 

 
WNT7a 

✌� ✁�-CTTACACAATAACGAGGCAGGC-3 
✁✌� ✁�-TCTCGGAATTGTGGCAGTGT-✁� 

126 56 

 
✘-catenina 

✌� ✁�-GAGCACATCAGGACACCCAGC-✁� 
✁✌� ✁�-GAGGATGTGGAGAGCCCCAGT-✁� 

116 60 

 
HOXA10 

S: ✁�-GAAAACAGTAAAGCCTCTCC-✁� 
✁✌� ✁�-ATAGAAACTCCTTCTCCAGC-✁� 

148 54 

 
L19 

✌� ✁�-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-✁� 
✁✌� ✁�-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-✁� 

99 60 

      S: sentido             AS: antisentido. Ta: temperatura de hibridización. 

 

La expresión de los genes mencionados se determinó mediante PCR en tiempo real, 

empleando oligonucleótidos diseñados específicamente mediante el software Vector NTI. 

Para cuantificar la expresión génica de AQPs (isoformas 1 a 9) fueron diseñados 9 pares de 

oligonucleótidos que permiten amplificar cada isoforma en particular. Respecto a las 

enzimas involucradas en el metabolismo de hormonas esteroideas; los oligonucleótidos 

diseñados permitieron cuantificar la expresión génica de las enzimas: P450(17a), 

�✁✠✄✄☎✑✁✝✞ �✁✠✄✆✍✎✟✞ ✝✗-HSD 1, ☎✞ ✝ ✡ ✠ ✡ ✝✗-�✁✂✖✞ ✕✖✗-�✁✂✕✞ ✕✖✗-�✁✂☎✞ ✕✖✗-HSD3 y 

✕✖✗-�✁✂✁✞ ✠✞-✞✕ ✡ ✠✞-R2, STS y de la proteína mitocondrial StAR. Para el diseño de los 

oligonucleótidos se tuvo en cuenta seleccionar oligonucleótidos sentido que hibridan en un 

exón diferente a su correspondiente antisentido, evitando así la amplificación de ADN 

genómico. Como control interno (gen de referencia) se utilizó la determinación de ARNm del 

gen de la proteína ribosomal L19 (Tabla 10). Una vez diseñados los oligonucleótidos se 

determinó la temperatura de hibridación (Ta) para cada amplicón obtenido a partir del 

análisis in silico utilizando el software Vector NTI. La especificidad de los oligonucleótidos 
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fue cotejada por comparación directa de su secuencia contra el genoma completo de Rattus 

norvegicus mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la página web del 

National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

La metodología utilizada para la cuantificación se basa en la detección y cuantificación ciclo 

a ciclo de una molécula fluorescente (en este caso se empleó Eva Green) que se intercala 

entre las hebras de ADN doble cadena. La fluorescencia es detectada y leída por un 

fluorómetro acoplado al termociclador a medida que transcurre la reacción de PCR. 

Los tubos de reacción para la PCR en tiempo real se construyeron con 5 µl de ADNc que se 

combinaron con HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Biocientífica; 

Rosario, Argentina) y 10 pmoles de cada oligonucleótido en un volumen final de 20 µl. El 

protocolo general de ciclado utilizado se muestra en la Tabla 10. Todas las muestras retro-

transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Las reacciones de RT se llevaron a 

cabo en un termociclador Applied Biosystems® (Thermo Fisher Scientific, Argentina). La 

pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de disociación y 

electroforesis en geles de agarosa de muestras elegidas al azar en cada corrida. Controles 

negativos (sin ADNc fueron) se incluyeron en todos los ensayos, los cuales no produjeron 

amplificación. 

   Tabla 10: Protocolo general de ciclado de PCR en tiempo real. 

 

Etapa 

 

Temperatura (ºC) 

 

Tiempo 

 

Nº de 
ciclos 

Desnaturalización inicial 95 15 min 1 
Desnaturalización 95 15 seg  

 
40 

Hibridación Específica para cada para de 
oligonucleótidos (Ta ) 

15 seg 

Extensión 72 15 seg 
Lectura Específica para cada amplicón 

(en general  se utilizó 81 °C) 
4 seg 

Incubación 10 10 min 2 

 

2.7.3 Cuantificación de los niveles de expresión relativa  

El cálculo de los niveles de expresión relativa de cada muestra se realizó utilizando el 

método del ciclo umbral (Ct) (Higuchi et al., 1993). El valor de Ct para cada muestra se 

calculó utilizando el software Applied Biosystems® (Thermo Fisher Scientific, Argentina) con 

un umbral de ajuste de fluorescencia automática (Rn). La expresión del ARNm de la 

proteína ribosómica L19 se utilizó como gen de referencia (control interno) ya que su 

expresión se mantuvo constante en todas las condiciones experimentales. La eficiencia (Ef) 

de la reacción de PCR para cada gen estudiado y para el gen de referencia (L19) fue 
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Figura 21. Esquema del diseño experimental utilizado para investigar los efectos del SOP sobre 
parámetros de fertilidad en ratas adultas jóvenes en DG18. La línea de tiempo indica los días 
postnatales (DPN). DG: día gestacional. sc: subcutánea.   

 

Aquellas ratas hembra que durante 3 semanas consecutivas no presentaron 

espermatozoides en su extendido vaginal, fueron consideradas no preñadas y con este dato 

se calculó el porcentaje de preñez (hembras preñadas/número de hembras apareadas × 

100).  

En DG18 se extrajeron los ovarios y se contó el número de cuerpos lúteos mediante 

visualización directa de los ovarios con lupa estereoscópica (Leica Corp., Buffalo, NY, EE. 

UU). Se identificó y cuantificó los sitios de implantación y la presencia de reabsorciones 

fetales. Las reabsorciones son embriones que se han implantado y cuyo crecimiento no 

progresó, se visualizan en los cuernos uterinos como una masa amorfa de aspecto 

blanquecino y de tamaño reducido  (Varayoud et al., 2011)(Figura 22).  

 

Figura 22. Fotografía representativa de sitios de implantación viables (punta de flecha), 
respectivamente y sitios de reabsorción (flecha) de rata preñada en DG18. 
 
 

4. EFECTO DEL SOP SOBRE EL DESARROLLO DE ALTERACIONES UTERINAS A 

LARGO PLAZO  

4.1 Procedimiento  

Se utilizó un tercer grupo de animales que fueron sometidos al protocolo experimental 

especificado previamente en la Sección 1.1 de Materiales y Métodos. Desde el DPN21, los 

animales fueron inyectados sc por 20 días consecutivos hasta el día postnatal DPN40 con: 

aceite de sésamo (grupo CONTROL) o con solución de DHEA (60 mg/kg pc /día, grupo 

SOP).  Una vez finalizado el tratamiento, DPN40 (última dosis), se dejó crecer los animales 

hasta aproximadamente el DPN540-720 (18-24 meses aproximadamente), momento en el 

que fueron sacrificados en diestro determinado por citología vaginal (Figura 23). Al 

momento del sacrificio se obtuvieron muestras de sangre y se diseccionaron ambos cuernos 
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5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados se expresan como la media ± SEM (Error Estándar de la Media). Los datos 

de dos grupos experimentales fueron analizados con el test de Mann-Whitney. Cuando fue 

apropiado, los datos fueron analizados por análisis de varianza unidireccional (ANOVA) y 

pruebas post-hoc de Bonferroni o prueba de Kruskal-Wallis seguidas de la prueba post-hoc 

de Dunn (SPSS-PASW Statistics v. 20).  

Se utilizó el test de la probabilidad exacta de Fisher para evaluar la incidencia de cada 

anormalidad uterina y el porcentaje de hembras preñadas en cada grupo experimental. La 

incidencia de anormalidades uterinas se expresó como el número de ratas afectadas con 

cada tipo de anormalidad uterina sobre el total de ratas por grupo experimental (expresado 

como %).  

Los valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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IV- RESULTADOS  

 



 

83 

 

1. HISTO-FUNCIONALIDAD UTERINA EN RATAS SOP EN LA ETAPA 

PERIPUBERAL 

Antes de investigar los efectos del SOP sobre la histofuncionalidad uterina, 

caracterizamos nuestro modelo de SOP. Para ello nos basamos en el criterio 

diagnóstico de Rotterdam, estudiando la morfología ovárica y el perfil endócrino de las 

ratas hembras sometidas al tratamiento androgénico previamente mencionado. 

1.1 Histología ovárica y perfil endócrino 

En DPN41, los niveles de T aumentaron significativamente en los animales inyectados 

con DHEA (grupo SOP) respecto a los que recibieron el vehículo (grupo CONTROL) 

(Figura 24A). Los ovarios de los CONTROLES mostraron folículos en diferentes 

etapas de desarrollo, indicativo de una morfología ovárica normal, mientras que los del 

grupo SOP exhibieron una apariencia hinchada con múltiples folículos quísticos 

(Figura 24B y C). No se observaron diferencias significativas en los niveles séricos de 

E2 y P4 entre los grupos experimentales (Tabla 11). 

 

 

Figura 24.  Niveles séricos de T e histología ovárica de ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU en 
DPN41. El gráfico de barras muestra los niveles séricos de testosterona en animales 
CONTROL y SOP. Cada columna representa la media + SEM de 9-10 ratas/grupo). El 
asterisco indica diferencias significativas (test de Mann-Whitney, * p<0,05). Las 
fotomicrografías son representativas de secciones de ovarios de ratas CONTROL (B) y SOP 
(C) en DPN41 teñidas con H-E. Los símbolos numerales indican formación de folículos 
quísticos. Escala: 200 µm. DPN41, día postnatal 41. 

 

 Tabla 11: Niveles séricos de E2 y P4 de ratas CONTROL y SOP en DPN41. 

HORMONA CONTROL SOP 

E2 (pg/mL) 62,4 ± 9,8 66,2 ± 1,9 

P4 (ng/mL) 9,3 ± 1,8 6,9 ± 2,3 
 Los valores se expresan como media ± SEM de 8 ratas/grupo. Test de Mann-Whitney.  
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La presencia de estructuras quísticas en los ovarios e hiperandrogenismo confirman 

que el síndrome se ha establecido adecuadamente en los animales tratados con 

DHEA.    

1.2 Efectos del SOP sobre la histomorfología uterina 

Se disecaron ambos cuernos uterinos, durante la inspección macroscópica se observó 

que los cuernos uterinos en las ratas SOP eran más grandes y opacos en 

comparación con los CONTROLES (Figura 25A). En los cortes histológicos teñidos 

con H-E de los animales SOP, el estroma uterino presentó un mayor espesor (Figura 

25B-C). Para determinar con que modificaciones celulares y/o tisulares estaban 

asociadas estos cambios, evaluamos espesor del estroma subepitelial y miometrio, 

densidad de núcleos uterinos, altura del epitelio luminal, densidad de glándulas, 

proliferación celular, organización de las fibras de colágeno y el contenido de agua.  

 

Figura 25. A) Fotografías representativas de úteros de ratas diseccionados en DPN41. 
Fotomicrografías de secciones uterinas teñidas con H-E de ratas CONTROL (B) y SOP (C). 
Barra de escala: 100 µm. ES: estroma subepitelial, Mio: miometrio 

 

1.2.1 Histología uterina 

Como se observa en la Figura 26A y B, el análisis histológico demostró aumentos 

significativos en la altura epitelial y la densidad glandular en los animales con SOP. 

Estos resultados no se asociaron con cambios en la proliferación celular. Por otro lado, 

el espesor del estroma subepitelial y del miometrio aumentó en ratas SOP (Figura 

26C y D). El aumento en el espesor uterino fue acompañado por una reducción 

significativa de la densidad celular tanto en el estroma subepitelial como en miometrio 

(Figura 26C y D). Se observaron correlaciones negativas entre el grosor y la densidad 

celular en ambos compartimentos uterinos (estroma subepitelial: r = 0,6236, P = 

0,0009; miometrio: r = 0,7620, P = 0,0004). 

A continuación, estudiamos si las alteraciones en la densidad celular pueden deberse 

a cambios en la proliferación celular. En el miometrio, la incorporación de BrdU no 
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demostró diferencias entre grupos experimentales (Figura 26D), mientras que en el 

estroma subepitelial disminuyó la actividad proliferativa en las ratas SOP (Figura 26C).  

 
Figura 26. Cuantificación de parámetros histológicos en los compartimentos uterinos de los 
grupos CONTROL y SOP en DPN41. Cada columna representa la media ± SEM de 9-10 
ratas/grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas (test de Mann-Whitney, * p<0,05).  
DPN41: día postnatal 41.  

 

Para determinar si los cambios en el espesor del útero estaban asociados a cambios 

en el espacio extracelular, evaluamos la organización de las fibras de colágeno y el 

contenido de agua.   

1.2.2 Organización de las fibras de colágeno  

Como se observa en la Figura 27, la organización de las fibras de colágeno, tanto en 

el estroma subepitelial como en el miometrio, fue mayor en ratas SOP. Esto lo 

demuestra el aumento en la birrefringencia de las fibras de colágeno en las ratas SOP 

(Figura 27E y F).   
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Figura 27. Efecto del SOP en la organización de las fibras de colágeno en el útero de ratas de 
DPN41. Las secciones uterinas fueron estudiadas utilizando la tinción con 
Picrosirius/Hematoxilina y observando las estructuras birrefringentes de las fibras de colágeno 
con iluminación convencional (A y B) y microscopía de polarización (C y D) en el mismo campo. 
Barra de escala: 50 µm. Cuantificación de fibras de colágeno organizadas en el estroma 
subepitelial y miometrio (E y F). Cada columna representa la media ± SEM de 9 a 10 
ratas/grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas (test de Mann-Whitney, * p<0,05). 
DPN41, día postnatal 41.  

 

1.2.3 Contenido de agua en el útero 

Evaluamos si se modificó el espacio extracelular debido a un proceso de 

edematización y para esto se determinó el contenido de agua en el útero. En la Tabla 

12 muestra los valores de los pesos uterinos (mg/cm). Hubo un aumento del contenido 

de agua en las ratas SOP (CONTROL 9,42 + 1.87 mg/cm vs SOP 24,49 + 1,39 

mg/cm, p< 0,05, test de Mann Whitney). Este parámetro fue calculado como (peso 

húmedo/longitud ✂peso seco del útero/longitud). 
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Tabla 12: Peso húmedo y seco del útero (mg/ cm) en ratas CONTROL y SOP de DPN41. 

Parámetro CONTROL     SOP  

Peso húmedo 11,8 ± 1.5 30,6 ± 1,3  

Peso seco 2,4 ± 0,3 6,1 ± 0,3 

Los valores se expresan como media ± SEM de 6-8 ratas/grupo.  
 

Además, se estudió la expresión de AQP como mediadores del transporte de agua 

dentro del útero. Demostramos que en el útero de rata se expresan varios transcriptos 

de estas proteínas. A excepción de AQP6, AQP1-9 se detectaron en el tejido uterino. 

Los niveles de ARNm de AQP1, 2, 4, 5 y 9 fueron similares entre los grupos 

experimentales (Figura 28). Sin embargo, en las ratas SOP aumentó la expresión del 

ARNm de AQP3 y 8 y disminuyó la expresión del ARNm de AQP7 (Figura 28). 

 

 

Figura 28. Expresión uterina de los ARNm de AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP5, AQP7, 
AQP8 y AQP9 en los grupos CONTROL y SOP de DPN41. Cada columna representa la media 
± SEM de 9 a 10 ratas/grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas (test de Mann-
Whitney, * p<0,05). AQP: acuaporina; DPN41: día postnatal 41.  

 

Considerando que el útero es un órgano hormonodependiente y que los procesos 

regulados por las hormonas esteroides ocurren a través de la unión a sus receptores 

específicos, estudiamos la presencia de los RA y RE-✞ ✌✁ ✌✄ ✁☞✌✍✎ ✑✌ ✄✎☛ ✆✁✏✟✆✄✌☛

experimentales. 
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1.2.4 Receptores de hormonas esteroideas: RA y RE-✁  

La Figura 28 muestra fotomicrografías representativas de la inmunomarcación del RA 

en cortes histológicos de útero de ratas CONTROL y SOP. La expresión del RA se 

indujo después del tratamiento con DHEA. En el epitelio luminal y glandular, la 

proteína fue localizada principalmente en el citoplasma, mientras que en el estroma 

subepitelial y miometrio, la marcación fue nuclear (Figura 28). La expresión proteica 

del RE-✞ �✠✌ ☛✏✟✏✄✆✍ ✌✁☞✍✌ ✄✎☛ ☛✍✠✡✎☛ ✌�✡✌✍✏✟✌✁☞✆✄✌☛ ✄Tabla 13). 

 
Figura 29: Expresión del RA en el útero de ratas CONTROL y SOP de DPN41. 
Fotomicrografías representativas de secciones uterinas inmunmarcadas para el RA de los 
grupos CONTROL (A) y SOP (B). Barra de escala: 100 µm. Las imágenes amplificadas 
muestran el patrón de marcación del RA en epitelio glandular y estroma subepitelial. RA: 
receptor de andrógeno. DPN41: día postnatal 41. 

 
 
Tabla 13: Niveles de expresión del RE-✝ ✁✆ ✁✑✒✎✏✟✓ ✑✂�✁✍✕✒✁✠✕✓✠ ✆ ✟✕✏✟✁✒✎✕✏ �✁ ✁✒✁✎✏ �✁ ✎✓✒✓✑

CONTROL y SOP en DPN41. 

Compartimento CONTROL SOP 

Estroma subepitelial 2,0 ± 0,6 1,4 ± 0,3 

Miometrio 0,6 ± 0,2 0,9 ± 0,2 
Los valores se expresan como media ± SEM de 8 ratas/grupo. Test de Mann-Whitney. La 
proteína se cuantificó por DOI (densidad óptica integrada). Las unidades se expresan como 
unidades relativas adimensionales. 
 
 
Teniendo en cuenta que el SOP se presenta con exceso de niveles séricos de 

andrógenos y que el RA fue inducido en el útero de estos animales, nos preguntamos 

cuáles de los cambios observados en el útero de animales con SOP son mediados por 

los andrógenos. Para ello agregamos un grupo experimental (grupo SOP+FLU) en el 

que se estudiaron los parámetros antes descriptos. Estos resultados se comentan a 

continuación. 



 

89 

 

1.3 Efectos de la inhibición del RA sobre el útero ratas con SOP 

En ratas SOP+FLU se evaluaron los ciclos estrales, los niveles séricos de T y la 

histomorfología ovárica.   

1.3.1 Ciclos estrales, histología ovárica y perfil endócrino 

Las ratas de los grupos SOP y SOP+FLU no ciclaron presentando ausencia de estro y 

diestros prolongados con leucocitos en sus extendidos vaginales. Los niveles séricos 

de T fueron más altos en estos dos grupos en comparación con las ratas con vehículo 

(Figura 30A). Los ovarios de las ratas de los grupos SOP y SOP+FLU exhibieron una 

apariencia hinchada con folículos quísticos (Figura 30B-C). Estos resultados 

demuestran que el SOP fue inducido por el tratamiento con DHEA y que la FLU no 

alteró esta condición. 

 

Figura 30: Niveles séricos de T e histología ovárica en ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU de 
DPN41 (A). El gráfico de barras muestra los niveles séricos de T. Cada columna representa la 
media ± SEM de 6-7 ratas/ grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05, 
Kruskal-Wallis seguido del post-test de comparación Múltiple de Dunn). Fotomicrografías 
representativas de ovarios teñidos con H-E de ratas CONTROL (B), SOP (C) y SOP+FLU (D). 
Los asteriscos indican la formación de folículos quísticos. DPN41: día postnatal 41. Barra de 
✁✑✔✓✠✓� �✂✂ ✄✟�   

 

En la Tabla 14 se presentan los valores séricos de E2 y P4 para todos los grupos 

experimentales. No hay diferencias significativas en los niveles séricos de estas 

hormonas entre grupos experimentales en DPN41. 

Tabla 14: Niveles séricos de E2 y P4 en animales CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. 

Hormonas CONTROL SOP SOP+FLU 

E2 (pg/mL) 66 ± 4 56,8 ± 3,8 56,3 ± 2,5 

P4 (ng/mL) 9,9 ± 2,1 6,9 ± 2,3 4,4 ± 2,4 
Los valores se expresan como media ± SEM de 8 ratas/grupos. Test de Kruskal-Wallis. 

 



 

90 

 

1.3.2 Histomorfología uterina 

En el análisis histomorfológico observamos cambios uterinos entre los animales SOP y 

CONTROLES (Sección 1.2.1 de Resultados). Además de los parámetros 

previamente mencionados, se estudiaron anormalidades uterinas en ratas 

CONTROLES, SOP y SOP+FLU.  

1.3.2.1 Anormalidades uterinas 

La histología uterina del grupo CONTROL mostró un epitelio luminal columnar simple, 

glándulas tubulares revestidas con epitelio cúbico simple, rodeadas por un estroma 

endometrial estratificado y dos capas típicas de miometrio (Figura 31A). El análisis de 

la histomorfología uterina de los grupos SOP y SOP+FLU demostró la presencia de 

diferentes lesiones: focos de endometrio con estratificación del epitelio luminal (Figura 

31B-C), lúmenes intraepiteliales que presentaban tinción PAS positiva (Figura 31D), 

formación de glándulas intraepiteliales (Figura 31E) y pólipos (Figura 31F). 

 

Figura 31. Anomalías en el epitelio luminal del útero de ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU de 
DPN41. Las secciones uterinas fueron teñidas con H-E (A-C) y (E-F) y con PAS (D). Se 
identificaron las siguientes anormalidades: endometrio con focos de estratificación del epitelio 
luminal (asterisco, B y C), lúmenes intraepiteliales (punta de flecha, D), formación de glándulas 
intraepiteliales (flecha negra, E) y Pólipos (F). DPN41: día postnatal 41. Barra de escala: 50 
✄✟� 

 

La Tabla 16, muestra la incidencia de anormalidades en el epitelio luminal. Se observó 

un aumento de anormalidades en el epitelio luminal en las ratas SOP y SOP+FLU 

respecto a los CONTROLES. 
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Tabla 16: incidencia de anormalidades en el epitelio luminal uterino de ratas CONTROL, SOP 
y SOP+FLU. 

ANORMALIDADES EN EPITELIO LUMINAL 

Anormalidades CONTROL SOP SOP+FLU 

Anomalías en epitelio luminal ✟    2/7 (28,6%) a 11/11 (100%) b 7/8 (87,5%) b 

Epitelio luminal estratificado 0/7 (0%) a 8/11 (72.7%) b 5/8 (62,5%) b 

Lumen intraepitelial 

(PAS positivos) 

0/7 (0 %) a 8/11 (72.7%) b 7/8 (87,5%) b 

Glándula intraepitelial 2/7 (28,6%) a 10/11 (90,9%) b 7/8 (87,5%) b 

Pólipos 0/7 (0%) a 8/11 (72,7%) b 5/8 (62,5%) b 
�: este parámetro tiene en cuenta la presencia de al menos 1 de las anomalías detalladas en la 
tabla.   Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05, Test de Fisher). 

 

Con relación a la histología de las glándulas uterinas en el grupo SOP y SOP+FLU se 

observaron varias anormalidades: glándulas quísticas (Figura 32B), conglomerados 

de glándulas (Figura 32C-D), glándulas con metaplasia (Figura 32E) y glándulas con 

atipia celular (Figura 32F). 

 

Figura 32. Anormalidades glandulares en el útero de ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU de 
DPN41. Las fotomicrografías son secciones uterinas teñidas con Picrosirius-Hematoxilina. Se 
identificaron las siguientes anormalidades glandulares: glándulas quísticas, dilatadas y/o 
tortuosas (asterisco, B), conglomerados de glándulas (punta de flecha blanca C) y glándula con 
glándulas hijas D), glándula con metaplasia (flecha blanca, E) y glándulas con atipia celular 
(flecha negra, D y F). DPN41� �✁✓ ✍✏✑✒ ✆✓✒✓✠ ✁✖� ☎✓✎✎✓ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ✁✂ ✄✟� 

 

En la Tabla 17 se puede observar que la incidencia de anomalías glandulares fue 

mayor en los grupos SOP y SOP+FLU. En las ratas SOP y SOP+FLU hubo un 
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aumento en la incidencia de glándulas con atipia celular. Además, en el grupo 

SOP+FLU aumentó el porcentaje de glándulas quísticas con respecto al CONTROL 

sin alcanzar diferencias respecto a los animales del grupo SOP. 

 

Tabla 17: Incidencia de anormalidades en glándulas uterinas de ratas CONTROL, SOP y 
SOP+FLU. 

ANORMALIDADES EN EPITELIO GLANDULAR 

      Anormalidades CONTROL SOP SOP+FLU 
Anomalías en epitelio glandular  �     0/7 (0%) ab 10/11 (90,9%) b 8/8 (100 %) b 

Glándulas quística     0/7 (0%) a 5/11 (45,5%) ab 5/8 (62,5%) b 

Conglomerados  
de glándulas y GGH 

    0/7 (0%) a 5/11 (45,5%) a 4/8 (50%) a 

Glándulas con metaplasia  0/7 (0%) a 2/11 (18,2%) a 3/8 (37,5%) a 

Glándulas con atipia celular    0/7 (0%) a 6/11 (54,5%) b 8/8 (100%) b 

�: este parámetro tiene en cuenta la presencia de al menos 1 de las anomalías detalladas en la 
tabla. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05, Test de Fisher). 
GGH: glándulas con glándulas hijas.  

 

1.3.2.2 Parámetros histomorfométricos  

En el grupo SOP, la altura epitelial, la densidad glandular y el espesor del estroma 

subepitelial y el miometrio aumentaron, mientras que la densidad de núcleos del 

estroma subepitelial y miometrio disminuyeron (Tabla 18). Las ratas SOP+FLU 

demostraron un menor aumento del espesor miometrial respecto al grupo SOP.  

Tabla 18: Análisis morfométrico de secciones uterinas de ratas de los grupos CONTROL, SOP 
y SOP+FLU en DPN41. 

Parámetro CONTROL SOP SOP+FLU 

         Altura del  
epitelio luminal (µm) 

 
21,9 ± 2,2 a 

 
44.2 ± 5,2 b 

 
8.4 ± 3,8 b 

           Densidad  
de glándulas (%) 

 
2,3  ± 0,2 a 

 
2,7 ± 0,1 b 

 
3,1 ± 0,3 b 

Espesor del estroma     
subepitelial (µm) 

 
52,9 ± 16,4 a 

 
294,4 ± 33,1 b 

 
258,6 ± 40,1 b 

Espesor 
del miometrio (µm) 

 
145,1 ± 13,8 a 

 
360,5± 32,9 b 

 
230,6± 16,3 c 

Densidad de núcleos 
en estroma 

subepitelial (%) 

 
40,7 ± 5, 5 a 

 
25,8 ± 1,3 b 

 
28, 5 ± 1,7 b 

Densidad de núcleos 
en miometrio (%) 

 
40,1 ± 1,9  a 

 
19, 6 ± 2,0 b 

 
2,1 ± 1,2 b 

Los valores se expresan como media ± SEM de 8 animales/grupo. Letras diferentes indican 
�✕✞✁✎✁✆✔✕✓✑ ✑✕✝✆✕✞✕✔✓✒✕✄✓✑ ✁✆✒✎✁ ✠✏✑ ✝✎✂✍✏✑ ☎✍�✂☛✂✁☛ ✒✁✑✒ �✁ Kruskal-Wallis seguido de prueba de 
comparación múltiple de Dunn). 
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1.3.2.3 Estudio de la matriz extracelular   

Las ratas SOP presentaron un aumento en la organización de las fibras de colágeno 

(Figura 33D-E) mostrando una mayor área ocupada por estructuras con alta 

birrefringencia en el estroma subepitelial y el miometrio (Figura 33A-B). Por el 

contrario, en el grupo SOP+FLU la organización de las fibras de colágeno en ambos 

compartimentos uterinos fue menor a la del grupo SOP (Figura 33C) y semejante a la 

del CONTROL (Figura 33A). 

 

Figura 33. Efectos de la inhibición del RA sobre la organización de las fibras de colágeno en el 
útero de ratas de los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. Fotomicrografías de 
secciones uterinas teñidas con Picrosirius/Hematoxilina (A-C). Sobre estas secciones se 
estudió la organización de las fibras de colágeno utilizando luz polarizada. Barra de escala: 100 
µm Cuantificación de las fibras de colágeno birrefringentes en estroma subepitelial uterino y 
miometrio (D-E). Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 ratas/grupo. Diferentes 

letras indican diferencias significativas entre grupos ✁✂✄ ☎✆☎✝✆ ✞✟✠✞ ✡✟ Kruskal-Wallis seguido de 
prueba de comparación múltiple de Dunn). 

 

En la Tabla 19 muestra los valores de los pesos uterinos (mg/cm). El estudio del 

contenido de agua uterino demostró que en los grupos SOP y SOP+FLU fue similar y 

mayor en comparación con el CONTROL (CONTROL: 9,17 ± 1,43 mg/cm, SOP: 24,49 

± 1,03 mg/cm y SOP+FLU: 23,65 ± 1,21 mg/ cm, p < 0.05, test de Kruskal-Wallis 

seguido de prueba de comparación múltiple de Dunn) 
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Tabla 19 Peso húmedo y seco del útero (mg/ cm) de ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU en 
DPN41. 

Parámetro CONTROL SOP  SOP+FLU 

Peso húmedo 11,8 ± 1.5 30,6 ± 1.3  29,6 ± 1.4 

Peso seco  2,4 ± 0,3 6,1 ± 0,3 5,9 ± 0,4 

Los valores se expresan como media ± SEM de 6-8 ratas/grupo.  
. 

Previamente, habíamos demostrado que la expresión de los ARNm de las AQP 3, 7 y 

8 se modificó en el útero de los animales SOP (Sección 1.2.3 de Resultados). Ahora 

investigamos si estos cambios en la expresión de los ARNm podrían estar mediados a 

través del RA y, además, estudiamos la localización celular y cuantificamos la 

expresión proteica de dichas AQPs.   

Como habíamos mencionado, en el grupo SOP demostramos mayor expresión del 

ARNm de AQP3 y 8 y menor expresión de ARNm de AQP7 versus el CONTROL. 

Cuando se administró FLU (grupo SOP+FLU) la expresión del ARNm de AQP3 y 

AQP7 no presentó cambios respecto al grupo SOP (Figura 34). Por el contrario, la 

inducción en los niveles de ARNm de AQP8 en las ratas SOP no se evidenció en el 

grupo SOP+FLU, detectándose niveles de transcriptos comparables al útero del grupo 

CONTROL (Figura 34). 

 

Figura 34. Cuantificación de la expresión de ARNm de AQP3, AQP7 y AQP8 en útero de ratas 
CONTROL, SOP y SOP+FLU. Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 ratas/grupo. 
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05, Kruskal-Wallis 
seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn). 

 

Al estudiar la localización celular y los niveles de expresión de AQP3, 7 y 8 en todos 

los compartimentos uterinos, utilizando IHQ, se observó que AQP3 y AQP8 se 

expresaron en el epitelio luminal y glandular, estroma subepitelial y miometrio (Figura 

35A-F y M-R, respectivamente), mientras que AQP7 solo se localizó en el epitelio 

luminal y glandular en los grupos experimentales (Figura 35G-L). 
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Figura 35. Expresión uterina de AQP3, 7 y 8 de ratas de los grupos CONTROL, SOP y 
SOP+FLU en DPN41. Las fotomicrografías muestran secciones uterinas inmunomarcadas para 
AQP3 (A-C), AQP7 (G-I) y AQP8 (M-O) en las células epiteliales y el estroma subepitelial, y 
para AQP3 (D-F), AQP7 (J-L) y AQP8 (P-R) en el miometrio. DPN41: día post natal 41. Barra 
de escala: 50 µm. 

 

Cuando cuantificamos la expresión proteica demostramos que los niveles de expresión 

de AQP3, 7 y 8 disminuyó en epitelio luminal del grupo SOP y SOP+FLU en 

comparación al CONTROL (Figura 36A, E y G). La expresión de AQP7 también 

disminuyó en epitelio glandular de ambos grupos experimentales (SOP y SOP+FLU) 

(Figura 36F).  
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En miometrio, previamente demostramos una inducción de la expresión de AQP8 en 

las ratas SOP, mientras que en el grupo SOP+FLU no se observó esa inducción 

(Figura 36J). 

 

Figura 36. Cuantificación de las proteínas de AQP3, AQP7 y AQP8 en el útero de ratas 
CONTROL, SOP y SOP +FLU en DPN41. Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 
ratas/grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05, 
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn). DPN41: día post natal 
41. 

 

1.3.3 Recambio celular, expresión de PTEN, IGF-1 e IGF-1R 

Se determinó la proliferación celular, el índice de apoptosis y la proporción 

proliferación/apoptosis en todos los compartimentos uterinos (Figura 37). En el grupo 

SOP, la proliferación celular disminuyó en el estroma subepitelial, mientras que la 

apoptosis aumentó en el epitelio luminal y glandular y miometrio (Figura 37A-H). Estos 

cambios dieron como resultado una menor relación proliferación/apoptosis en el 

epitelio glandular y estroma subepitelial (Figura 37J-K). En ratas del grupo SOP+FLU, 

la apoptosis no fue inducida en el miometrio (Figura 37H) y la proliferación celular 

disminuyó en dicho compartimiento, dando como resultado una menor relación 

proliferación/apoptosis (Figura 37L). 
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Figura 37. Cuantificación de la proliferación celular (incorporación de BrdU, A-D), índice de 
apoptosis (E-H) y relación proliferación/apoptosis (I-L), en todos los compartimentos uterinos de 
ratas CONTROL, SOP y SOP +FLU en DPN41. Cada columna representa la media ± SEM de 
5�7 ratas/grupo. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05, 
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn. DPN41: día post natal 
41.  

 

Para evaluar si PTEN está implicada en la regulación de la proliferación celular 

investigamos su expresión en todos los compartimentos uterinos. Para ello, 

generamos un anticuerpo policlonal anti-PTEN (como ya se mencionó en la Sección 

2.6 de Materiales y Métodos). La caracterización del antisuero se muestra en la 

Figura 38A y B. En el ensayo de Western-blot, se detectó una banda específica de 55 

kDa en muestras de útero utilizando el antisuero anti-PTEN (Figura 38A). Por IHQ se 

demostró inmunomarcación de PTEN en las células del estroma subepitelial y del 

miometrio. Esta marcación estuvo ausente cuando el suero-PTEN se pre-incubó con el 

péptido PTEN-GST utilizado como inmunógeno, demostrando su especificidad (Figura 

38B).  
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Figura 38. Caracterización del antisuero-PTEN utilizando Western blot e IHQ en el útero de 
rata. Resultados del Western blot (A). Se detectó la proteína PTEN (55kDa), SNC: el control 
negativo se realizó reemplazando el anticuerpo primario con suero de conejo no inmune. La 
inmunorreactividad del anticuerpo se evaluó mediante IHQ en el útero (B). Fotomicrografías 
representativas que muestran la inmunomarcación de PTEN en estroma subepitelial y 
miometrio (imagen izquierda) y la ausencia de inmunotinción luego de preabsorber el antisuero 
obtenido con el antígeno PTEN-GST (imagen derecha). Barra de escala: 50 µm. ES: estroma 
subepitelial, Mio: miometrio, PM: patrón de peso molecular. SNC: suero normal de conejo. IHQ: 
inmunohistoquímica. 
 
 

La cuantificación de la expresión de PTEN en el epitelio luminal, estroma subepitelial y 

en miometrio demostró que la proteína disminuye en las ratas SOP. La expresión en el 

epitelio glandular fue similar entre ambos grupos experimentales. En las ratas 

SOP+FLU se observaron similares resultados que el grupo SOP (Figura 39B). 
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Figura 39. Expresión de PTEN en el útero de ratas de los grupos CONTROL, SOP y 
SOP+FLU en DPN41. Las fotomicrografías muestran cortes uterinos inmunomarcados para 
PTEN. Las imágenes se obtuvieron de secciones sin contracolorear con H-E (A-C). Barra de 
escala: 50 µm. Cuantificación de la expresión de PTEN en todos los compartimentos uterinos 
(B). Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 ratas/grupo. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de 
comparación múltiple de Dunn). EL: epitelio luminal; ES: estroma subepitelial; EG: epitelio 
glandular; DPN41: día post natal 41. 

 

También se estudió la expresión IGF-1 y IGF-1R como posibles mediadores de la 

proliferación celular. La expresión del ARNm de IGF-1 fue mayor en las ratas SOP y 

SOP+FLU; mientras que la expresión del ARNm de IGF-1R fue mayor sólo en ratas 

SOP+FLU (Figura 40). 

 

 
Figura 40. Cuantificación de la expresión de ARNm de IGF1 e IGF-1R en útero de ratas 
CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 
ratas/grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05; ANOVA 
seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni). DPN41: día post natal 41. 

 

1.3.4 Expresión de moléculas relacionas con la diferenciación celular uterina 

�✎☛ ☛✌✁✌☛ �✁✆✠✆✞ �✁✆✖✆✞ ✗-catenina y HOXA10 están implicados en el desarrollo 

del tracto reproductor femenino, así como también, en procesos de diferenciación 

uterina. En la Figura 41 se resume el patrón de expresión proteica y los cambios en la 

expresión del ARNm de dichos genes que hemos obtenido. Las proteínas WNT5a, 

WNT7a y HOXA10 se expresaron en todos los compartimentos uterinos. Mientras que 

✄✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✗-catenina sólo se observó en la membrana celular de las células del 

epitelio luminal y glandular (Figura 41I-K). 

El ARNm de WNT5a disminuyó en las ratas del grupo SOP y un efecto similar ocurrió 

en el grupo SOP+FLU (Figura 41D). La expresión de WNT7a fue similar entre los tres 

grupos experimentales (Figura 41H✝✟ �✎✍ ✎☞✍✎ ✄✆✑✎✞ ✄✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✗-catenina en SOP 

aumentó en comparación al grupo CONTROL; sin embargo, en el grupo SOP+FLU no 

✆✠✄✎ ✑✏�✌✍✌✁�✏✆☛ ✌✁ ✄✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✗-catenina respecto a los otros grupos. Respecto 

a la expresión de HOXA10, se puede observar que en las ratas del grupo SOP, fue 
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similar al grupo CONTROL. Sin embargo, en el grupo SOP+FLU ocurrió una 

disminución del HOXA10 respecto a los otros grupos experimentales (Figura 41P). 

 
Figura 41: ��✍✎✁✑✕✞✆ �✁ ✁✂✄✁✓☛ ✗✓☛ ✘-catenina y HOXA10 en el útero de ratas pertenecientes 
a los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. Las fotomicrografías muestran 
secciones uterinas inmunomarcadas para (A-C) WNT5a, (E-G) WNT7a, (I-✄✡ ✘-catenina y (M-
O) HOXA10 en ratas CONTROL, SOP y SOP+FLU. Las imágenes se obtuvieron de secciones 
sin contracolorear con H-�� ☎✓✎✎✓ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ✁✂ ✄✟� EL: epitelio luminal, EG: epitelio glandular, 
ES: estroma subepitelial y Mio: miometrio. Cuantificación de la expresión del ARNm de las 
moléculas estudiadas (D, H, L y P). Cada columna representa la media ± SEM de 5-7 
ratas/grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05; Kruskal-
Wallis seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn). DPN41: día post natal 41. 
 

1.3.5 Enzimas involucradas en el metabolismo de esteroides  

En el tejido uterino podría existir un desbalance en los niveles de hormonas 

esteroideas en las ratas SOP, debido a modificaciones en la expresión de enzimas 

esteroidogénicas. Para evaluar el estado endócrino a nivel tisular, se estudió la 

expresión de las enzimas implicadas en la esteroidogénesis uterina. Los transcriptos 

✑✌� ✁☞✁✞✞ ✝✞-�✁✂✞ ✝✗-�✁✂✕✞☎✞✝ ✡ ✠ ✡ ✝✗-�✁✂✖✞ ✠✞-✞✕✞ �✁✠✄✆✍✎✟✞ �✁✠✄✄☎✑✁✝✞ ✕✖✗-

�✁✂✕✞ ✕✖✗-�✁✂☎✞ ✕✖✗-�✁✂✝ ✡ ✕✖✗-HSD4 y STS mostraron niveles detectables y 
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cuantificables en todos los grupos experimentales, mientras que fue indetectable la 

✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✠✞-✞☎ ✡ �✁✠✄✄✕✖✞✝ ✄Figura 42). La expresión de StAR disminuyó en las 

ratas SOP como en las SOP+FLU. En los animales del grupo SOP, se observó un 

✆✠✟✌✁☞✎ ✑✌ ✄✆ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ �✁✠✄✆✍✎✟✞ ✕✖✗-�✁✂☎ ✡ ✠✞-R1 mientras que en los 

animales del grupo SOP+FLU no se observó el aumento de P450arom (Figura 42).   

 

Figura 42. Cuantificación del ARNm de enzimas esteroidogénicas en útero de ratas 
CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. Letras distintas indican diferencias significativas 
entre los grupos (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de comparación múltiple de 
Dunn). Los valores fueron representados como la media ± SEM de 5-7 ratas/grupo. DPN41: día 
post natal 41. 

 

Debido a que el ARNm de la enzima P450arom se modificó en los animales SOP, pero 

no en los animales SOP+FLU, evaluamos la presencia de la proteína por IHQ. Se 

observó inmunomarcación en epitelio luminal, epitelio glandular, miometrio, y en menor 

medida en el estroma subepitelial uterino (Figura 43).  
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Figura 43. Expresión de P450arom en el útero de ratas de los grupos CONTROL, SOP y 
SOP+FLU en DPN41. Fotomicrografías representativas de secciones uterinas mostrando la 
inmunomarcación de P450arom en epitelio luminal (EL) y glandular (EG), estroma subepitelial 
(ES) (A-D) y miometrio (Mio) (E-H). Barra de escala 50 µm. DPN41: día post natal 41. 

 

En la Figura 44 se muestran los resultados de la expresión de P450arom en los 

compartimentos uterinos. En ratas SOP, la expresión de P450arom aumentó en el 

epitelio luminal, mientras que en los animales tratados con el antagonista del RA hubo 

cantidades similares al grupo CONTROL. En el epitelio glandular de las ratas 

SOP+FLU, la expresión de P450arom uterina disminuyó en comparación con las ratas 

SOP (Figura 43). La expresión de P450arom en el estroma subepitelial fue similar 

entre los grupos experimentales. En el miometrio, se observa un aumento de la 

expresión de dicha enzima en el grupo SOP pero que no fue estadísticamente 

significativa.   

 

Figura 44.  Cuantificación de P450arom en epitelio luminal y glandular, estroma subepitelial y 
miometrio en los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU en DPN41. Letras distintas indican 
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de 
comparación múltiple de Dunn). Los valores fueron representados como la media ± SEM de 5-7 
ratas/grupo. DPN41: día post natal 41. 
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1.3.6 Receptores de hormonas esteroideas: RE-✁� ✁✂ ✄ ✁☎ 

La expresión proteica del RP fue similar entre los grupos experimentales, tanto en el 

estroma subepitelial (CONTROL: 0,39 ± 0,09, SOP: 0,52 ± 0,12 vs SOP+FLU: 0,33 ± 

0,09) como en el miometrio (CONTROL: 0,50 ± 0,21, SOP: 0,70 ± 0,15 vs SOP+FLU: 

0,49 ± 0,11).  

La expresión de ARNm del RE-✞ ☞✆✟✄✏☎✁ �✠✌ ☛✏✟✏✄✆✍ ✌✁☞✍e los grupos experimentales 

(Figura 45A). La expresión de la proteica del RE-✞ �✠✌ ☛✏✟✏✄✆✍ ✌✁☞✍✌ ✄✆☛ ✍✆☞✆☛ ✑✌ ✄✎☛

grupos CONTROL y SOP disminuyó en el grupo SOP+FLU tanto en el estroma 

subepitelial como en el miometrio (Figura 45B-C). 

 
Figura 45. Expresión de RE-✝ ✁✆ ✁✠ ✁✒✁✎✏ �✁ ✎✓✒✓✑ �✁ ✠✏✑ ✝✎✂✍✏✑ CONTROL, SOP y SOP+FLU 
en DPN41. Cuantificación de la expresión del ARNm de RE-✝ ✁✆ ✠✏✑ ✝✎✂✍✏✑ CONTROL, SOP y 
SOP+FLU (A). Fotomicrografías de secciones uterinas inmunomarcadas para RE-✝ ☎☎✡� ✂✓✑

imágenes se obtuvieron de secciones uterinas sin contracolorear con H-E. Cuantificación de la 
expresión proteica del RE-✝ ✁✆ ✁✠ ✁✑✒✎✏✟✓ ✑✂�✁✍✕✒✁✠✕✓✠ ✆ ✟✕✏✟✁✒✎✕✏ �✁ ✎✓✒✓✑ CONTROL, SOP y 
SOP+FLU de DPN41 (C).) Cada columna representa la media ± SEM de 7�8 ratas/grupo. 
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05; Kruskal-Wallis 
seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn). DPN41: día post natal 41. Barra de 
✁✑✔✓✠✓� ✖✂✂ ✄✟� 
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Por otro lado, la expresión del ARNm del RA fue mayor en el grupo SOP en 

comparación al CONTROL. En el grupo SOP+FLU la expresión de este mensajero fue 

similar al CONTROL (Figura 46A). 

Al analizar la expresión de la proteína, observamos que en el estroma subepitelial, la 

expresión del RA fue similar al del ARNm (Figura 45C). En el miometrio, las ratas 

SOP demostraron mayor expresión proteica del RA (Figura 46C), mientras que en el 

grupo SOP+FLU no se obtuvieron diferencias significativas respecto a los otros dos 

grupos.  

 
Figura 46. Expresión de RA en el útero de ratas de los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU 
en DPN41. Cuantificación de la expresión de RA en animales de los grupos CONTROL, SOP y 
SOP+FLU (A). Cada columna representa la media ± SEM de 5�7 ratas/grupo. Fotomicrografías 
de secciones uterinas inmunomarcadas para RA (B). Las imágenes se obtuvieron de secciones 
uterinas sin contracolorear con H-E. Cuantificación de la expresión proteica del RA en el 
estroma subepitelial y miometrio en los grupos CONTROL, SOP y SOP+FLU de DPN41 (C). 
Cada columna representa la media ± SEM de 7�8 ratas/grupo. Letras diferentes indican 
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05; Kruskal-Wallis seguido de la prueba de 
comparación múltiple de Dunn). DPN41� �✁✓ ✍✏✑✒ ✆✓✒✓✠ ✁✖� ☎✓✎✎✓ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ✖✂✂ ✄✟� 
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2. SOP E HISTO-FUNCIONALIDAD UTERINA A LARGO PLAZO  

2.1. Fertilidad de la rata en DG18 

La eficiencia reproductiva de las hembras SOP fue evaluada mediante la 

determinación del número de sitios de implantación, de reabsorciones fetales, ovocitos 

ovulados (cuerpos lúteos, CL) y el porcentaje de hembras preñadas al DG18. En la 

Figura 47 se resumen estos resultados, no observándose cambios en los grupos 

estudiados.  

 

Figura 47. Efecto del SOP sobre la eficiencia reproductiva de ratas CONTROL-DG18 y SOP-
DG18. Cada columna representa la media ± SEM de 10-11 ratas/grupo; (* p<0.05, prueba U de 
Mann-Whitney o test de Fisher). DG: día gestacional. 

 

2.2. Anomalías uterinas  

2.2.1 Perfil hormonal de rata hembra de 18-24 meses 

La Tabla 20 muestra los valores de hormonas esteroideas séricas. En el 77.8% de las 

ratas CONTROL-AM se pudieron determinar valores de E2, mientras que en SOP-AM 

fue el 100% y, además, presentaron valores más altos. La P4 fue detectable en el 

100% de las ratas CONTROL-AM y SOP-AM; sin mostrar diferencias. En cuanto a los 

niveles séricos de T, un 33,3 y 11,1% de los animales del grupo CONTROL-AM y 

SOP-AM tuvieron valores detectables y estos fueron similares. 
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Tabla 20: Hormonas esteroideas séricas en CONTROL-AM y SOP-AM con SOP durante la 
etapa peripuberal. 

 

HORMONA 

 

LD 

nº de muestras detectables/ 

nº total de muestras (%) 

 

Media ± SEM 

CONTROL-AM SOP-AM CONTROL-AM SOP-AM 

E2 
(pg/mL) 

5  
pg/mL 

7/9 (77,8%) 9/9 (100%) 10,7 ± 2,7 17,6 ±1,9 * 

P4  
(ng/mL) 

0,03 
ng/mL  

9/9 (100%) 9/9 (100%) 33,1 ± 9,2 29,4 ±9,5 

T  
(ng/mL) 

0,025 
ng/mL 

3/9 (33,3%) 1/9(11,1%) 0,04 ± 0,01 0,03 

LD: límite de detección; comparado respecto al grupo CONTROL-AM. Para analizar el % de 

muestras detectables se utilizó el test de la probabilidad exacta de Fisher. *: indica diferencia 
significativa, p<0,05. Para los valores séricos de E2 y P4 se utilizó la prueba U de Mann-
Whitneyde 9 ratas/grupo). 
 
 
2.2.2 Evaluación histológica del tejido uterino en rata adulta mayor  

El seguimiento de los ciclos estrales de estas hembras (18-24 meses), demostró que 

al sacrificio estaban en diestro vaginal. Esto fue evidenciado por la visualización de 

abundante cantidad de leucocitos en los extendidos vaginales.  

Al analizar la histología uterina, el epitelio luminal de CONTROL-AM y SOP-AM 

presentaba características propias de falta de estimulación esteroidea; es decir un 

epitelio simple cilíndrico simple, en algunos casos con células cúbicas (Figura 47A). 

También se observaron algunas alteraciones como: epitelio con estructura papilar 

(Figura 47B), lúmenes intraepiteliales (Figura 47C) con marcación PAS positivo, 

glándulas intraepiteliales (Figura 47D), zonas con epitelio luminal estratificado (Figura 

47E) y pólipos (Figura 47F). 
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Figura 47. Anormalidades encontradas en el epitelio luminal uterino de ratas de los grupos 
CONTROL-AM y SOP-AM. Las fotomicrografías muestran secciones uterinas teñidas con H-E 
y PAS. A) Epitelio luminal de un animal control (asterisco). Se identificaron las siguientes 
alteraciones en el epitelio luminal: Epitelio papilar (B), lúmen intraepitelial que muestran 
marcación PAS positivo (punta de flecha negra, C), D) glándula intraepitelial (punta de flecha 
�✠✓✆✔✓✡☛ ✁✍✕✒✁✠✕✏ ✠✂✟✕✆✓✠ ✁✑✒✎✓✒✕✞✕✔✓�✏ ☎�✡ ✆ �✞✠✕✍✏ ☎☞✡� ☎✓✎✎✓ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ✁✂ ✄✟� 

 
Cuando se analizó el compartimiento glandular también se observaron alteraciones: 

conglomerados de glándulas (Figura 48B), glándulas con glándulas hijas, Figura 48F-

C), glándulas con alteraciones celulares (núcleos hipocrómicos (Figura 48D) / núcleos 

hipercrómicos (Figura 48E) y atipia (Figura 48F)), glándulas con metaplasia (Figura 

48G), glándulas quísticas (Figura 47G) y glándulas vacuoladas (Figura 47I), 

presentando un epitelio simple, núcleos bien marcados y vacuolas citoplasmáticas. 
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Figura 48. Anormalidades glandulares en el útero de ratas CONTROL-AM y SOP-AM a los 
cuales se les indujo el SOP durante la etapa peripuberal. Las fotomicrografías muestran 
secciones uterinas teñidos H-E: glándula normal (punta de flecha negra, A). Se identificaron las 
siguientes anormalidades glandulares: conglomerados de glándulas (I y B), glándulas con 
glándulas hijas (C y D), glándulas con alteraciones celulares: núcleos hipocrómicos (flechas 
azules, D), núcleo hipercrómico (flechas negras, E) y con atipia (F), respectivamente; glándula 
con metaplasia (G), glándulas quísticas (H)☛ ✝✠�✆�✂✠✓✑ ✄✓✔✂✏✠✓�✓✑ ☎✁✡� ☎✓✎✎✓ �✁ ✁✑✔✓✠✓� ✁✂ ✄✟� 

 

En el epitelio luminal la incidencia de lúmenes intraepiteliales, glándulas intraepiteliales 

y focos hiperplásicos fue mayor en los animales SOP-AM (Tabla 21). La incidencia de 

epitelio papilar y pólipos fue similar en ambos grupos. En el epitelio glandular las 

glándulas vacuolares fueron menor que en los animales SOP-AM. En cambio, la 

incidencia de glándulas con metaplasia, glándulas con glándulas hijas, 

conglomerados, glándulas quísticas y glándulas con atipia fue similar entre ambos 

grupos.  

Tabla 21. Efectos del SOP a largo plazo sobre el útero. 

ALTERACIONES EN EPITELIO LUMINAL 

Anormalidades CONTROL-AM SOP-AM 

Epitelio papilar 1/13 (7,7 %) 2/15(13,3 %) 

Pólipos 5/13 (38,5 %) 4/15 (26,6 %) 

Lúmen intraepitelial 0/13 (0 %) 6/15  (40,0%) * 

Glándulas intraepiteliales 2/13 (15,4 %) 10/15 (66,7 %) * 

Epitelio luminal estratificado 1/13 (7,7 %) 8/15 (53,3 %) * 

ALTERACIONES EN EPITELIO GLANDULAR 

Metaplasia  13/13 (100 %) 15/15 (100 %) 

GGH 10/13 (76,9 %) 13/15 (86,7 %) 

Conglomerados 13 /13 (100 %) 15/15 (100 %) 

Glándulas quísticas  12/13 (92,3 %) 13/15 (86,7 %) 

Glándulas con atípia y/o otras 
alteraciones 

11/12 (91, 7 %) 13/15 (86,7 %) 

Glándulas vacuoladas 12/13 (92,3 %) 6/15 (40 %) * 
Los resultados son expresados como número de ratas afectadas con una determinada 
alteración relativizado con el total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de 
animales que presentó cada lesión epitelial. * indica diferencia significativa respecto al grupo 
CONTROL-AM (*, p<0,05, Test de Fisher de 12-15 ratas/ grupo. AM: animal adulto mayor; 
GGH: glándulas con glándulas hijas.  
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V- DISCUSIÓN  

 

 

 

 

 

 

 



 

110 

 

1. EFECTOS DEL SOP EN EL ÜTERO  

En el presente trabajo de tesis doctoral, se desarrolló un modelo experimental de rata 

para inducir el ambiente hiperandrogenizado que caracteriza al SOP e investigar sus 

efectos en el útero. Además, se utilizó este modelo de SOP junto con la administración de 

FLU (antagonista del RA). para conocer cuáles de los efectos son mediados a través del 

RA.  

Los resultados obtenidos demostraron que el SOP fue inducido con éxito en los grupos 

SOP y SOP+FLU. Ambos grupos presentaron niveles séricos altos de T y quistes 

foliculares en los ovarios. Las ratas fueron estudiadas alrededor del DPN41 siendo 

tomadas las muestras en el diestro vaginal. Los niveles de P4 en todos los grupos 

experimentales fueron similares a los CONTROLES, posiblemente debido a la gran 

dispersión de los valores obtenidos. Los animales SOP y SOP+FLU no presentaron 

ciclicidad estral lo que podría sugerir una ovulación alterada, siendo ésta otra 

característica del síndrome. A pesar de observarse quistes foliculares en el ovario, los 

niveles séricos de E2 fueron similares entre los grupos experimentales, siendo la 

hiperandrogenemia la principal modificación hormonal a nivel sistémico.  

Cuando se analizó la histomorfología uterina se observó una mayor incidencia de 

anormalidades en el epitelio luminal y glandular. En el epitelio luminal demostramos 

diferentes tipos de anomalías: estratificación del epitelio luminal, presencia de lúmenes 

intraepiteliales, glándulas intraepiteliales y pólipos. Los focos de estratificación epitelial se 

asocian con una hiperplasia epitelial, ya que se pueden observar más de una capa de 

células. Incluso se han identificado glándulas dentro de este compartimento epitelial. Los 

lúmenes intraepiteliales, otra anomalía descripta en los animales con SOP, fue 

previamente demostrada en ratas tratadas con andrógenos aromatizables (Demacopulo & 

Kreimann, 2019; Mobini Far et al., 2007). Demacopulo and Kreimann (2019) demostraron 

que estos lúmenes se asociaron con un aumento de la expresión de una proteína 

denominada Ezrin en las células que delimitaban los lúmenes. Esta proteína es esencial 

en la determinación de la forma, polaridad, adhesión, motilidad y transducción de señales 

celulares (Ren et al., 2009). Se ha descripto que interviene en la progresión y metástasis 

de tumores hormonodependientes de cuello uterino, próstata y mama (Xi & Tang, 2020), 

(Chuan et al., 2006). En el epitelio glandular las anormalidades observadas fueron: 

glándulas quísticas, glándulas con metaplasia y con atipias celulares, conglomerados de 

glándulas y glándulas con glándulas hijas. Las glándulas quísticas son consideradas 

lesiones benignas mientras que el resto de las estructuras se las ha considerado como 

lesiones pre-neoplásicas (Dixon et al., 2014). Estas anomalías glandulares han sido 

descriptas en animales adultos (mayores de 1 año de edad) y su incidencia aumentó 
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cuando animales adultos normales recibieron un tratamiento con E2 (Vigezzi et al., 2015). 

En conjunto, las hiperplasias epiteliales sumado a la formación de lúmenes intraepiteliales 

y las lesiones glandulares que hemos observado aportan evidencias del mayor riesgo de 

desarrollar neoplasias endometriales en las mujeres con SOP. 

Estudios previos han demostrado que los andrógenos promueven el crecimiento y la 

diferenciación uterina en roedores (J. P. Choi et al., 2015; Nantermet et al., 2005). 

Utilizando diferentes modelos animales se observó que el tratamiento con andrógenos 

(aromatizables y no aromatizables) aumentó el peso uterino, el área endometrial y área 

miometrial acompañado por una disminución en la densidad de células (J. P. Choi et al., 

2015; Nantermet et al., 2005; Simitsidellis et al., 2016). Además, ratones hembra 

deficientes del RA poseen el área uterina total más delgadas en comparación con los 

ratones control (J. P. Choi et al., 2015; Walters et al., 2009). Estos resultados indican que 

los andrógenos promueven el crecimiento uterino a través del RA. De acuerdo con estos 

antecedentes, en el presente trabajo observamos en los animales con SOP un aumento 

de la altura del epitelio luminal, de la densidad de glándulas y del espesor del estroma 

subepitelial y miometrial, en asociación con una disminución de la densidad celular en 

ambos compartimientos del estroma uterino. Cuando analizamos si estos efectos eran 

mediados por el RA, demostramos que el cambio en el espesor del miometrio fue 

regulado por este receptor. Además, este resultado sugiere que la vía mediada por el RA 

regula diferencialmente los compartimientos estromales del útero.  

Debido a que los animales con SOP presentaban un mayor espesor del estroma uterino y 

una disminución de la densidad celular, estudiamos el espacio extracelular. Demostramos 

que los animales SOP presentaban una mayor organización de las fibras de colágeno 

tanto en el estroma subepitelial como miometrial, evidenciando cambios en la matriz 

extracelular. Este efecto sería mediado por el RA ya que el aumento de la organización 

del colágeno fue menor en los animales con SOP+FLU. Estudios previos han demostrado 

que las hormonas esteroides modifican la síntesis, degradación y organización estructural 

de las moléculas de colágeno (Koob & Jeffrey, 1974; Pastore et al., 1992; Takamoto et al., 

1998). En coincidencia con nuestros resultados, se demostró que en el estroma uterino de 

ratas androgenizadas aumentó la cantidad de colágeno organizado y el área ocupada por 

colágeno birrefringente (Lobl & Maenza, 1975; Zhang et al., 2013). Por otra parte, Ji et al. 

(2008) observaron que en ratas tratadas con DHT disminuyó la resistencia cervical (menor 

organización de las fibras de colágeno) en la etapa final del embarazo, mientras que el 

tratamiento con FLU inhibió este efecto. Este último trabajo difiere con nuestros resultados 

en cuanto a los efectos de los andrógenos sobre la organización de las fibras de colágeno 

en el cuello uterino; lo que podría deberse a que el cérvix y el útero son órganos con 



 

112 

 

estructura similar, pero con funciones diferentes y en nuestro caso no evaluamos las 

hembras en el momento del parto. Sin embargo, en ambos estudios está claro que los 

andrógenos regulan la remodelación del colágeno y su metabolismo a través de RA. Por 

otra parte, el grado de abundancia de colágeno y su organización en gruesos haces junto 

al aumento del entrecruzamiento de las fibras de colágeno modifica las propiedades 

biofísicas del microambiente tisular, promoviendo el desarrollo de tumores de rápido 

crecimiento en tejido mamario (Kass et al., 2007; Levental et al., 2009; Northey et al., 

2017). Teniendo en cuenta que las mujeres con SOP tienen mayor riesgo de desarrollar 

hiperplasia endometrial y cáncer de útero, la mayor organización de colágeno en los 

animales con SOP podría contribuir al desarrollo de estas patologías. 

Otro parámetro vinculado con el espacio extracelular uterino que estudiamos fue el 

contenido de agua. Se ha sugerido que el movimiento transcelular y transepitelial de agua 

y de otras moléculas pequeñas (urea, glicerol, NH3) es regulado por las AQPs 

(Chinigarzadeh et al., 2016; Jablonski et al., 2003; Salleh et al., 2015). Los esteroides 

sexuales modifican la expresión de AQPs. La expresión de AQP2 aumentó en ratas que 

recibieron E2 mientras que los niveles de ARNm de AQP1, 5 y 7 se incrementó en ratas 

tratadas con T y estos efectos fueron antagonizados por FLU (Jablonski et al., 2003; 

Salleh et al., 2015). En este trabajo de tesis demostramos que el útero de las hembras 

CONTROL expresó las AQP1 a AQP9 con excepción de AQP6 y que los animales con 

SOP mostraron un aumento del contenido de agua uterino en asociación con una 

disminución de AQP7 y un aumento de AQP3 y 8. Si bien, en los animales con SOP+FLU 

aumentó el contenido de agua, no se observó el aumento de la expresión de AQP8 

respecto a los CONTROLES, demostrando que esta proteína estaría regulada a través del 

RA y que AQP8 y/o el RA no estarían regulando el movimiento de agua dentro del útero. 

Estudios previos han descrito que AQP8 desempeña un papel relevante en la 

espermatogénesis de ratones y la flutamida suprime su expresión (Huhtaniemi, 2018; 

Oduwole et al., 2018). Además, en biopsias de ovario de mujeres con SOP se observó 

que aumentó la expresión de AQP8 en asociación con una mayor atresia folicular e índice 

de apoptosis en células de la granulosa (Jablonski et al., 2004; Su et al., 2010). En este 

mismo sentido se ha descripto que la inhibición de la AQP2 en carcinomas endometriales 

humanos atenuó la migración, la adhesión y la invasión de células del carcinoma; 

aportando evidencias de que las AQPs no sólo modulan el movimiento del agua, sino que 

también pueden participar en otras funciones celulares (Nico & Ribatti, 2010; Verkman et 

al., 2008; Zou et al., 2011). 

Como se mencionó previamente, no solo se observaron cambios en el espacio 

extracelular uterino de los animales con SOP, sino también en el compartimiento celular. 
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Se conoce que en el útero, los Eg regulan la proliferación celular y la apoptosis a través 

del RE-✞ ✡✍✌☛✌✁☞✌ ✌✁ ✌✄ ✌☛☞✍✎✟✆ uterino (Kurita et al., 2001; Winuthayanon et al., 2010). 

En relación a los efectos de los andrógenos, Zhang et al. (2004) demostraron que el 

benzoato de DHT induce proliferación de células de músculo liso y del epitelio uterino. Por 

el contrario, en estudios in vitro con células de endometrio humano y estudios in vivo con 

ratas, se demostró que la T y la DHEA disminuyen la proliferación de células estromales 

(Plaza-Parrochia et al., 2014; Qin et al., 2016). Terada et al. (1990) demostraron que la 

administración de DHT reduce el índice de apoptosis en epitelio luminal y glandular sin 

afectar el índice de apoptosis en el estroma uterino. Nuestros resultados demostraron que 

la proliferación celular disminuyó en el estroma subepitelial y aumentó el índice de 

apoptosis en los epitelios y en miometrio de las ratas con SOP. Cuando inhibimos el RA 

disminuyó la proliferación celular y el índice de apoptosis en el miometrio respecto a los 

animales SOP, demostrando que el recambio celular en el miometrio estaría regulado a 

través del RA. Para investigar los mecanismos celulares responsables de estos cambios 

evaluamos la expresión de IGF-1 y PTEN. El IGF-1 es un mitógeno que al unirse a su 

receptor (IGF-1R), activa cascadas de señales promoviendo la proliferación celular y 

además posee efectos antiapoptóticos (Sato et al., 2002). Se sabe que la proliferación de 

células epiteliales y miometriales está mediada por IGF-1 y que los andrógenos inducen 

su expresión (Kowalski et al., 2004; Sahlin et al., 1994) (Sahlin et al., 1994; Simitsidellis et 

al., 2016). Por otra parte, PTEN es un potente gen supresor tumoral (Bermudez Brito et 

al., 2015). Los defectos genéticos y la reducción o pérdida de la expresión de PTEN son 

frecuente en cáncer de endometrio (Mutter et al., 2000; Peiró et al., 2003; Salvesen et al., 

2001).También se ha descripto que en células de la granulosa derivadas de rata y de 

mujeres con SOP, la expresión de PTEN está disminuida en asociación con un aumento 

de la expresión de microARNs (He et al., 2019; Zhao et al., 2017). En el presente trabajo 

de tesis demostramos que la expresión del ARNm de IGF-1 aumentó en los animales con 

SOP y esto no fue mediado por el RA debido a que en los animales con SOP+FLU 

también se observó este aumento. En los animales SOP+FLU se observó un aumento de 

la expresión de su receptor (IGF-1R), sobre la cual no tenemos explicación. Respeto a 

PTEN, demostramos una disminución de su expresión en los animales SOP y SOP+FLU. 

Si bien estos resultados no fueron temporalmente asociados con una mayor proliferación 

celular; sugerimos que la mayor expresión de IGF-1 y la menor expresión de PTEN 

estarían involucrados en el control de la proliferación debido a que en estos animales 

demostraron focos hiperplásicos en el epitelio luminal y una mayor densidad de glándulas. 

Estas modificaciones uterinas estarían indicando que las células proliferaron para poder 

observarse dichos cambios en los epitelios. Consideramos que el momento en el que 



 

114 

 

evaluamos la proliferación y/o el tiempo de administración de BrdU podrían haber sido 

inadecuados o insuficientes para evidenciar el cambio en la proliferación de los epitelios.  

Otras moléculas que podrían están involucradas en el control de la proliferación celular del 

útero son WNT5a y HOXA10. El WNT5a regula la proliferación celular del estroma uterino 

y HOXA10 lo hace con las células miometriales (Ciarmela et al., 2008; Rider et al., 2016). 

Estudios in vitro demostraron que la P4 regula la proliferación de celulares estromales 

uterinas modulando la expresión de WNT5a (Rider et al., 2016). Por otro lado, un estudio 

in vitro de Ciarmela et al. (2008) demostró que el tratamiento con activina-A, disminuyó la 

expresión del ARNm de HOXA10 y la proliferación de células PHM1 (en inglés Pregnant 

Human Myometrial 1). En acuerdo con estos resultados en los animales con SOP y 

SOP+FLU observamos una disminución de la expresión del ARNm de WNT5a en 

asociación con una menor proliferación del estroma subepitelial y menor expresión del 

ARNm de HOXA10 junto con menor proliferación del miometrio.  

Como se viene mencionando a lo largo de la tesis, los procesos estudiados son 

hormonodependientes y podrían estar regulados por cambios en las concentraciones 

séricas de las hormonas, cambios en su biodisponibilidad tisular y/o en la expresión de 

receptores hormonales. A nivel sistémico ya mencionamos que los animales con SOP 

presentaron un aumento de los niveles de T. Respecto a la disponibilidad tisular de los 

esteroides se sabe que la misma es regulada por la actividad de enzimas 

esteroidogénicas. Estudios previos observaron que células endometriales de mujeres con 

SOP presentaron ✠✁✆ ✟✆✡✎✍ ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✕✖✗-�✁✂✕ ✡ ✕✖✗-HSD2 y menor actividad de la 

enzima estrógeno sulfotransferasa (transforma Eg a estrógenos sulfatados) (Bacallao et 

al., 2008; Leon et al., 2008; Margarit et al., 2010). La expresión de la enzima P450arom 

mostró resultados contradictorios. Algunos autores reportaron que p450arom no fue 

detectable en el endometrio de mujeres con y sin SOP (Bacallao et al., 2008; Leon et al., 

2008). Por el contrario, Zhao et al. (2014) observaron una mayor expresión de esta 

enzima en endometrio de mujeres con SOP. Los resultados de esta tesis demostraron que 

en ambos grupos de animales con SOP y SOP+FLU, la síntesis de novo de esteroides 

podría estar disminuida debido a una menor expresión de StAR (proteína que transporta 

el colesterol al interior de la mitocondria) y que, además, se modificó el metabolismo de 

los esteroides en el útero. En coincidencia con los resultados de Margarit et al. (2010) y 

Zhao et al. (2014) observamos un aumento de la ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✄✆☛ ✌✁✂✏✟✆☛ ✕✖✗-HSD2, ✠✞-

R1 y P450arom, siendo ésta última enzima regulada a través del RA debido a que no se 

observó un aumento de su expresión en los animales con SOP+FLU. La mayor expresión 

de las enzimas �✁✠✄✆✍✎✟ ✡ ✠✞-R1 en los animales SOP, sugieren que podrían 

encontrarse altos niveles tisulares de Eg y DHT, así como bajos niveles de P4. 
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Con relación a la presencia de receptores hormonales demostramos que en los animales 

con SOP aumentó la expresión proteica del RA. Cuando los animales fueron tratados con 

el antagonista del RA no se modificó la expresión del RA, sugiriendo que los andrógenos 

regulan la expresión de su propio receptor. La expresión proteica del RE-✞ ✑✏☛✟✏✁✠✡☛ ✌✁

el estroma uterino cuando se inhibió el RA, sugiriendo una rápida degradación del ARNm 

o mayor inestabilidad de la proteína por el tratamiento con FLU. En acuerdo con este 

resultado, Knapczyk-Stwora et al. (2011) reportaron que cerdos tratados con FLU en el 

período neonatal, disminuyó la expresión del RE-✞ ✌✁ ✌✄ ✌☛☞✍✎✟✆ ✠☞✌✍✏✁✎✟ Nuestros 

resultados apoyan  lo descripto por Knapczyk-Stwora et al. (2011), sugiriendo que la 

expresión uterina de este receptor es regulada a través del RA. En ratones hembras a las 

que se inactivó la expresión génica del RE-✞ ✡ �✠✌✍✎✁ ☞✍✆☞✆✑✆☛ �✎✁ ✂�✆ ✁✎ ☛✌ ✎✄☛✌✍✂☛

cambios en el crecimiento uterino (Nantermet et al., 2005). Esto indicaría la existencia de 

conexiones entre las vías de señalización de ambos receptores.  

En síntesis, la hiperandrogenemia asociada al SOP desreguló la expresión del RA y el 

metabolismo tisular de hormonas esteroideas en el útero. Estas modificaciones en el 

microambiente endócrino promovieron importantes cambios en la histomorfología uterina, 

evidenciados por el aumento de anomalías epiteliales, de la altura del epitelio luminal y la 

densidad de glándulas. Las modificaciones epiteliales podrían generarse a través de las 

vías de IGF-1 y/o PTEN. También describimos un aumento del espesor del estroma 

uterino que fue acompañado por una reducción de la densidad celular. Estos efectos se 

asociaron con una disminución de la proliferación celular, posiblemente mediados por 

WNT5a y HOXA10, y con modificaciones del espacio extracelular evidenciadas por un 

aumento de la organización del colágeno y del contenido de agua. Tomados en su 

conjunto, estos resultados demuestran que el SOP altera el ambiente endocrino y la 

histomorfología uterina siendo responsables de alteraciones funcionales y favoreciendo el 

desarrollo de lesiones. 

 

2. SOP E HISTO-FUNCIONALIDAD UTERINA 

2.1 SOP y fertilidad  

El SOP se ha asociado con problemas de fertilidad, dificultad para alcanzar la preñez 

debido a la anovulación, abortos espontáneos y/o partos prematuros. Incluso en las 

mujeres con ovulación inducida ocurren fallas en el proceso de implantación y riesgo de 

partos prematuros (Palomba et al., 2010; Rees et al., 2016; Shang et al., 2012). En esta 

tesis estudiamos diferentes parámetros de fertilidad en el modelo animal de ratas con 

SOP. Nuestros resultados demostraron que los animales con SOP tuvieron ciclos estrales 



 

116 

 

regulares a los 90 días de edad. Además, las hembras quedaron preñadas sin problemas 

y no se observaron alteraciones en el número de fetos implantados ni pérdidas post-

implantación. Debido a que los animales fueron sacrificados antes del parto; no podemos 

descartar que se pueda presentar algún problema durante este proceso. Se sabe que el 

tiempo de parto, la elasticidad del cérvix y la contractilidad del miometrio son procesos 

que controlan la expulsión de los fetos y que son regulados, entre otras hormonas, por los 

andrógenos  (Ji et al., 2008; Liu et al., 2013). En nuestro modelo experimental de SOP 

demostramos importantes cambios en la remodelación del colágeno y otras 

modificaciones histomorfológicas principalmente en el miometrio que podrían afectar el 

proceso de parto. Para dar respuesta a esto, es necesario diseñar estudios específicos 

que permitan estudiar el mecanismo del parto y el miometrio durante la gestación, ya que 

el modelo utilizado de SOP no afectó la fertilidad y el proceso de implantación.  

2.2 SOP y anomalías uterinas en ratas adultas mayores 

El SOP constituye un factor de riesgo para el desarrollo de hiperplasia y cáncer 

endometrial. El desarrollo de lesiones uterinas benignas y/o malignas están asociadas a 

cambios en el ambiente endocrino (Cornel et al., 2019; Gibson et al., 2014). En esta tesis 

estudiamos el perfil hormonal y la histopatología uterina en animales adultos con SOP. 

Demostramos un incremento en los niveles séricos de E2 y presencia de anomalías 

uterinas en el compartimiento luminal y glandular del útero. En el epitelio luminal se 

observó una mayor incidencia de lúmenes intraepiteliales, glándulas intraepiteliales y 

estratificación del epitelio luminal. Estas alteraciones también fueron observadas en ratas 

ovariectomizadas luego del tratamiento con E2 y expuestas a un herbicida a base de 

glifosato (Guerrero Schimpf et al., 2018). Por lo tanto, podemos sugerir que la mayor 

incidencia de estas lesiones uterinas en nuestros animales con SOP podría deberse a un 

mayor estímulo estrogénico. Además, teniendo en cuenta que algunas de las alteraciones 

en el epitelio luminal se presentaron en los animales peripuberales con SOP, se podría 

sugerir que el síndrome aceleraría la aparición de estas anormalidades uterinas.  

En el compartimiento glandular observamos la presencia de glándulas con metaplasia y 

glándulas quísticas las cuales han sido asociados con procesos de envejecimiento en 

ratas adultas de edad avanzada (Vigezzii, 2016). Si bien aquí no obtuvimos diferencias 

estadísticamente significativas en la incidencia de las lesiones sería necesario realizar un 

análisis de la multiplicidad de estas lesiones, teniendo en cuenta que este parámetro 

aumenta cuando los animales son expuestos a compuestos con actividad estrogénica 

(Vigezzii, 2016). También se podrían alcanzar diferencias estadísticamente significativas 

aumentando el número de animales experimentales, aunque experimentos con animales 

de edad avanzada demandan mucho tiempo. 
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En conjunto, los resultados de este trabajo de tesis aportan nuevas evidencias que 

contribuyen a una mejor comprensión de los mecanismos moleculares que subyacen a las 

alteraciones uterinas morfológicas asociadas al SOP (a corto y largo plazo). 
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VI- RESUMEN DE RESULTADOS Y 

CONCLUSIONES  
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En este trabajo de tesis investigamos los efectos del SOP sobre la histofuncionalidad 

uterina en animales de 41 días de edad, adultas preñadas y adultas mayores. En 

animales de 41 días se estudiaron los efectos del síndrome a corto plazo, mientras 

que en las hembras adultas se estudiaron los efectos a largo plazo sobre la fertilidad e 

incidencia de anomalías uterinas. En los animales de 41 días se estudió, además, qué 

efectos fueron mediados por el RA. 

Resumiendo: 

� En animales de 41 días de edad:  

-El SOP fue inducido con éxito en el modelo desarrollado, presentando altos niveles de 

andrógenos séricos y quistes foliculares en los ovarios. 

-Los animales con SOP presentaron un aumento de anormalidades en el epitelio 

luminal y compartimiento glandular del útero.  

-Se modificó la histoarquitectura uterina, evidenciado por un aumento de la altura del 

epitelio luminal, la densidad de glándulas y el espesor del estroma subepitelial y 

miometrio. Estos cambios se asociaron con una menor densidad de células 

estromales. 

-Se observaron modificaciones en el espacio extracelular. Estas modificaciones 

incluyeron una mayor organización de las fibras de colágeno y aumento del contenido 

de agua en animales con SOP. El cambio en el contenido de agua se asoció con una 

menor expresión de AQP7 y un aumento de AQP3 y 8, siendo AQP8 regulada por el 

RA. 

-El compartimiento celular también se modificó. Hay una disminución de la 

proliferación en el estroma subepitelial, y un aumento de la apoptosis en los epitelios y 

miometrio. Los cambios en la proliferación de los epitelios no se asociaron 

temporalmente con los cambios en la expresión de IGF-1 y PTEN. Sin embargo, estas 

moléculas podrían estar asociadas con la hiperplasia epitelial y la mayor densidad de 

glándulas observada en estos animales. Los cambios en el estroma subepitelial y 

miometrio se asociaron con modificaciones en la expresión de WNT5a y HOXA10, 

respectivamente.  

-El SOP modificó el microambiente endocrino del útero. Se alteró el metabolismo de 

esteroides observándose una disminución de la expresión del ARNm de StAR y un 

aumento de la ✌�✡✍✌☛✏☛✁ ✑✌ ✠✞-✞✕✞ ✕✖✗-HSD2 y P450arom, siendo P450arom 

regulada a través del RA. Además, se observaron cambios en la expresión de los 

receptores hormonales demostrándose un aumento de la expresión de RA. La 
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inhibición del RA con FLU reguló negativamente la expresión de este receptor e 

incluso disminuyó la expresión estromal del RE-✞✟  

-La inhibición del RA induce efectos diferenciales dependiendo el compartimiento 

tisular estudiado; siendo el miometrio uno de los compartimentos principalmente 

regulado a través de este receptor.  

� En animales adultos:  

-La fertilidad no fue afectada en los animales con SOP. 

-Los animales con SOP presentaron una mayor incidencia de anomalías uterinas las 

que se asociaron con altos niveles sérico de E2. Se observaron lúmenes 

intraepiteliales, glándulas intraepiteliales y estratificación del epitelio. Estas mismas 

alteraciones fueron observadas en animales con SOP de 41 días de edad, lo que 

podría sugerir un adelantamiento en la aparición de estas lesiones. 

Los resultados de este trabajo de tesis aportan nuevas evidencias que contribuyen a 

una mejor comprensión de los mecanismos que subyacen al desarrollo de alteraciones 

uterinas asociadas al SOP. 

 

CONCLUSIONES  

� El SOP induce cambios en el microambiente endocrino del útero. 

� Los cambios en el estado endocrino asociados al SOP alteran la expresión de 

genes que regulan la proliferación celular y el espacio extracelular uterino, 

promoviendo el desarrollo de alteraciones histomorfológicas. 

� Las modificaciones inducidas por el SOP en el miometrio son reguladas por el 

RA de manera directa, o indirectamente a través de la expresión del RE- ✞✟  

� El SOP no afecta la fertilidad en nuestro modelo experimental. 

� Los altos niveles de E2 inducidos por el SOP en animales adultos podrían ser 

los responsables de la mayor incidencia de anomalías uterinas.  

� La presencia de anomalías uterinas a temprana edad podría considerarse 

lesiones precursoras de otras patologías observadas en mujeres con SOP, 

como ser hiperplasias y tumores endometriales.  
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