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INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es la endocrinopatia mas comun entre las mujeres
en edad reproductiva. EI SOP se asocia con ciclos anovulatorios, ovarios poliquisticos y/o
hiperandrogenismo. Este sindrome es un factor de riesgo para el desarrollo de patologias
uterinas como hiperplasia y cancer endometrial (Li y col. 2019, Hardiman y col. 2010). A
nivel celular, existen numerosos mecanismos potenciales que podrian promover efectos
adversos en el utero de las mujeres con SOP, incluyendo el estado anovulatorio crénico que
conlleva a que la progesterona (P4) producida sea insuficiente y no pueda oponerse a los
efectos de los estrégenos (Eg), y el estado de hiperandrogenismo que puede asociarse con
una exposiciébn constante y/o elevada a Eg (Giudice 2006). Estudios previos han
demostrado que la histoarquitectura uterina se modifica en animales con SOP.
Especificamente, se observé un aumento en el peso uterino, la altura del epitelio luminal, la
densidad de glandulas y el espesor de las paredes uterinas. EI aumento del espesor se
asocié con una disminucion de la densidad de células estromales, lo que podria deberse a
cambios en el numero de células y/o en el espacio extracelular (Bracho y col. 2019,
Simitsidellis y col. 2016). Estos efectos podrian estar regulados por cambios en los niveles
séricos de hormonas esteroides como asi también por modificaciones en la
esteroidogénesis tisular. En este sentido, en endometrios obtenidos de mujeres con SOP y
en modelos animales se demostraron cambios en la expresion y actividad de enzimas
esteroidogénicas en el utero que sugiere una mayor concentracion in situ de Eg (Shang y
col. 2012, Zhao y col. 2014). Por lo tanto, el desbalance hormonal observado en el SOP
podria favorecer el mayor riesgo de desarrollar alteraciones uterinas.

OBJETIVOS

Nuestra hipotesis de trabajo postula que el estado enddécrino asociado al SOP predispone a
un mayor riesgo de desarrollar patologias uterinas. Para poner a prueba esta hipétesis, nos
propusimos estudiar los efectos del SOP a largo plazo, utilizando un modelo animal.
Especificamente se evalu6: 1) el estado endocrino a nivel sistétmico mediante la
determinacion de 17p-estradiol (E2), P4 y testosterona (T), y 2) la incidencia y multiplicidad
de anormalidades uterinas.

Titulo del proyecto: Sindrome de ovario poliquistico y desarrollo de anomalias uterinas
Instrumento: PICT

Ano de la convocatoria: 2019

Organismo financiador: Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnol6gica

Directora: Dra. Veronica L. Bosquiazzo
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METODOLOGIA

Animales. El protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética y seguridad de la
investigacion de la FBCB, Universidad Nacional del Litoral. Se utilizaron ratas hembras de la
cepa Wistar pertenecientes al bioterio del ISAL. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas (22+2°C; 14 horas de luz desde las 06 hasta las 20 horas) con libre
acceso a agua y comida (Nutricion Animal, Rafaela, Argentina).

Diseno experimental. Se utiliz6 un modelo de rata expuestas experimentalmente a
dehidroepiandrosterona (DHEA) para inducir el SOP. Este modelo ha sido ampliamente
utilizado para estudiar el desarrollo y efectos del SOP en roedores (Giudice, 2006; Lee y
col., 2016; Maliqueo y col., 2014). Para ello se utilizaron ratas que fueron tratadas por via
subcutanea (sc) con DHEA, 60 mg/kg de peso corporal/dia (grupo SOP) o aceite de sésamo
grupo CONTROL durante 20 dias consecutivos iniciando el tratamiento a los 21 dias de
edad. Finalizado el tratamiento, se dejaron crecer los animales hasta la adultez (18-24
meses aproximadamente), momento en el que fueron sacrificados en la etapa de diestro
determinado por citologia vaginal. Al momento del sacrificio se obtuvieron muestras de
sangre y se diseccionaron los cuernos uterinos que se procesaron para estudios
histolégicos.

Evaluacion del estado enddcrino de los animales a nivel sistémico. A partir de las
muestras de suero se determinaron los niveles séricos de E2, P4 y T por ensayos de
quimioluminiscencia utilizando un sistema de diagnéstico in vitro Immulite®2000 (Siemens
Healthcare SA, Argentina), siguiendo las especificaciones del fabricante. El coeficiente de
variacion intraensayo fue de 6.7% para E2, 9.7% para P4y 10.1% para T.

Evaluacion de anormalidades uterinas. Las muestras de Utero incluidas en parafina
fueron seccionadas longitudinalmente en cortes de 5 pm de espesor y coloreadas con
Hematoxilina — Eosina (H-E) o Acido periédico de Schiff (PAS). Se analizé exhaustivamente
la histologia y se evalu6 la presencia de anormalidades uterinas previamente descriptas
(Bosquiazzo y col., 2013). La incidencia de cada alteracion se cuantificé determinando el
porcentaje de animales que presentaban al menos una alteracion histolégica (Bosquiazzo y
col., 2013). La multiplicidad de las anormalidades se cuantificé6 determinado el porcentaje de
cada anomalia por animal. Para la identificacion de las glandulas con metaplasia escamosa
se utilizé la inmunomarcacién citoqueratina 14 (CK14). La inmunohistoquimica se realiz6
utilizando el anticuerpo policlonal anti-CK14 (The Binding Site, Birmingham - UK) y el
sistema de revelado estreptavidina-peroxidasa visualizdndose mediante deteccion
cromogénica con diaminobencidina y peréxido de hidrégeno como sustrato enzimatico.

Analisis estadistico. Se utilizo el test de la probabilidad exacta de Fisher para evaluar la
incidencia de cada anormalidad uterina. Cuando los resultados se expresan como la media
+ SEM (Error Estandar de la Media) se analizaron con el test de Mann-Whitney (SPSS-
PASW Statistics v. 20.). P<0.05 se consider6 estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Perfil hormonal de rata hembra. El 100% de los animales con SOP presentaron niveles
detectables de E2 comparado con el 77.8% de las ratas del grupo CONTROL, siendo a su
vez, el valor medio mayor en los animales con SOP (Tabla 1). La P4 fue detectable en todos
los animales sin mostrar diferencia entre los grupos experimentales (Tabla 1). En cuanto a
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los niveles séricos de T, el 33,3 y 11,1% de los animales del grupo CONTROL y SOP
respectivamente presentaron valores detectables y similares en su valor medio (Tablat1).

Tabla 1. Hormonas esteroideas séricas en animales CONTROL y con SOP.
n® de muestras detectables /

n? total de muestras (%) Media £ SEM
HORMONA LD CONTROL SOP CONTROL | SOP
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 +95
T (ng/mL) 0,025 ng/mL | 3/9 (33,3%) 1/9(11,1%) 0,04 + 0,01 0,03
LD: Limite de deteccion

Evaluacion histologica del utero. En la figura 1 y 2 se muestras las anormalidades
observadas en el epitelio luminal y en el compartimento glandular respectivamente de

animales CONTROL y con SOP.
EPITELIO LUMINAL

Figura 1. Anormalidades encontradas en el
epitelio luminal uterino de ratas de los grupos
CONTROL y SOP. A) Epitelio normal en etapa
diestro. B) Epitelio papilar. C) Lumen intraepitelial con
marcacion PAS positiva (punta de flecha negra). D)
Glandula intraepitelial (punta de flecha blanca). E)
Epitelio luminal estratificado (asterisco). F) Pdlipo que
aparecen como una protuberancia del tejido estromal.
A, B, D-F tincién con H-E; C tinciéon con PAS. Barra de
escala: 50 pm.

COMPARTIMENTO GLANDULAR Figura 2. Anormalidades encontradas en el
' R : | compartimento glandular uterino de ratas de los
grupos CONTROL y SOP. A) Glandula normal que
presenta un epitelio simple cubico (punta de flecha
1 negra). B) Conglomerados de glandulas. C) Glandulas
- : % | con glandulas hijas, presentan glandulas dentro del
" ‘.4 .U | epitelio glandular de la glandula madre. D-F) Glandulas
e N con atipias celulares: nucleos hipocrémicos (flechas
azules), nucleo hipercrébmico (flechas negras),
disposicién andémala de las células (estrellas negras).
G) Glandula con metaplasia, caracterizadas por poseer
dos 0 mas capas de células. H) Glandulas quisticas,
usualmente de gran tamano, amplia luz y epitelio
simple plano. I) Glandulas con vacuolas intracitoplasmatica. Tincion con H-E. Barra de escala: 50 ym.

La tabla 2 muestra la incidencia de las anormalidades anteriormente descripta.

Tabla 2. Incidencia de alteraciones en animales CONTROL y con SOP.

ALTERACIONES EN EPITELIO LUMINAL

Anormalidades Control SOP
Epitelio papilar 113 (7,7 %) 2/15(18,3 %)
Pélipos 5/13 (38,5 %) 4/15 (26,6 %)
Ldmen intraepitelial 0/13 (0 %) 4/15 (26,6 %) *
Glandulas intraepiteliales 2/13 (15,4 %) 10/15 (66,7 %) *
Epitelio luminal estratificado 113 (7,7 %) 8/15 (53,3 %) *

ALTERACIONES EN COMPARTIMENTO GLANDULAR
Metaplasia | 13/13 (100 %) | 15/15 (100 %)
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Glandulas con glandulas hijas 10/13 (76,9 %) 13/15 (86,7 %)
Conglomerados 13 /13 (100 %) 15/15 (100 %)
Glandulas quisticas 12/13 (92,3 %) 13/15 (86,7 %)
Glandulas con atipia y/o otras alteraciones | 11/12 (91, 7 %) 13/15 (86,7 %)
Glandulas con vacuolas intracitoplasmatica | 12/13 (92,3 %) 6/15 (40 %) *

Los resultados son expresados como numero de ratas afectadas con una determinada alteracién relativizado con
el total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de animales que presenté cada lesion
epitelial. * indica diferencia significativa respecto al grupo CONTROL (*, p<0,05)

Debido a que el 100% de los animales presentaron glandulas con metaplasia escamosa y
de conglomerados de glandulas se estudi6 la multiplicidad de estas lesiones por animal. Se
demostro que los animales con SOP presentaron un aumento en el porcentaje de glandulas
con metaplasia y de conglomeraos de glandulas con respecto al grupo CONTROL (Figura
3).
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3 . Figura 3. Multiplicidad de
anomalias uterinas.
Fotomicrografia de la
inmunomarcacién para CK 14.
En A) se muestra una glandula
0 o con metaplasia escamosa
CONTROL SOP CONTROL SOP positiva para la inmunotincion y
en B) una glandula normal negativa para CK14. C) Cuantificacion de la multiplicidad de metaplasia
escamosa y conglomerados de glandulas. Los valores fueron representados como la media +* error
estandar de la media (SEM). Asteriscos indican diferencia significativa entre grupos (P<0.05).
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CONCLUSIONES

El SOP, a largo plazo, modificé el ambiente endocrino lo cual fue evidenciado por mayores
niveles séricos de E2 y aumenté la incidencia y multiplicidad de anomalias uterinas pre-
neoplasicas.

Los resultados aportan evidencias que contribuyen a entender el mayor riesgo de padecer
cancer endometrial observado en las mujeres con SOP.
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