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FISIOLOGÍA E INTERRELACIÓN DE LOS EJES HIPOTÁLAMO-

HIPOFISO-ADRENAL E HIPOTÁLAMO-HIPOFISO-GONADAL  

El sistema neuroendocrino genera respuestas adaptativas frente a determinados 

estímulos donde es clave la participación del eje hipotálamo-hipofiso-adrenal 

(HHA)1. El eje HHA provee una primera línea de defensa frente al “estrés” 

buscando mantener la homeostasis del individuo2. El sistema nervioso central 

(SNC) a partir de la liberación de hormonas en las terminaciones neuronales 

presentes en la eminencia media modulan la liberación de las hormonas 

hipofisarias encargadas de estimular sus tejidos blanco. Estos mecanismos de 

regulación son de acción recíproca, la retroalimentación periférica y central son 

claves para el normal funcionamiento del eje3. 

Los principales factores involucrados en el funcionamiento del eje HHA y 

sintetizados por neuronas hipotalámicas (hipofisotropas) son la hormona liberadora 

de corticotrofina (CRH) y la arginina-vasopresina (AVP). Estos neuropéptidos son 

sintetizados por el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) y liberados desde 

las terminales nerviosas presentes en la eminencia media para luego, a través del 

sistema porta hipofisario, ejercer sus acciones en la células corticotropas 

adenohipofisarias4. Desde el punto de vista anatómico y funcional, se distinguen 

dos glándulas que conforman la hipófisis, las cuales poseen distinto origen 

embriológico: la adenohipófisis o hipófisis anterior, y la neurohipófisis o hipófisis 

posterior5. La neurohipófisis es una extensión del cerebro anterior ya que, durante 

la embriogénesis, parte del hipotálamo atraviesa el diafragma selar y se sitúa en la 

silla turca. La adenohipófisis deriva de una invaginación ectodérmica de la 

primitiva cavidad oral. Luego de su desarrollo, se establece como una unidad 
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fisiológica, funcional y anatómica, que está unida al hipotálamo a través del tallo 

hipofisario6. Específicamente, en la adenohipófisis, la CRH se une a sus receptores 

en las células corticotropas estimulando la síntesis de pro-opiomelanocortina 

(POMC) y la liberación de péptidos generados por el clivaje de POMC, como las 

hormonas adrenocorticotropa (ACTH) y β endorfina, entre otras7. 

La ACTH actúa directamente sobre receptores de la corteza adrenal con la 

consecuente liberación de, fundamentalmente, glucocorticoides que ejercen una 

retroalimentación negativa de la secreción de CRH hipotalámico y de ACTH 

hipofisaria7. A su vez, la ACTH es capaz de regular la liberación de CRH por un 

mecanismo directo sobre la eminencia media así como de zonas extra hipotalámicas 

(médula espinal, mesencéfalo, sistema límbico) acción fundamental para 

determinar el ritmo circadiano de los glucocorticoides8. 

La glándula adrenal está formada por dos partes embriológica y funcionalmente 

diferentes: a) la médula suprarrenal, constituida por células cromafines secretoras 

de catecolaminas y b) la corteza suprarrenal, formada por tres zonas altamente 

especializadas y denominadas glomerulosa, fasciculata y reticularis. La 

glomerulosa es la encargada de sintetizar y liberar mineralocorticoides, mientras 

que las zonas fasciculata/reticularis poseen como principal acción la liberación de 

corticosterona en la rata9. 

Los efectos de los glucocorticoides sobre el metabolismo son diversos, entre los que 

se pueden destacar el aumento de la gluconeogénesis hepática, estimular la 

proteólisis en tejidos periféricos con el fin de generar precursores para la 

gluconeogénesis, a su vez, inhiben la captación de glucosa por el músculo y el tejido 
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adiposo10. Sobre este último tejido además, estimulan la lipólisis en forma aguda, 

pero pueden ser lipogénicos cuando la estimulación es crónica y en combinación con 

insulina10. De hecho, los glucocorticoides han sido utilizados desde hace tiempo 

para estimular la adipogénesis in vitro11. 

El dimorfismo sexual observado en la liberación de glucocorticoides indica que el 

sistema reproductivo modula la función del eje HHA, no de forma unidireccional 

sino que ambos sistemas interaccionan entre sí12. 

El eje hipotálamo-hipofiso-gonadal (HHG) involucra a nivel central la síntesis de la 

hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH). En el hipotálamo, neuronas 

parvicelulares neurosecretoras de GnRH se encuentran en el núcleo arcuato, el 

núcleo periventricular, el paraventricular y el área preóptica. Desde estas zonas la 

GnRH es transportada neuronalmente hacia la eminencia media, donde resulta 

liberada al sistema portal hipotálamo-hipofisario13. 

Las células de la hipófisis anterior (gonadotropas) poseen receptores específicos de 

GnRH, y responden con la liberación de la hormona folículo estimulante (FSH) y la 

hormona luteinizante (LH), éstas finalmente impactan a nivel gonadal estimulando 

la síntesis de esteroides sexuales en mayor medida estradiol y progesterona en 

hembras, y testosterona en machos13. 

La LH y FSH son secretadas por las células basófilas de la adenohipófisis 

(gonadotropas) y tienen una estructura glicoproteica de doble cadena (α y β). En 

condiciones normales, la LH y la FSH poseen un ciclo de secreción pulsátil 

ultradiano y semanal que genera el ciclo estral en la rata. En las células del ovario 

el receptor de FSH se encuentra en las células de la granulosa, mientras que el 
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receptor de LH se ubica principalmente en las células tecales, luteínicas e 

intersticiales, y también se expresa en las células de la granulosa cuando éstas son 

estimuladas por FSH12. 

Al igual que el eje HHA, el HHG presenta una autorregulación a través de la 

retroalimentación negativa de los esteroides sexuales en la liberación de FSH, LH y 

GnRH, por parte de la hipófisis y del hipotálamo, respectivamente14. 

Diversos estudios de interacción entre los ejes HHA y HHG se basan en las 

modificaciones que genera el estrés en la función reproductiva (Figura A). Se ha 

demostrado en roedores que la administración central de CRH inhibe la síntesis de 

GnRH y por consiguiente la liberación de LH. A su vez, las hormonas sexuales 

modulan la liberación de glucocorticoides. La testosterona regula negativamente al 

eje mientras que los estrógenos estimulan los niveles de las hormonas asociadas al 

estrés15. Se ha observado, que animales macho castrados, a edad adulta, presentan 

una mayor liberación de glucocorticoides circulantes la cual es revertida por la 

administración de testosterona o 5 alfa dihidrotestosterona (5DHT)16. Esto 

permitió demostrar que el efecto de los andrógenos sucedería a través del receptor 

de andrógenos (RA) y no a través de su aromatización a estrógenos16. Por su parte, 

las ratas hembra presentan mayores niveles de CRH dados por la mayor expresión 

del mismo en las neuronas del núcleo paraventricular del hipotálamo. Sin embargo, 

las células hipofisarias productoras de ACTH en la rata no expresan RA y 

muestran bajos niveles de expresión de aromatasa17. 
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Figura A: Interacción de los ejes HHA y HHG. Efectos del estrés agudo en el 

sistema reproductivo. (Modificado de Brann, FASEB Journal, 1991) 

LOS ESTEROIDES SEXUALES COMO MODULADORES DE LA INGESTA 

ALIMENTARIA Y EL METABOLISMO BASAL: PARTICIPACIÓN DEL 

TEJIDO ADIPOSO BLANCO (TAB) 

Los ejes HHA y HHG son modulados según el balance energético del individuo. Un 

balance energético negativo estimula el eje HHA mientras que inhibe la 

reproducción. Por otro lado, se ha observado que el estado de obesidad está asociado 

a problemas de fertilidad. El TAB es el principal nexo entre los sistemas endócrinos 

involucrados18. 

El TAB se encuentra ampliamente distribuido en el organismo, principalmente los 

depósitos subcutáneo y visceral son los encargados de modular el metabolismo a 

través de la secreción de hormonas llamadas adipoquinas, entre las que se 

encuentran: leptina, adiponectina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-, 
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inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1), resistina, entre otras (Figura 

B)19. 

Leptina Adiponectina

TNF-a PAI-1

Tejido Adiposo Blanco

Medio 
Ambiente.

Balance 
Energético

Metabolismo 
de Glu y TG. 

Regulación de 
la Ingesta.

 

Figura B: Esquema representativo de la actividad endócrina del TAB 

La leptina es liberada en mayor proporción por los adipocitos a partir de la 

expresión del gen ob, aunque se ha hallado la expresión del mismo en otros tejidos 

tales como intestino, placenta y músculo esquelético20. Los niveles de leptina son 

variables y dependen de la cantidad de tejido adiposo, el género y la edad de un 

individuo, así como del balance energético del mismo. Por lo tanto es posible 

correlacionar la leptinemia con la cantidad de tejido adiposo, la masa corporal o el 

denominado índice de masa corporal (IMC)19. En roedores, se ha demostrado que 

los estrógenos estimulan la liberación de leptina encontrándose mayores niveles 

plasmáticos de leptina en hembras que en machos20. 

La leptina inhibe neuronas específicas del hipotálamo encargadas de liberar 

péptidos orexigénicos (NPY, MCH) por lo que ejerce una señal de saciedad a nivel 
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central21. Esta adipoquina se encuentra regulada por la insulinemia de allí que los 

niveles plasmáticos de leptina varían según el estado energético del organismo, 

disminuyendo durante el ayuno y aumentando en el estado postprandial, estados 

en los que varían paralelamente con los niveles circulantes de insulina. Este 

mecanismo (interacción leptina-insulina) ocurre directamente a nivel de los 

adipocitos, donde la insulina se une a su receptor aumentando la expresión del 

ARNm de ob, tanto en humanos como en rata. Esta interrelación no siempre ocurre 

de forma aguda, es posible encontrar una asociación luego de un tiempo de 

hiperinsulinemia y es dependiente también de los valores de glucocorticoides 

circulante21,22. 

La leptina modula la función adrenal y reproductiva12. Es conocido su efecto dual, 

por un lado en concentraciones normales inhibe la liberación de CRH y por lo tanto 

la secreción de glucocorticoides, a la vez que estimula la función gonadal 

aumentando los niveles de GnRH. Por otro lado, niveles menores de leptinemia 

están asociados a una inhibición de la función gonadal y una activación del eje 

HHA. Este último efecto sería a través de la acción estimuladora de NPY sobre las 

neuronas liberadoras de CRH y por una deficiencia para inhibir el efecto de ACTH 

a nivel corticoadrenal22,23. 

El receptor de leptina se encuentra distribuido en todos los niveles del eje HHG 

regulando la función reproductiva, el ovario modifica su expresión de receptores de 

leptina en función a los niveles de la hormona en sangre permitiendo o inhibiendo 

la ovulación24. Estudios in vitro muestran que un estímulo agudo de leptina es 

capaz de actuar directamente sobre el ovario disminuyendo la expresión de los 



Introducción 

 

 

19 

 

receptores de andrógenos, estrógenos y gonadotrofinas mecanismo por el cual 

condiciona la función ovárica25. 

A su vez, el TAB posee receptores para estrógenos, andrógenos y progesterona, y la 

expresión de los mismos varía según la localización del tejido, el género y la edad 

del individuo26. Alteraciones en los niveles de las hormonales sexuales conllevan a 

modificaciones en la liberación de adipoquinas del TAB. En el caso de mujeres que 

sufren de Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP) con altos nivel de andrógenos 

circulantes, se observa hirsutismo y una disminución del tejido graso en los 

depósitos asociados con el fenotipo femenino de obesidad, presentando un aumento 

de la masa corporal incluso en presencia de niveles normales de estrógenos, 

enmascarando su acción27. La hiperandrogenemia que puede estar asociada al SOP, 

resulta en el desarrollo de TAB del fenotipo androide, de hecho, éste fenotipo puede 

asociarse a dos síndromes: el de SOP y el de Síndrome Metabólico (SM)28,29. 

El adipocito expresa la enzima aromatasa que permite convertir andrógenos en 

estrógenos, esta conversión periférica contribuye a los niveles de estrógenos 

circulantes30. A su vez, el TAB regula los niveles locales de andrógenos y estrógenos 

a través de la acción de la 17-β-hidroxiesteroide deshidrogenasa debido a la 

conversión de androstenediona y testosterona a estrona y estradiol, 

respectivamente31. Se ha demostrado la importancia de los estrógenos para la 

homeostasis del organismo, ya que ratones de ambos sexos knock-out para los 

receptores de estrógenos alfa (REα) poseen características asociadas al SM. 

Además, la micro-inyección de bajas dosis de estradiol a nivel central/periférico 

produce una inhibición aguda de la ingesta alimentaria; contrariamente, a la de 

testosterona que resulta en una hiperfagia reactiva32,33,34,35. Estas observaciones 
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permiten sugerir que las hormonas sexuales son capaces de modular la ingesta 

alimentaria y el depósito adiposo a nivel local, por receptores en los adipocitos, así 

como también actuando sobre la función del circuito hipotalámico controlador del 

apetito/saciedad, representando el mecanismo por el cual los esteroides sexuales 

regulan la ingesta alimentaria, el peso corporal y la distribución adipocitaria36. 

En individuos susceptibles al desarrollo de SM y Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), 

las alteraciones asociadas a dichas patologías se manifiestan frecuentemente a 

edad post-puberal, ya que el pico hormonal de gonadotrofinas que se genera en la 

pubertad participa en el inicio de enfermedades renales y hepáticas. Estudios en 

ratas macho prepuberales, tratadas con estreptozotocina, a las cuáles se les indujo 

un aumento transitorio de testosterona, permitieron demostrar que las 

modificaciones hormonales presentes durante la pubertad aceleran las alteraciones 

funcional y morfológica del tejido renal, interfiriendo en la reabsorción de diversos 

metabolitos37. A su vez, cuando las ratas hembra comienzan a presentar los ciclos 

hormonales característicos de la edad reproductiva, se observan variaciones en los 

niveles de estradiol que alcanzan sus niveles máximos alrededor de la ovulación, 

generando una disminución en el apetito. La adiposidad en las hembras está 

condicionada por los niveles circulantes de estradiol, por lo que las hembras que 

entran en menopausia modifican sus depósitos adipocitarios aumentando la grasa 

intraabdominal en detrimento de la grasa subcutánea glúteo-femoral38. 
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PROGRAMACIÓN ENDOCRINO-METABÓLICA DEL INDIVIDUO: 

MODIFICACIÓN TEMPRANA DE LA FUNCIÓN ANDROGÉNICA 

El entorno del individuo durante el desarrollo perinatal (prenatal y postnatal 

temprano) impacta sobre su adaptación al mismo y lo predispone al desarrollo de 

características particulares que se mantienen a edad adulta. Es conocido que el 

estado metabólico de la madre durante la gestación o la lactancia condiciona el 

metabolismo de las crías generando, en la vida adulta de éstas, una mayor 

susceptibilidad al desarrollo de obesidad, DMT2 y SM39. 

La plasticidad del organismo durante el periodo perinatal permite que factores 

extrínsecos modifiquen su crecimiento, la función metabólica y reproductiva. La 

maduración de las conexiones neuronales durante esta ventana crítica del 

desarrollo permite demostrar que el sistema nervioso central es determinante en el 

mecanismo a través del cual las alteraciones permanecen hasta edad adulta40. 

La diferenciación sexual en la rata hembra se completa durante la edad posnatal 

donde los esteroides sexuales son capaces de modular la función hipotalámica. En 

1961, fue demostrado por Barraclough41 que la inyección de propionato de 

testosterona al día 5 de vida de la rata hembra genera una masculinización 

hipotalámica que afecta su desarrollo reproductivo. Durante la edad neonatal, el 

hipotálamo de la rata macho sufre tanto una masculinización como una 

defeminización donde los estrógenos juegan un rol primordial. El hipotálamo de la 

rata hembra permite el desarrollo sexual femenino evidenciado en el 

comportamiento y ciclos reproductivos a la edad adulta. Este desarrollo se ve 

alterado cuando el hipotálamo está expuesto a altos niveles de estrógenos 
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neuronales durante los primeros 10 días de vida de la rata42. Por lo tanto, la 

intervención con altos niveles de propionato de testosterona al día 5 de vida genera 

un aumento de los niveles neuronales de esteroides permitiendo tanto la 

masculinización como la defeminización del hipotálamo, que se evidencia a edad 

adulta por un comportamiento sexual masculino y una pérdida en la respuesta 

central a los niveles de estradiol y progesterona42. No es conocido si estas 

alteraciones se dan principalmente por la aromatización de los andrógenos y su 

acción sobre los receptores de estrógenos o si los mismos actúan por sus propios 

receptores (RA) directamente sobre el hipotálamo. 

Uno de los principales estados patológicos asociados al desequilibrio en los niveles 

de los esteroides sexuales en la mujer es el síndrome de ovario poliquístico (SOP). 

En base a caracterizar si el SOP podría asociarse a modificaciones en la 

programación endocrino-metabólica del individuo durante su desarrollo, se ha 

abordado el estudio del síndrome a través de diversos modelos animales43. 

El SOP es un desorden reproductivo que afecta entre 4 y 8 % de las mujeres en 

edad reproductiva, constituyéndose una causa frecuente de trastornos del ciclo 

menstrual44,45. El mismo está caracterizado fundamentalmente por oligomenorrea, 

hiperandrogenismo (con o sin hiperandrogenemia), una alteración en la relación de 

los niveles circulantes de gonadotrofinas (LH/FSH) y sobrepeso. Esta multi-entidad 

también se encuentra asociada al estado de insulino-resistencia (IR) y al desarrollo 

de SM, DMT2 y enfermedades cardiovasculares46. Existe un constante avance en lo 

que se refiere a consensos internacionales para el mejor diagnóstico de SOP. La 

Sociedad de Exceso de Andrógeno recomienda para la definición de SOP: a) la 

ausencia de: desórdenes hiperandrogénicos de causa conocida, IR severa, disfunción 
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tiroidea e hiperprolactinemia; b) la presencia de: hiperandrogenismo clínico (o 

hiperandrogenemia de causa no conocida), y c) oligomenorrea o morfología 

poliquística ovárica47, diferenciándose de lo consensuado en Rotterdam48 en el año 

2003, es decir, la imagen poliquística del ovario puede o no ser observada. Gran 

cantidad de pacientes con fenotipos variables puede cumplimentar los criterios 

requeridos para SOP, generándose entonces una inconsistencia en lo que respecta a 

la etiología del síndrome; esto incluye si la causa primaria del SOP es i) el defecto 

neuroendocrino (aumento en la frecuencia y amplitud de los picos de secreción de 

LH), ii) la falla ovárica-adrenal en la biosíntesis de esteroides sexuales 

(desplazándose al estado hiperandrogénico), y/o iii) una alteración los mecanismos 

de acción de insulina, sea por modificaciones de la secreción pancreática o aquellos 

relacionados a su acción a nivel tisular49. 

La anovulación crónica inducida por la androgenización neonatal en la rata hembra 

es un modelo que ha sido utilizado para estudios de SOP, aunque posee 

limitaciones de relevancia ya que no aumentan las concentraciones de 

gonadotrofinas y esteroides sexuales (estradiol y testosterona) circulantes50. Sin 

embargo, ha sido descripto un aumento en la relación LH:FSH plasmática y 

modificaciones de la respuesta gonadotropa al GnRH51. Otro modelo animal de SOP 

es el generado por la administración de bajas dosis hCG combinado con insulina52, 

teniendo como desventaja el inmediato establecimiento de hiperinsulinemia. Sin 

embargo presenta resultados semejantes a los observados en mujeres con el 

síndrome: anovulación, ovarios de tamaño aumentado y folículos poliquísticos, con 

altos niveles circulantes de andrógenos. Modelos más recientes se basan en la 

androgenización de la rata hembra normal entre las edades infantil y juvenil (día 

21 de edad) utilizando dihidrotestosterona (DHT) o letrozole (inhibidor de 
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aromatasa)53. Los estudios realizados indican que la utilización de letrozole induce 

un modelo apto para estudios de cambios en la morfología ovárica. La utilización 

directa de DHT resulta en un modelo aceptable para el estudio de cambios de la 

morfología del ovario y del metabolismo. Aunque ninguno de ellos todavía ha 

podido esclarecer completamente la etiología del SOP. 

Numerosas evidencias muestran una clara interacción entre los esteroides sexuales 

y cambios en la insulino-sensibilidad. Ha sido descripto que el tratamiento de 

mujeres sanas con andrógenos induce la aparición de un estado de IR54. En estudios 

realizados en rata, se ha observado que el tratamiento con andrógeno induce IR a 

nivel muscular55,56 y adipocitario57,58, sugiriendo entonces que un aumento 

transitorio del andrógeno podría ser la causa de posteriores modificaciones tanto en 

la acción como en la secreción de insulina. En la actualidad, es aceptado que el 

desarrollo de SOP puede empezar tempranamente, incluso en la vida intrauterina. 

La exposición a un exceso de andrógeno en la etapa fetal podría inducir cambios en 

los tejidos blanco de los andrógenos que se encuentren en diferenciación, 

finalizando entonces con el establecimiento del fenotipo SOP a la edad 

reproductiva59,60. Adicionalmente, recientemente ha sido propuesta la hipótesis de 

la “fosforilación de serina”61, la cual podría explicar dos de las más relevantes 

observaciones bioquímicas del SOP: hiperandrogenemia e IR. Esta hipótesis se 

fundamenta en una modificación génica (heredada en forma autosómica) 

responsable de alterar la actividad de una quinasa, de forma directa o través de sus 

reguladores, que fosforilaría en posición serina (en lugar de posición normal: 

tirosina) tanto en P450c17 como en la sub-unidad β (intramembranal) del receptor 

de insulina, desencadenándose co-temporáneamente hiperandrogenemia e IR. 
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A su vez, estudios previos en nuestro laboratorio permitieron demostrar que las 

ratas hembra androgenizadas al día 5 de vida presentan a edad adulta un aumento 

del peso corporal, hipoadiponectinemia e hiperleptinemia. Así como una mayor 

susceptibilidad a desarrollar enfermedades asociadas al SM, como IR u obesidad 

cuando se las alimenta con una dieta rica en fructosa62. 

Seale y colaboradores demostraron además un impacto sobre la glándula 

suprarrenal. Ellos observaron que las ratas androgenizadas neonatalmente 

muestran una disminución en la frecuencia y amplitud de los pulsos de liberación 

de corticosterona, según el estado hormonal de la rata hembra adulta, ya que los 

patrones de liberación de las hormonas relacionadas con el eje HHA se normalizan 

cuando la rata recibe estradiol en concentraciones fisiológicas63. 

Las modificaciones reproductivas que las ratas neonatalmente androgenizadas 

presentan a edad adulta (anovulación y quistes ováricos) se darían por un aumento 

en la relación LH:FSH circulantes, con una mayor amplitud en los pulsos de FSH 

al día 100 de vida51. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales el exceso 

de andrógeno, durante periodos críticos de desarrollo, conlleva a cambios en la 

programación metabólica y reproductiva de un fenotipo SOP a edad adulta (IR, 

hiperleptinemia y anovulación) son aún desconocidos. 

Es crítica la acción de los andrógenos (testosterona y DHT) y la hormona anti-

Mulleriana, en la diferenciación sexual de los roedores macho, ya que la pérdida de 

ambas señales genera el fenotipo femenino. La utilización de antiandrógenos 

durante períodos perinatales puede lograr distintos grados de feminización, los que 
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se mantienen a edad adulta64. Sin embargo, resulta de interés analizar la función 

androgénica durante el desarrollo de un individuo femenino.  

La flutamida es un antagonista del RA que se utiliza actualmente en el 

tratamiento del cáncer de próstata andrógeno-dependiente65. Ha sido observado 

que la flutamida es capaz de bloquear la acción androgénica en el ovario, regulando 

la atresia folicular por los andrógenos a través de su RA. Diversos estudios 

muestran que la inyección perinatal de flutamida en cerdos, genera una función 

folicular y luteal alterada a edad reproductiva. Por lo que, la acción del 

antiandrógeno también modifica la programación ovárica, hecho que se traduce en 

una mayor cantidad de folículos antrales por una disminución de su apoptosis66,67. 

A su vez, estudios con ratones hembra knock-out para el RA muestran que los 

mismos son fértiles a edad adulta pero presentan una disminución en el número de 

folículos y por lo tanto en el número de crías. Sin embargo, a edad adulta tardía es 

posible identificar una disminución precoz de los folículos, demostrando la función 

fisiológica del RA en la reproducción de los ratones hembra68. Respecto al uso de 

antiandrógenos, diversos estudios muestran que la administración de flutamida 

durante etapas tempranas de desarrollo posnatal generan cambios que afectan el 

comportamiento sexual de ratas de ambos sexos64,69. 

LA ADRENARCA EN LA RATA 

Durante las páginas anteriores se analizó (al menos parcialmente) la participación 

de la adrenal en el desarrollo del eje HHG, sin embargo el mecanismo a través del 

cual sucede todavía es incierto. Las hormonas adrenales actuarían directamente 

sobre receptores asociados a las gónadas y a nivel del SNC, facilitando el desarrollo 
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de interconexiones neuronales encargadas de la liberación y pulsatilidad de las 

gonadotrofinas70. 

La maduración adrenal en el humano está descripta por un pico de expresión de 

P450c17 (gen CYP17) acompañado de un aumento en el tamaño glandular, esto 

produce la liberación de los andrógenos de fuente adrenal alrededor de los 7 a 9 

años de vida71. En los roedores, la expresión de P450c17 (ver Figura C) en la 

corteza adrenal ha sido descripta sólo a edad fetal, lo que explicaría la 

correspondiente liberación de corticosterona72. 

No obstante, la bibliografía es contradictoria respecto a la activación del gen CYP17 

en la rata. Por un lado, se han hallado productos 17-hidroxilados, incluso picos de 

secreción de cortisol y androstenediona alrededor del día 15 a 17 de vida donde 

diversos autores señalan la adrenarca en la rata, acompañado por un aumento de 

la zona reticularis73. Contradictoriamente, otros autores demuestran por el análisis 

inmunohistoquímico de la glándula adrenal que no se encuentra la expresión de la 

enzima P450c17 durante la edad postnatal en la rata, por lo tanto, no se ha podido 

corroborar la vía enzimática asociada74. 

Durante esta etapa en la vida de la rata están asociados temporalmente: 1) el 

momento del destete, 2) el aumento en los niveles circulantes de androstenediona y 

glucocorticoides, 3) el engrosamiento de la zona reticularis, 4) la mayor utilización 

de la glucosa por el SNC y 5) el desarrollo del sistema nervioso simpático; aunque 

no se ha podido demostrar el mecanismo vinculado a estos eventos75. 
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INTERACCIÓN DE LOS GLUCOCORTICOIDES CON LA FUNCIÓN 

REPRODUCTIVA. 

Fue discutido previamente que los niveles plasmáticos de corticosterona son 

mayores en ratas hembra respecto a ratas macho de la misma edad. Los esteroides 

sexuales son los responsables de esta diferencia ya que cuando los animales son 

sometidos a una gonadectomía bilateral a edad adulta presentan niveles 

circulantes similares de glucocorticoides76. 

La glándula adrenal posee receptores para esteroides sexuales. Se ha demostrado, 

a través de estudios in vitro de células adrenales enriquecidas en la fracción 

fasciculata/reticularis provenientes de animales castrados, que la unión de 17-β-

estradiol a su receptor activa la enzima P450scc (gen CYP11A) favoreciendo el 

clivado de la cadena lateral del colesterol en su conversión a pregnenolona. Por otro 

lado, la testosterona inhibe la formación de pregnenolona en las células adrenales 

en cultivo bloqueando la acción de enzimas iniciales como posteriores de la cadena 

esteroidogénica (ver Figura C)77. 
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Figura C: Vía de síntesis de esteroides: precursores y enzimas involucradas. 

(Modificado de Williams Textbook of Endocrinology, Edición 11, 2008) 

El desarrollo sexual en la rata está vinculado a la presencia de la glándula adrenal. 

Para que la pubertad pueda ocurrir los niveles de corticosterona se deben encontrar 

dentro de los valores plasmáticos normales (10 g/dl aproximadamente), y los 

animales no deben estar sometidos a situaciones de estrés crónico78. 

Las ratas hembra nacen con el canal vaginal cerrado y la canalización de la vagina 

se produce por el aumento de los estrógenos asociados a la pubertad. Por lo tanto, 

la apertura vaginal es un parámetro sencillo que nos permite evaluar el tiempo de 

la pubertad y del desarrollo de la rata hembra79. Se ha podido demostrar la 

interrelación entre el eje adrenal y reproductivo al observarse un retraso en la 

apertura vaginal cuando las ratas son adrenalectomizadas antes de los 25 días de 

vida. Esto ocurriría como consecuencia de la falta de la retroalimentación positiva 

de los glucocorticoides sobre la hipófisis en la secreción de FSH80. Aunque, la 
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adrenalectomía luego del día 25 de vida no modifica la apertura vaginal ni el inicio 

de la pubertad (alrededor del día 38 de vida), estos resultados nos permiten inferir 

que la presencia de glucocorticoides es imprescindible, durante una ventana crítica 

de la vida, posibilitando el desarrollo puberal en la rata hembra. La administración 

de glucocorticoides también modifica el desarrollo puberal generando un retraso en 

la apertura vaginal así como un menor peso corporal a edad adulta81, por lo tanto 

las hormonas corticoadrenales son capaces de alterar la programación de un 

individuo, tanto a nivel metabólico como reproductivo. 

Cuando la rata hembra adulta es sometida a una adrenalectomía bilateral, las 

alteraciones se evidencian en el ciclo estral, ya que la ausencia de glucocorticoides 

genera una atenuación del pico pre-ovulatorio de gonadotrofinas, una inhibición del 

desarrollo folicular y la posterior ovulación82. No sólo la ausencia total de 

glucocorticoides modifica el ciclo estral, la pérdida del ritmo circadiano de los 

niveles circulantes de glucocorticoides, también inducen alteraciones reproductivas. 

Se ha observado que ratas sometidas a una situación de estrés crónico, o por la 

exposición a luz en forma constante, presentan una detención del ciclo estral en 

estadio de estro debido a una falla hipotalámica y pineal. Estos eventos se traducen 

en la falta de desarrollo apropiado del pico pre-ovulatorio de LH, y por lo tanto los 

folículos pre-ovulatorios se encaminan a la atresia83. Los resultados demuestran 

que las hormonas adrenales y su ritmo circadiano de secreción están íntimamente 

asociadas a los picos secreción de FSH y LH, que permiten el desarrollo del ciclo 

estral. A nivel ovárico, los glucocorticoides generan una inhibición de la actividad 

de la enzima aromatasa, mientras que estimulan la liberación de progesterona por 

las células de la granulosa cultivadas in vitro84. 
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DESARROLLO PREPUBERAL Y EVALUACIÓN DE LA GAMETOGÉNESIS 

La foliculogénesis es el proceso a través del cual las células germinales, junto con 

las células de sostén ováricas, generan oocitos capaces de ser fecundados85. Los 

folículos son unidades funcionales del ovario que, no sólo contienen al oocito que 

podrá ser ovulado, además poseen las células encargadas de secretar las hormonas 

sexuales involucradas en la pubertad y en los ciclos estrales de la rata en edad 

reproductiva. 

Los folículos ováricos comienzan a desarrollarse durante la gestación en las 

mujeres y durante el desarrollo postnatal en los roedores86. El crecimiento del 

folículo es complejo e involucra la integración de señales de distintos sistemas. En 

etapas tempranas es imprescindible la regulación paracrina del ovario y 

posteriormente comienza el desarrollo dependiente de gonadotrofinas87. 

La clasificación de los folículos utilizada con mayor frecuencia es la de Pedersen y 

Peters que se basa en el tamaño, número de células de granulosa, la presencia de 

células de la teca y la morfología folicular. Se utilizan para clasificarlos los nombres 

de folículo primordial, primario, secundario, antral y pre-ovulatorio o de Graff 

según su avance en el desarrollo (Figura D)88. Sin embargo, se ha realizado la 

búsqueda de marcadores moleculares que permitan diferenciar el estadio folicular 

de forma precisa, principalmente para poder diferenciarlos en los estados de 

transición morfológica89,90,91. 
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Figura D: Foliculogénesis en la rata. (Modificado de Rajkovic, Knobil and Neill´s 

Physiology of Reproduction, Tercera edición, 2006)  

Al nacimiento las ratas presentan oocitos en cordones rodeados por células 

somáticas y durante los primeros días de vida se desarrolla la foliculogénesis86. 

Al día 7 de vida comienzan a observarse folículos primarios y secundarios en la 

región medular ovárica. Los folículos secundarios son capaces de ser distinguidos 

por una capa más de células de la granulosa respecto a los primarios y la aparición 

de las células de la teca. Éstas se van diferenciando durante el crecimiento del 

folículo secundario, junto con el inicio de la angiogénesis tecal, necesaria para la 

nutrición del oocito el cual no posee irrigación propia92. 

El desarrollo folicular se mantiene con estas características durante la lactancia de 

los individuos, donde la proporción de folículos primordiales es predominante; sin 

embargo, se encuentran folículos en estadios primarios y secundarios que se dirigen 

a atresia debido a los bajos niveles de gonadotrofinas a edad prepuberal86. Al 
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destete, se identifican folículos antrales con capas concéntricas de células de la 

granulosa y células de la teca, formando la pared del folículo; y aparecen células del 

cúmulus, estas son células de la granulosa que se ubican en contacto directo con el 

oocito y que expresan marcadores diferenciales a las células de la granulosa de la 

pared folicular86. 

En el estadio antral, los folículos requieren la presencia de FSH para continuar su 

maduración, por lo tanto, durante la edad prepuberal los folículos antrales se 

vuelven atrésicos93. Los oocitos, quedan bloqueados en la profase de la primer 

división meiótica hasta el momento de la ovulación, en que se reanuda la meiosis y 

se elimina el primer corpúsculo polar formándose un oocito que podrá ser 

fecundado92. 

La apertura vaginal en la rata hembra luego del pico gonadotrófico previo a la 

primer ovulación determina el desarrollo de la pubertad94. La misma se origina por 

una interacción compleja que involucra al SNC, el eje HHG, las hormonas 

relacionadas con el estrés y el balance energético del individuo. Diversos factores de 

transcripción (TGFβ, IGF-1, PGE2, entre otros) actúan sobre el hipotálamo y 

generan una modificación en los perfiles pulsátiles de GnRH que estimulan el pico 

de liberación de gonadotrofinas marcando el tiempo de inicio de la pubertad95. La 

prolactina y el IGF-1 también actúan a nivel ovárico aumentando el número de 

receptores de LH y generando un ovario capaz de responder a gonadotrofinas96. 

Respecto a los esteroides sexuales, los niveles de estrógenos a edad neonatal no 

generan una retroalimentación negativa a nivel hipofisario debido a los elevados 

niveles de α-feto proteína que los mantienen unidos y por lo tanto no son capaces de 
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unirse a su receptor nuclear97. Sin embargo, dicha retroalimentación se da a través 

de los andrógenos aromatizables a estrógenos actuando a nivel de los receptores de 

estrógenos hipofisarios98. A edad peripuberal, la acción inhibitoria de los 

andrógenos se mantiene constante, sin embargo, la disminución de los niveles de α-

feto proteína permiten que los estrógenos biodisponibles participen 

fundamentalmente en la retroalimentación negativa de la liberación de FSH y LH. 

El aumento de los niveles de estrógenos, influenciado por diversos factores, entre 

ellos la dieta y el balance energético, permiten una liberación del pico gonadotrófico 

por estímulos transitorios de GnRH a nivel hipotalámico99. 

La pulsatilidad de LH comienza a modificarse a partir de los 30 días de vida de la 

rata hembra, a su vez, los niveles de prolactina aumentan generando una mayor 

sensibilidad del ovario a través de la mayor expresión de receptores de LH, 

permitiendo el inicio de la pubertad alrededor de los 38 días de vida. Aquí el ovario 

comienza a ser capaz de ovular y de secretar los niveles hormonales circulantes que 

caracterizan a la rata hembra en edad reproductiva, modificándose el ciclo estral 

según los estímulos nerviosos y hormonales100. 

A partir de la pubertad aumentan los valores de testosterona, progesterona y 

estradiol en circulación, mientras que los de 5-α-androstenediol (5αDiol) 

disminuyen considerablemente, por la disminución de la actividad enzimática 5-α-

reductasa101. 

A su vez, se debe tener en cuenta que la pubertad depende del estado metabólico. 

Ciertos autores determinan que el inicio de la pubertad no se refiere a una edad 

determinada sino que es importante correlacionarla con el peso corporal de la 
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hembra. Se ha observado en ratas que la ingesta calórica durante la pubertad es la 

misma aunque sean sometidas a distintas dietas demostrando que el balance 

energético debe permitir que se desarrolle la pubertad102. 

 

Hipotálamo
Hipófisis 
anterior
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Cíclicas

GnRH

↑Desarrollo 
Folicular

↑Receptores de LH
↑P4,TT, E2

LHFSH

Terminales 
nerviosas ováricas

↑P4,TT, E2
↑Flujo sanguíneo

Adrenérgicas y 
Peptidérgicas

NE

VIP

NPY
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Refuerzan las 
acciones de LH, FSH

PRL GH

Adrenal

EPI

 

Figura E: Modificaciones neuroendócrinas en la pubertad. (Modificado de 

Chrousos, Annals of Internal Medicine, 1998). 

La pubertad está dada por una serie de eventos complejos interrelacionados 

(Figura E), donde el SNC controla la función hipofisaria a través de factores 

hipotalámicos y por descargas neurales directas sobre el ovario. Los gonadotrofinas 

por su parte tienen importancia en el desarrollo sexual, excepto durante las etapas 

fetales y neonatales de la hembra donde la maduración folicular ovárica es 

independiente de gonadotrofinas103. Luego de la edad neonatal existen tres períodos 

de activación de gonadotrofinas sobre el ovario. La primera ocurre a la edad 
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infantil (día 7 a 14 de vida) y se encuentra manifestado por un aumento esporádico 

de la secreción de FSH debido a modificación en los aferentes GABAérgicos y 

glutamaérgicos sobre las neuronas GnRH, generando un aumento de la actividad 

neuronal. En el inicio de la pubertad tiene lugar la segunda activación del ovario 

finalizando la edad juvenil, el pico gonadotrófico se desarrolla por una inhibición 

coordinada de neuronas productoras de GABA y opiodes, con un aumento de la 

acción de los estímulos excitatorios (glutamato, noradrenalina, NPY, KiSS-1) sobre 

la conexión neuronal de GnRH, resultando en un aumento de la liberación de LH. 

Finalmente, el tercer período de activación ovárica está determinado por el 

aumento de la secreción de estradiol posterior a la descarga pre-ovulatoria de 

GnRH/gonadotrofinas104,105. 

La primer ovulación, la cual ocurre durante el inicio del primer estro, está 

acompañada por la canalización de la vagina por el estímulo estrogénico sobre las 

células epiteliales de la misma, a través de esta manifestación se considera el inicio 

de la edad reproductiva de la rata hembra105. A partir de la apertura vaginal, el 

ciclo hormonal de la rata puede ser estudiado analizando la morfología celular de la 

vagina. 

EL CICLO ESTRAL DE LA RATA Y SU PROGRAMACIÓN NEONATAL 

La transformación del epitelio de la vagina de la rata hembra refleja las 

variaciones endometriales dadas por las modificaciones de las concentraciones de 

estrógenos durante el ciclo estral. La citología exfoliativa permite analizar los 

cambios hormonales del ciclo, principalmente la acción directa de los estrógenos 

sobre la mucosa vaginal106. La rata es un animal poliéstrico, no estacional, y su 
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ciclo estral varía entre 4 a 5 días de duración. Durante el mismo, es posible 

diferenciar cuatro etapas que se caracterizan por diferencias en los niveles 

plasmáticos de las hormonas reproductivas: proestro, estro, metaestro, y diestro 

(Figura F)107,108. 

LH

FSH

Progesterona

Estradiol

DÍA Día 1: Metaestro Día 2: Diestro Día 1: Proestro Día 1: Estro

 

Figura F: Modificaciones hormonales durante el ciclo estral de la rata hembra. 

Alteraciones en la citología vaginal dependientes de las concentraciones de 

estrógenos. (Modificado de Radi, J Toxicol Pathol, 2009; Fernandez Guasti, 

Pscychoneuroendocrinology, 1992) 

El proestro dura aproximadamente 12 horas y a nivel ovárico se encuentran 

folículos antrales en expansión que secretan estrógenos, promueven la proliferación 
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y el engrosamiento del epitelio vaginal. Al final del proestro, comienza el aumento 

en la frecuencia de la liberación de GnRH y en consecuencia el aumento de LH y 

FSH. En la citología vaginal observamos durante este estadio, células epiteliales 

nucleadas con escasa o nula presencia de linfocitos109. 

A continuación, comienza el estro, período en el que ocurre la ovulación, la 

recepción del macho, la lordosis y es cuando la hembra se encuentra sexualmente 

activa. Se observa que la hembra posee hinchazón de la vulva y despliega 

comportamientos de receptividad sexual. El estro dura 13 horas 

(aproximadamente) y se liberan entre 10 a 15 óvulos por ovulación. Debido a la 

caída de los niveles de estrógenos, las células de la vagina se descaman, 

observándose al microscopio una gran cantidad de células queratinizadas o 

cornificadas, irregulares y sin la presencia del núcleo109. 

Luego, se da el metaestro, etapa caracterizada por la presencia del cuerpo lúteo, el 

cual secreta progesterona y los pequeños folículos antrales comienzan su 

crecimiento. Al microscopio, se observan células queratinizadas o cornificadas y 

linfocitos que comienzan a migrar hacia el lumen vaginal. El metaestro tiene una 

duración aproximada de 21 horas109. 

Finalmente, ocurre el diestro que puede durar entre 48 a 56 horas. Durante esta 

fase continúa el crecimiento folicular por el aumento de la FSH y por lo tanto 

también el aumento de estradiol. En el lavado vaginal se observan gran cantidad 

de linfocitos, y es posible encontrar pocas células epiteliales nucleadas107,108. 

Es conocido que una alteración de los niveles de los esteroides sexuales durante 

etapas tempranas de vida pueden modificar la programación neonatal de la rata 
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hembra observándose modificaciones de su ciclo estral en la edad reproductiva110. 

Por lo tanto, el análisis del ciclo estral es una herramienta que nos permite 

identificar la ventana temporal crítica de acción de los esteroides sexuales en la 

programación de la función reproductiva en la rata hembra111. 
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Hipótesis 

“La modificación neonatal de la acción androgénica impacta sobre la 

programación metabólica y la función reproductiva de la rata hembra, 

induciendo alteraciones que se perpetúan a edad prepuberal y adulta 

temprana” 

Objetivo General. 

El objetivo general de este estudio es avanzar en el esclarecimiento de mecanismos 

fisiopatológicos responsables del desarrollo de cambios en el metabolismo y la 

función esteroidogénica adrenal y ovárica como consecuencia de una modificación 

de la acción androgénica, ya sea por una hiperandrogenemia temprana como por un 

bloqueo de los receptores de andrógeno a edad neonatal. Está postulado que la 

androgenización pre-o neonatal en el sexo femenino interaccionaría con factores 

genéticos, el medio ambiente (dieta, etc.) o la combinación de ellos, afectándose la 

programación en la diferenciación de tejidos blanco para andrógenos y modificando 

la insulino-sensibilidad durante la edad reproductiva. Sin embargo, aún no existe 

consenso internacional sobre los mecanismos involucrados en las alteraciones 

inducidas por el temprano exceso androgénico, se infiere que las modificaciones 

estarían vinculadas a la producción adrenal/ovárica de andrógenos, y las 

modificaciones endócrinas adipocitarias que puedan afectar el estado metabólico 

del individuo. Estos estudios podrían aportar al esclarecimiento del desarrollo de 

insulino-resistencia y la contribución androgénica al desarrollo sexual de la rata 

hembra, dependientes de una temprana alteración de la actividad de los esteroides 

sexuales.  
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Objetivos Específicos 

1. Estudiar in vivo las alteraciones en la programación metabólica en la rata 

hembra inducidas por el tratamiento neonatal con propionato de 

testosterona (PT) o flutamida (FM), a través de medidas antropométricas, 

del análisis del tejido adiposo parametrial y del perfil metabólico de los 

animales a edades prepuberal y adulta. 

2. Investigar la glándula adrenal como fuente esteroidogénica, determinando 

la secreción in vitro de corticosterona y testosterona por células adrenales 

enriquecidas (zonas fasciculata y reticularis) provenientes animales CT, PT 

y FM. 

3. Estudiar los mecanismos involucrados en la síntesis de esteroides, 

analizando la expresión de las enzimas claves en la vía esteroidogénica en 

las glándulas adrenales y ováricas en todos los grupos de estudio. 

4. Examinar la función reproductiva de los animales PT y FM a: i) la edad 

prepuberal estudiando la foliculogénesis y la respuesta ovárica por el 

tratamiento con un xenoestrógeno y posterior cultivo de células de la 

granulosa y, ii) la edad adulta, analizando el ciclo estral, la morfología 

ovárica y el rol indirecto del SNC por la inducción de la secreción de 

estradiol debido al estímulo in vivo de hCG/LH. 
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Animales Experimentales 

En todos los experimentos realizados, se utilizaron ratas de la cepa Sprague-

Dawley, generadas por el Servicio de Bioterio del IMBICE. Las ratas se 

mantuvieron en cuartos con ciclos de luz (12 hs) y oscuridad (12 hs) controlado 

(período de luz de 07:00 hs a 19:00 hs), temperatura constante (22 ± 2°C) y libre 

acceso a bebida y alimento balanceado comercial para rata/ratón (marca Ganave). 

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por la Comisión Institucional 

de Uso de Animales para Experimentación del IMBICE y el uso de animales se 

realizó de acuerdo a las normas internacionales/nacionales aceptadas112. 

 

Diseño experimental 

MODELOS ANIMALES 

Con el propósito de evaluar el impacto del exceso de andrógenos sobre la función 

metabólica y esteroidogénesis (adrenal y ovárica), se trabajó con un modelo de 

androgenización neonatal previamente utilizado en este laboratorio57. Brevemente, 

a un grupo de animales hembra, de 5 días de vida, se les administró una única 

inyección subcutánea (s.c.) de 50 µl de aceite de maíz sólo (grupo CT) o conteniendo 

1,25 mg de propionato de testosterona (grupo PT). Los animales se estudiaron a los 

30 y 60 días de vida. Adicionalmente, con el objetivo de bloquear los andrógenos 

endógenos, se generó un tercer grupo experimental (grupo FM) administrando vía 

s.c 1,75 mg de un antiandrógeno no esteroideo (Flutamida), a los 5 días de vida 

disuelto en aceite de maíz113. 
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DESCRIPCIÓN GENERAL DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los animales CT,PT y FM fueron destetados al día 21 de vida, a partir del cual se 

registró el consumo diario de alimento y su peso corporal hasta el día de su 

sacrificio en edad prepuberal (30 días) o adulta (60 días).  

Al día del sacrificio se recolectó la sangre corporal y se analizó el perfil plasmático 

de diferentes metabolitos y hormonas de la función reproductiva. Además, en 

ambas edades, se cuantificó el depósito de tejido adiposo parametrial (TAP) y se 

disecaron las glándulas ováricas y adrenales con el objetivo de estudiar la función 

esteroidogénica por medidas de la expresión enzimática de P450scc y P450c17 por 

PCR real time. 

A su vez, se estudió la participación de las glándulas adrenales y ováricas como 

fuentes de liberación de esteroides. Se evaluó la función de la corteza adrenal in 

vitro por la incubación de células aisladas de la zona fasciculata-reticularis en 

ausencia o presencia de ACTH, determinando la secreción de corticosterona y 

testosterona. Respecto a la función reproductiva, ratas hembra pre-púberes de los 

tres grupos de estudio, CT, PT y FM, fueron sometidas a la inyección subcutánea 

de 1 mg de dietilestilbestrol (DES) entre los días 25 a 27 de vida, por tres días 

consecutivos, con el fin de estimular el desarrollo de folículos antrales. A partir de 

éstos, se aislaron y cultivaron las células de la granulosa analizando la secreción de 

estradiol espontánea o estimulada con hCG. 

A partir de los 50 días de vida, se realizó el seguimiento diario de los ciclos estrales 

de las ratas a través del análisis en fresco del extendido vaginal pertenecientes a 

los tres grupos de estudio durante un mes, observando la presencia o ausencia de 
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las distintas etapas pertenecientes al ciclo estral. Finalmente, con el fin de evaluar 

indirectamente el rol del SNC en el desarrollo de la función reproductiva de las 

ratas CT, PT y FM, se realizó un estimulo in vivo por la administración aguda de 

hCG en los animales adultos, estudiando la secreción de estradiol a la periferia, 

permitiendo inferir si el ovario de los animales tratados neonatalmente es capaz de 

responder a hCG/LH. 
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Esquema del diseño experimental 
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Metodología 

REGISTROS ANTROPOMÉTRICOS Y DETERMINACIÓN DE 

MARCADORES BIOQUÍMICOS PERIFÉRICOS 

Se registró diariamente en todos los animales desde el destete y hasta el día 

experimental inclusive (30 o 60 días): el peso corporal y el alimento ingerido. Los 

animales fueron sacrificados por decapitación (08:00-10:00 hs), se recolectó sangre 

corporal (EDTA-FNa).  

El plasma obtenido fue almacenado (-20 ⁰C) y se utilizó para la determinación de 

glucosa, triglicéridos, corticosterona118, insulina57, leptina114, testosterona total 

(TT)115, 5-alfa-androstenediol (5αDiol)116, delta-4-androstenediona (∆4A), estradiol 

(E2)115 y 17-hidroxiprogesterona (17OHP4). 

 Determinación de glucosa (Glu). 

Se utilizó un reactivo comercial del laboratorio Wiener Argentina. Este es 

un ensayo enzimático para la determinación de glucosa que utiliza dos 

reacciones acopladas, dando lugar a la formación final de un cromógeno con 

absorbancia máxima a 505 nm. Esta absorbancia resulta directamente 

proporcional a la concentración de glucosa en la muestra.  

Determinación de triglicéridos (TG). 

Se utilizó también un reactivo del Laboratorio Wiener. En forma similar a la 

determinación de glucosa, se trata de un ensayo enzimático, que utiliza 

cuatro reacciones acopladas, dando lugar a la formación de un cromógeno 
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con absorbancia máxima a 505 nm. Esta absorbancia es directamente 

proporcional a la concentración de TG en la muestra. 

Determinación de leptina (Lep). 

La determinación de leptina en las muestras se realizó por un RIA 

desarrollado en el laboratorio. El buffer utilizado consiste en EDTA 0,025 M, 

NaCl 0,9 % (p/v), Tritón (100x) 0,05 % (v/v) y Albúmina Sérica Bovina (BSA) 

0,5 % (p/v), disuelto en buffer fosfato (PBS) 0,05 M, pH = 7,4. Para este 

ensayo se utilizó un antisuero anti-leptina de ratón obtenido en conejo 

desarrollado en nuestro laboratorio, este anticuerpo reconoce de manera 

específica leptina de rata y ratón y presenta una reactividad cruzada menos 

al 1% con leptina humana117. 

La hormona con marca radiactiva, utilizada como trazador, se generó en el 

laboratorio. Para ello se utilizó el método de Cloramina T que permite la 

iodinación de residuos tirosina de la hormona peptídica. Esta reacción 

implica un primer paso de activación del 125INa (1 mCi, Amersham 

Biosciences) con 10 µg/10 µl de cloramina T durante 15 segundos, luego se 

contacta con 5 µg/5 µl de leptina (Pre Pro Tech, Inc.) por 30 segundos. La 

reacción se detiene con el agregado de 80 µg/10 µl de Metabisulfito de Sodio. 

La separación de la hormona iodinada del ioduro radiactivo no incorporado 

se realiza en una columna de 75 cm de Sephacryl S-300, utilizando un 

buffer: 0,5% BSA; 0,025 M EDTA; 0,1% Azida sódica; 0,05 M PBS; 0,9 % 

NaCl. 

Para el protocolo específico del RIA se realizó una incubación durante toda 

la noche a temperatura ambiente de las muestras o estándares (200 µl) con 
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50 µl del antisuero anti-leptina de ratón (policlonal, desarrollado en conejo 

en el IMBICE, cruza menor al 1% con leptina humana). Posteriormente se 

agrega 50 µl del trazador (aproximadamente 30.000 cpm) y se deja otras 24 

hs de incubación a temperatura ambiente. La separación de la fracción de 

hormona libre, de la unida al anticuerpo se realiza por precipitación de los 

complejos hormona-anticuerpo utilizando un antisuero antiγ-globulina de 

conejo obtenido en oveja diluído 1/50, Suero Normal de Caballo 1/10 en PBS 

y de PEG 6000 (10% en PBS). Se incuba 30 min. a temperatura ambiente, se 

centrifuga 30 min a 3.500 rpm a 4°C y se aspiran los sobrenadantes. 

La radiactividad γ emitida por los precipitados se registra en un contador 

adecuado. Las cpm de las muestras fueron convertidas en concentración 

utilizando una curva estándar. El ensayo posee un rango de detección entre 

0,2 y 25 ng/mL. 

Determinación de corticosterona (B). 

La medida de corticosterona total se realizó por un RIA desarrollado en este 

laboratorio118. En este caso se requiere una extracción previa del analito de 

la muestra, que se realiza a partir de 10 µl de plasma al que se le agrega 1 

ml de diclorometano, y se agita en vortex durante 1 min. Luego la fase 

orgánica se trasvasa a un tubo limpio donde se la evapora a 40°C. El 

extracto seco se resuspende en un volumen apropiado de buffer de trabajo 

(gelatina 0,1 % (p/v), en PBS 0,05 M, (pH= 7,4)). 

Para la detección de B en plasma utilizamos un antisuero de conejo anti-

corticosterona de rata desarrollado en el IMBICE. La hormona utilizada 

como trazador es de origen comercial y está marcada con tritio (3H-
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Corticosterone, Perkin Elmer, Life Sciences, Inc). La curva estándar posee 

un límite de detección de 0,975 µg/dl. La mezcla de reacción se incuba a 4°C 

toda la noche y la separación de la fracción libre de la unida se realiza por 

agregado de una mezcla de 1% carbón – 0,1% sulfato de dextrán en buffer de 

trabajo. Se incuba en baño de hielo 10 min., se centrifuga a 4.000 rpm (a 

4°C). Los sobrenadantes se recuperaron en tubos conteniendo líquido de 

centelleo (EcoLite™, ICN). Las cpm de las muestras fueron convertidas en 

concentración utilizando una curva estándar adecuada y un programa de 

computación para tal fin. 

Determinación de insulina (Ins) 

Para esta determinación se utilizó un RIA específico semi-desarrollado119.El 

buffer utilizado está compuesto por PBS 0,05 M, pH=7,4, conteniendo 0,5% 

BSA. El anticuerpo primario fue de origen comercial (Sigma Chemical Co.), 

que consiste en un anticuerpo policlonal obtenido en cobayo. 

La hormona radiactiva (trazador) se generó en este laboratorio, para ello se 

utilizó el método de Cloramina T, ya descripto anteriormente. El sustrato de 

iodinación fue insulina comercial obtenida de páncreas porcino (Sigma 

Chemical, Co.).Luego, la separación de la hormona marcada y el 125Iodo no 

incorporado se realizó en una columna de 50 ml conteniendo un 

empaquetado de Sephadex G-50, utilizando como buffer de corrida: Acetato 

de sodio 50 mM; BSA 0,01% (p/v); Azida sódica 0,1%; pH=6,5.  

Las muestras o estándares (50 µl) se incubaron con el antisuero anti-

Insulina de rata (Sigma Chemical, Co) a 4ºC durante 16-24 hs, y la 
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separación de la fracción libre de la unida se realizó por el agregado de una 

mezcla de carbón 2,5% y sulfato de dextrán al 0,25% disueltos en buffer RIA 

para insulina. Luego los tubos se colocaron 10 min. en baño de hielo, se 

centrifugó 10 min. a 4.000 rpm y se aspiraron los sobrenadantes. La 

radiactividad γ emitida por los precipitados se mide en un contador 

adecuado. Las cpm de las muestras fueron convertidas en concentración 

utilizando una curva estándar con un límite de detección de 0,18 ng/ml. 

 Determinación de estradiol (E2) 

La determinación de estradiol total se realizó por un RIA desarrollado en 

este laboratorio115. En este caso se requiere una extracción previa del analito 

de la muestra, que se realiza a partir de 250 µl de plasma al que se le 

agregan 2,5 ml de éter di etílico, y se agita en vortex durante 1 min. Luego 

la fase acuosa se congela 10 minutos a -80°C y la fase orgánica se trasvasa a 

un tubo limpio donde se la evapora a 40°C. El extracto seco se resuspende en 

un volumen apropiado de buffer de trabajo (gelatina 0,1 % (p/v), en PBS 0,05 

M, pH= 7,4). 

Para la detección de estradiol en plasma utilizamos un antisuero de conejo 

anti-estradiol desarrollado en el IMBICE. La hormona utilizada como 

trazador es de origen comercial y está marcada con tritio (3H-Estradiol, 

Perkin Elmer, Life Sciences, Inc). La curva estándar posee un límite de 

detección de 19,53 pg/mL. La mezcla de reacción se incuba a 4ºC toda la 

noche y la separación de la fracción libre de la unida se realiza por agregado 

de una mezcla de 1% carbón – 0,1% sulfato de dextrán en buffer de trabajo. 

Se incuba en baño de hielo 10 min., se centrifuga a 4.000 rpm (a 4ºC). Los 
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sobrenadantes se recuperaron en tubos conteniendo líquido de centelleo 

(EcoLite™, ICN). Las cpm de las muestras fueron convertidas en 

concentración utilizando una curva estándar adecuada y un programa de 

computación para tal fin. 

Determinación de testosterona total (TT). 

La medida de testosterona total se realizó por un RIA específico desarrollado 

en este laboratorio115. Se requiere una extracción previa del analito de la 

muestra, que se realiza a partir de 100 µl de plasma al que se le agrega 1 ml 

de éter di etílico, y se agita en vortex durante 1 min. Luego la fase acuosa se 

congela 10 minutos a -80°C y la fase orgánica se trasvasa a un tubo limpio 

donde se la evapora a 40°C. El extracto seco se resuspende en un volumen 

apropiado de buffer de trabajo (gelatina 0,1 % (p/v), en PBS 0,05 M, pH= 

7,4). 

Para la detección de testosterona en plasma utilizamos un antisuero de 

conejo anti-testosterona desarrollado en el IMBICE. La hormona utilizada 

como trazador es de origen comercial y está marcada con tritio (3H-

Testosterone, Amersham, GE Healthcare Life Sciences, Inc). La curva 

estándar posee un límite de detección de 0,01 ng/mL. La mezcla de reacción 

se incuba a 4ºC toda la noche y la separación de la fracción libre de la unida 

se realiza por agregado de una mezcla de 1% carbón – 0,1% sulfato de 

dextrán en buffer de trabajo. Se incuba en baño de hielo 10 min., se 

centrifuga a 4.000 rpm (a 4ºC). Los sobrenadantes se recuperaron en tubos 

conteniendo líquido de centelleo (EcoLite™, ICN). Las cpm de las muestras 
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fueron convertidas en concentración utilizando una curva estándar 

adecuada y un programa de computación para tal fin. 

Determinación de Δ4A, 5αDiol y 17OHP4. 

La medida de ∆4A, se realizó con el kit de RIA comercial Belckman Coulter. 

La determinación de 5αDiol se realizó a través de un RIA semi-desarrollado 

utilizando el anticuerpo específicamente purificado 5a-androstane-3α-17β-

diol-15-CMO-HSA de Immunotech Diagnostic (Montreal, Canada)116 El 

dosaje de 17OHP4 se realizó con un kit RIA comercial de Immunotech 

(Belckman Coulter). 

EVALUACIÓN DE ARN MENSAJEROS EN GLÁNDULAS ADRENALES Y 

OVÁRICAS POR RT-PCR TIEMPO REAL 

Los respectivos tejidos provenientes de los diferentes grupos de animales según 

cada tratamiento neonatal, fueron rápidamente congelados, por inmersión de 

Nitrógeno líquido, y mantenidos a -80ºC hasta su posterior homogeneización, 

extracción y semi cuantificación, por RT-PCR, de los diferentes ARNm. El 

aislamiento del ARN total se realizó utilizando el reactivo de Trizol (Invitrogen); 

para la técnica en un solo paso, versión mejorada de la desarrollada por 

Chomczynski120. Posteriormente, se cuantificó midiendo la absorbancia a 260, 280 y 

230 nm. Una vez obtenido el ARN, se utilizó 1 μg de ARN total para realizar la 

transcripción reversa usando random primers (250 ng) y la enzima Superscript™ III 

Reverse Transcriptase (200 U/μL, Invitrogen, Life tech). Una vez obtenido el 

producto, se utilizó 1 μl para ser amplificado con 0,5 μM de los primers específicos 

(Detallados en la Tabla 1) utilizando el kit para PCR tiempo real 5x Hot FirePol 
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EvaGreeen qPCR (Solis BioDyne) en un ciclador MJ Mini Opticon (Bio Rad), 

teniendo en cuenta el siguiente esquema de ciclado: un ciclo de 15 min. a 95°C, 

seguido por 40 ciclos de 15 seg. a 95°C, 30 seg. a 50-60°C (dependiente de la 

temperatura de annealing de cada par de primers utilizado), y 30 seg. a 72°C. Es 

válido aclarar que todos los primers utilizados fueron diseñados con el software 

primer 3. 

 Primers (5’-3’) GBANK pb 

Β-Actina se, GGTCCACACCCGCCACCAG NM_031144.3 200 

 as, GGGCCTCGTCGCCCACGTA   

P450scc se,  TGGCAGGAGGGGTGGACACG NM_017286.2 113 

 as, GCGCCGGGCAGCTAGAACTT   

P450c17 se, AGCTGGCCAGGGAGGTGCTC NM_012753.2 101 

 as, GGCCACGCCTTTCCCTTGGT   

Aromatasa se, TGGCCTCAACCTCACCACGGA NM_017085.2 100 

 as, CCCGGCTCTCTGGATGGATGC   

Tabla 1. Primers utilizados en las reacciones de PCR tiempo Real. se, sentido; as, 

antisentido; GBAN, Número de acceso a GenBank; pb, longitud del amplificado en pb. 

 

La eficiencia de la PCR fue cercana a 1. Las muestras se ensayaron por duplicado, 

en tubos separados. La identidad y pureza del producto amplificado se chequeó 

mediante el análisis de la curva de melting realizada al final de la amplificación. 

Para determinar las expresiones relativas en cada grupo experimental se utilizó el 

método de cálculo de la diferencia entre los Cts (ΔCt), de la siguiente manera: Ct 

del gen de interés – Ct del gen de referencia. En nuestro caso, el gen de referencia 
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utilizado fue β-actina, dado que sus niveles de ARNm no difieren entre el grupo 

control y el experimental. Finalmente, los cambios relativos en el nivel de 

expresión fueron calculados según la diferencias de Cts del grupo CT. (ΔΔCt). 

CONTENIDO DE 17OHP4 OVÁRICO Y ADRENAL 

Se realizó la extracción de las glándulas adrenales y ováricas en HCl 0,01N. Las 

mismas fueron sonicadas por 10 a 20 segundos y se realizó una centrifugación a 

3000 rpm por 5 minutos. En el sobrenadante se determinó 17OHP4 por RIA 

comercial (Bio Analytical). Se correlacionó el contenido esteroideo con la cantidad 

de proteínas totales del extracto, las cuales se midieron utilizando un reactivo 

comercial del Laboratorio Wiener. El fundamento de esta determinación se basa en 

una reacción de una solución que contiene ión cúprico, el cual reacciona con los 

enlaces peptídicos en medio alcalino, para dar un complejo violáceo con máximo de 

absorción a 540 nm, cuya intensidad es proporcional a la concentración de 

proteínas totales en la muestra. 

HISTOLOGÍA DE LAS GLÁNDULAS OVÁRICAS. 

Para los estudios histológicos, se disecaron los ovarios y se fijaron los tejidos en 

formaldehído al 4% durante 8 horas. La fijación se detuvo lavando la muestra bajo 

chorro continuo de agua corriente durante 10 minutos y luego se enjuagaron en 

PBS por 10 minutos. Se deshidrataron en baños sucesivos de soluciones de alcohol 

etílico de concentración creciente: 70º un solo baño (24 hs hasta 2 días), 96º dos 

baños de 2 hs cada uno, y 100º dos baños de 2 hs cada uno. Se aclararon en Xilol 

(Merk, Argentina), dos baños de 3 hs. cada uno. La inclusión en parafina 

Histoplast® (Biopack) se realizó en estufa, con 2-4 hs. por baño. Una vez completa 



Materiales y Métodos 

 

 

56 

 

la impregnación, se retiró la muestra, se volcó en el molde cuidando que el tejido 

quede en centrado en el bloque. Una vez solidificada, se procedió a su tallado y 

fijado al taco para su corte con micrótomo. Se obtuvieron láminas de 4-5 micras de 

espesor. Finalmente, los cortes fueron examinados con lupa binocular (Hill Strübin, 

Wetzlar, Alemania) para seleccionarlos antes de su tinción. El procedimiento 

seguido para la tinción simple eosina-hematoxilina, se detalla en la Tabla 2. 

Una vez teñidas y realizado el montaje, las muestras se dejaron secar en estufa, y 

luego se analizaron con un microscopio óptico Nikon. El análisis morfométrico-

cuantitativo se realizó utilizando una cámara Sony RGB CCD en conjunto con el 

software Image Pro Plus 6.0. Para cada muestra se seleccionaron 5 secciones de 

cada animal (n=4 animales por grupo). Se analizaron 15 campos al azar para cada 

sección, de acuerdo a su morfología se clasificaron los folículos según su grado de 

avance y se determinó el porcentaje folicular, así como la presencia o ausencia de 

cuerpos lúteos o estructuras quísticas.  
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Proceso Reactivos Minutos 

Desparafinado Xilol 5 

Hidratación Agua Destilada 5 

Hidratación Alcohol 80º 1 

Hidratación Alcohol 70º 1 

Hidratación Alcohol 50º 1 

Tinción Hematoxilina 2 

Enjuague Agua Destilada 3 

Tinción Eosina 1% 1 

Deshidratación Alcohol 50º 1 

Deshidratación Alcohol 70º 1 

Deshidratación Alcohol 80º 1 

Deshidratación Alcohol 95º 1 

Aclaración Xilol Pasaje 

Montaje Bálsamo de Canadá  

Tabla 2. Tinción eosina-hematoxilina para cortes de ovario incluidos en parafina. 

 

Estudios in vivo 

RESPUESTA AL ESTÍMULO DE HCG A EDAD ADULTA 

Las cirugías se realizaron en un cuarto apropiado del Servicio de Bioterio del 

IMBICE, y se utilizó material adecuado y en condiciones de asepsia normalmente 

requeridas. El índice de mortalidad por cirugía fue menor al 5%. Desde el día 50 de 

vida se analizó el ciclo estral, por lavados vaginales diarios, de los animales CT, PT 

y FM. Los animales fueron anestesiados con Embutal (120 g/l; 500 µL/ 150g de peso 

corporal, i.p.). El grupo CT y FM fue canulado luego de tres ciclos consecutivos, en 

diestro con el fin de inhibir el pico pre-ovulatorio de LH. Los animales PT se 

canularon en estro ya que presentaron un estro constante. Para la operación en sí, 

se realizó un corte en la zona ventral derecha del cuello del animal, accediendo a la 

vena yugular lateral correspondiente. En ésta, se implantó un catéter flexible y 
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estéril (Silastic®), que se sujetó a la vena con hilo quirúrgico estéril. La vía se 

mantuvo permeable perfundiendo un pequeño volumen de solución fisiológica i.v. 

débilmente heparinizada. Luego de tomar una primer sangría (basal), se le 

suministró un bolo de hCG (5 mUI /g de peso corporal) a través de la cánula en un 

volumen de 0,5 ml, utilizando como vehículo solución fisiológica estéril121. Las 

extracciones seriadas de sangre se realizaron inmediatamente antes de la 

administración (tiempo 0) y a los 60 y 120 minutos post-administración del 

estímulo y se determinó en ellas las concentraciones de estradiol plasmático. 

 

Estudios in vitro 

INCUBADO DE CÉLULAS DE CORTEZA ADRENAL ENRIQUECIDAS. 

Las glándulas adrenales fueron disecadas inmediatamente al sacrificio y por 

punción de las mismas se separó la cápsula del resto de la glándula, obteniéndose 

de esta forma una fracción enriquecida de células provenientes de las zonas 

fasciculata y reticularis122. Las células fueron digeridas mecánica-enzimáticamente 

durante 45 minutos a 37 °C en medio EEBS con el agregado de colagenasa tipo I (2 

mg/ml) y DNAsa (0,01 mg/ml). Luego, las células fueron filtradas y centrifugadas 

por 10 minutos a 1000 rpm a temperatura ambiente y resuspendidas en medio 

EEBS. Se procedió a realizar dos lavados semejantes. Luego, las mismas fueron 

resuspendidas en medio EEBS a una concentración de 250.000 cél/0,9 ml de medio 

y este volumen fue distribuido en tubos de poliestireno y a los que se les adicionó 

100 µl de medio sólo (secreción basal) o conteniendo ACTH (0,1, 1 y 10 ng/ml). Las 

células fueron incubadas durante 120 minutos (37°C en atmósfera de 95 % aire 
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analítico- 5%CO2). Al final de la incubación, se separó el medio de las células por 

centrifugación 10 minutos, 1000 rpm a temperatura ambiente. El medio de 

incubación fue almacenado a -20°C para la determinación de testosterona y 

corticosterona. En las células remanentes se determinaron los niveles de ARNms 

de P450 scc y P450c17 por RT-PCR tiempo real.  

CULTIVOS DE CÉLULAS OVÁRICAS PROVENIENTES DE ANIMALES 

PRE-PÚBERES. 

Con el fin de estimular el desarrollo ovárico de las ratas a estadio antral temprano, 

los animales de los distintos grupos de estudio (CT, PT y FM) fueron diariamente 

inyectadas (s.c.) con 1 mg de dietilestilbestrol (DES/100 µl) entre los días 25 a 27 de 

vida por tres días consecutivos123. El xenoestrógeno permitió que los folículos en 

estadios tempranos, que poseen una sola capa de células de la granulosa, puedan 

madurar hasta el estadio antral temprano, acompañado por una proliferación de 

las células de la granulosa124. Los animales se sacrificaron entre los días 28 y 30 de 

vida. Se disecaron los ovarios y se colectaron en un recipiente conteniendo medio 

DMEM/F12 frío. Los tejidos se perforaron con una aguja 21xg y se trataron con una 

solución de EGTA 6,8 mM por 15 minutos a 37°C, luego se cambió el medio por 

DMEM/F12 conteniendo sacarosa 0,5 M y se colocaron 5 minutos a 37°C seguido de 

5 minutos sobre hielo en escamas. Las células ováricas se pasaron a través de un 

filtro Nitex de 50 µm y se realizaron dos lavados con DMEM/F12. Finalmente, se 

procedió al aislamiento diferencial de células de la granulosa por una 

centrifugación diferencial utilizando Percoll al 40% (v/v). Se recuperaron las células 

de la interfase, se lavaron y se sembraron a una relación de 350.000 células vivas 

por pozo en placas de cultivo, pre-tratadas con colágeno extraído de cola de rata 
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(ver a continuación), diluidas en medio DMEM/F12 modificado suplementado con 

Δ4A (10-7 M) y antibióticos. Luego de 3 horas de  incubación a 37°C y en atmósfera 

de 95% aire y 5% CO2. Se cultivaron con medio DMEM/F12 suplementado sólo o 

conteniendo hCG (0,05-0,5 UI/pozo) durante 48 hs, a 37°C y bajo atmósfera de 5% 

CO2. Al finalizar el cultivo en los medios de incubado se almacenaron a -20°C y se 

determinó la concentración de estradiol, por RIA, liberado al medio de cultivo. 

Extracción de colágeno de cola de rata 

Se disecaron colas de rata Sprague-Dawley adultas y se lavaron con etanol 

70% (v/v) por 20 minutos. En condiciones de esterilidad, se retiró la piel y se 

aislaron los tendones, lavándolos con agua calidad MiliQ estéril. Se 

colocaron en acido acético glacial al 1% (v/v) durante 48 horas a 4°Cfijas a 

un rotador horizontal 100 rpm. Finalmente, se centrifugó a 35.000 g por una 

hora y se conservó el sobrenadante a 4°C. Se realizó la curva de gelificación 

del colágeno sobre la placa utilizando colágeno al 60%(v/v) en agua estéril, 

NaOH 1M y RPMI 5X. 

 

Análisis estadístico de los resultados 

Para los experimentos in vivo, cada grupo de estudio estuvo constituido por una 

población de 8-10 animales. En los protocolos realizados in vitro se utilizaron, 

aproximadamente, 10 réplicas por estímulo y se realizaron entre 3 a 5 

experimentos diferentes. Los resultados obtenidos, se expresaron como la media ± 

EEM, y fueron sometidos a análisis estadísticos. Para el procesamiento estadístico 
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se utilizó el programa GraphPad Prism versión 5.00 para Windows, GraphPad 

software, San Diego, California (USA). Se realizó el test de ANOVA de una vía con 

posterior realización del test de Bonferroni, para determinar las diferencias 

significativas entre los valores de la media obtenidos en los diferentes grupos de 

estudio. Para análisis de datos provenientes de los experimentos de cuantificación 

de la expresión de ARNm se procedió a someter los mismos al análisis estadístico 

utilizando una prueba no paramétrica. 
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Capítulo 1: Edad Prepuberal 

IMPACTO DE LA INTERVENCIÓN NEONATAL SOBRE LA INGESTA DE 

ALIMENTO Y EL CRECIMIENTO DE LA RATA HEMBRA DURANTE EL 

PERÍODO PREPUBERAL 

La inducción de una hiperandrogenemia transitoria (PT) y el bloqueo del receptor 

de andrógeno (FM) modificaron la programación endocrino-metabólica de la rata 

hembra. Durante el estudio, se observó (Figura 1) que el consumo diario de 

alimento a partir del día destete, incluso cuando el mismo es corregido por el peso 

corporal (PC) del día anterior, fue menor en el grupo FM (durante los días 21 a 24 

de vida) al compararlo con los grupos CT y PT. Cabe destacar que los animales de 

todos los grupos presentaron similar PC al día 21 de vida (día del destete). Sin 

embargo, es posible observar en la Figura 1 (panel derecho) una disminución en la 

ganancia de PC en los animales FM, lo cual se evidencia claramente a partir del 

día 24 de vida, y ocurre hasta el día 30 de vida. Los animales PT no presentaron 

diferencias significativas respecto al CT en el consumo diario de alimento, aunque 

muestran un aumento significativo en la ganancia de PC entre los 27 y 30 días de 

vida (Figura 1, derecha).  
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Figura 1: Consumo diario de alimento en los distintos grupos experimentales, expresados 

en gramos de alimento sólido por cada 100 gramos de peso corporal, durante los días 21 a 

30 de vida (izquierda). Peso corporal de los animales experimentales entre los días 21 a 30 

de vida (derecha). Los valores representan la media ± EEM (n = 19-20 animales por grupo) 

*p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. PT a igual edad. 

 

 

Los resultados permiten observar que la curva de crecimiento de la rata hembra 

normal está supeditada a los niveles androgénicos, ya que el tratamiento con FM 

provoca un comportamiento hipofágico del animal en los días posteriores al destete, 

acompañados por una disminución del PC. 

Debido a las alteraciones del PC durante los primeros días posteriores al destete, se 

evaluó la masa del TAP al día 30 de vida. Hallamos un aumento significativo del 

depósito de TAP en los animales PT y una disminución del mismo depósito en los 

animales FM (Figura 2), modificación que continúa siendo significativa aún luego 

de ser corregida por el respectivo PC (Figura 2, derecha).  
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Figura 2: Masa del depósito de tejido adiposo parametrial al día 30 de vida (izquierda). 

Relación entre la masa de TAP y el peso corporal al día 30 de vida (derecha). Los valores 

representan la media ± EEM (n = 19-20 animales por grupo). *p 0,05 vs. CT; #p 0,05 vs. 

PT. 

Estos resultados indican que tanto el bloqueo de la función androgénica como el 

exceso de testosterona modifican la masa de TAP a edad prepuberal.  

EFECTO DE LA INTERVENCIÓN NEONATAL SOBRE EL ESTADO 

METABÓLICO DE LA RATA A EDAD PREPUBERAL 

Debido a las modificaciones halladas en el peso corporal y las masas de TAP en los 

animales FM y PT, analizamos los niveles plasmáticos de diversos parámetros 

metabólicos de los animales al día 30 de vida (Tabla 1). 

 B (µg/dl) Lep (ng/mL) TG (g/L) Glu (g/L) Ins (ng/mL) 

CT 9,257 ± 1,274 1,088 ± 0,099 0,343 ± 0,069 1,086 ± 0,044 0,660 ± 0,071 

PT 9,520 ± 2,797  1,589 ± 0,139* 0,286 ± 0,040 1,157 ± 0,060 0,675 ± 0,050 

FM 9,127 ± 2,153 1,038 ± 0,122# 0,417 ± 0,081 1,192 ± 0,049 0,461 ± 0,031*,# 

 

Tabla 1. Niveles circulantes de metabolitos en animales de 30 días de edad. Los valores 

representan la media ± EEM (n = 9 animales por grupo) *p 0,05 vs. CT, #p 0,05 vs. PT. 
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Los valores circulantes de glucosa, triglicéridos y corticosterona fueron similares en 

todos los grupos estudiados. El grupo PT presenta un aumento significativo en los 

valores de leptina respecto a los grupos CT y FM (Tabla 1), incluso si es corregido 

por los respectivos PCs. (resultados no mostrados). 

Los niveles de insulinemia en los animales CT y PT son similares, sin embargo los 

animales FM presentan una disminución significativa respecto a ambos grupos en 

estudio. Los valores del índice HOMA están significativamente reducidos (p < 0,05; 

n = 9 animales por grupo) en las ratas FM (0,131 ± 0,008) comparado con los 

calculados en los grupos CT (0,183 ± 0,018) y PT (0,189±0,017). 

Estos resultados nos permiten sugerir que la modificación de la función 

androgénica neonatal induce alteraciones en la programación endocrino-

metabólica, debido al exceso de andrógeno en un caso o al bloqueo de la acción del 

andrógeno en el otro. 

DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES PLASMÁTICOS Y TISULARES DE 

ESTEROIDES SEXUALES Y DE INTERMEDIARIOS DE SU BIOSÍNTESIS 

En el análisis del perfil esteroideo en circulación en los diferentes grupos de ratas 

hembra nos focalizamos principalmente en el estudio de andrógenos, estrógenos y 

sus intermediarios de la cadena esteroidogénica a la edad prepuberal (previo al pico 

endógeno de secreción de LH).  
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Figura 3. Perfil esteroideo periférico en animales prepuberales: niveles plasmáticos de 17-

hidroxiprogesterona (arriba-izquierda), testosterona total (arriba-derecha), estradiol (abajo-

izquierda) y 5-α-androstenediol (abajo-derecha) Los valores representan la media ± EEM (n 

= 9 animales por grupo) * p < 0,05 vs. CT; #p 0,05 vs. PT. 

 

En la Figura 3 observamos que los animales PT muestran una disminución 

significativa de los niveles de 17OHP4 con valores normales de 5αDiol, TT  y E2. 

Mientras que el grupo FM presenta un aumento de los niveles de 5αDiol así como 

de E2, con valores normales de TT. Los animales PT poseen una alteración en la 

secreción de 17OHP4 ya sea ovárica o adrenal, y los animales FM muestran una 

mayor tasa de conversión de testosterona en sus metabolitos activos 5Diol y E2. 

Además, cabe aclarar que no se hallaron diferencias significativas en los niveles 

plasmáticos de LH y FSH entre los grupos de estudiados (resultados no mostrados). 
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Con la intención de evaluar cuál es la fuente involucrada en la disminución de los 

niveles plasmáticos de 17OHP4 en los animales PT, se analizó el contenido de 

17OHP4 en las glándulas adrenales y ováricas de los animales PT y FM. 

 

Figura 4. Contenido de 17-hidroxiprogesterona (17OHP4), corregido por los niveles de 

proteínas totales, en las gládulas adrenales y ováricas de animales de 30 días de edad. Los 

valores representan la media ± EEM (n = 4 glándulas por grupo). * p < 0,05 vs. CT; #p 0,05 

vs. PT. 

 

En la Figura 4 podemos observar que los niveles de esteroides periféricos, 

productos 17 hidroxilados, provienen fundamentalmente de la secreción ovárica. 

Ello puede inferirse ya que se observan valores similares en el contenido adrenal de 

17OHP4 en todos los grupos de estudio y una disminución significativa en el 

contenido ovárico de 17OHP4 en el grupo PT. Estos niveles disminuidos de 

17OHP4 podrían estar asociados a un bloqueo enzimático en la cadena 

esteroidogénica, o a una alteración en la foliculogénesis, ya que la expresión de las 

enzimas de la vía de síntesis de esteroides depende del estadio en que se 

encuentran los folículos ováricos. Para dilucidar estas posibilidades, más adelante 

serán estudiadas las características morfológicas de los ovarios a la edad 

prepuberal en todos los grupos de estudio.  
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ESTUDIO DE EXPRESIÓN ENZIMÁTICA EN LA CADENA 

ESTEROIDOGÉNICA ADRENAL Y OVÁRICA 

La importancia de la glándula adrenal como fuente de intermediarios 

esteroidogénicos en la rata es desconocida. No encontramos diferencias 

significativas en el contenido adrenal de 17OHP4 ni en los niveles de corticosterona 

circulante entre los grupos estudiados. Debido a los resultados controversiales en la 

bibliografía respecto al aporte de la glándula adrenal como fuente de esteroides 

sexuales, evaluamos la expresión de algunas de las enzimas involucradas en la vía 

de síntesis de esteroides en células adrenales provenientes de las zonas 

fasciculata/reticularis. No hallamos diferencias significativas en la expresión de 

P450scc entre los grupos de estudio, y es importante destacar, que no encontramos 

expresión de la enzima P450c17 en las células adrenales en los tres grupos 

analizados. En correlación con estos resultados, en los incubados de células 

adrenales enriquecidas de las zonas fasciculata/reticularis no se encontraron 

diferencias significativas en la liberación de corticosterona tanto espontánea como 

estimulada con ACTH y no fue posible detectar liberación de testosterona al medio 

en ambas condiciones. Por lo tanto, podemos inferir que no se produciría una 

modificación en el silenciamiento epigenético posnatal que ocurre normalmente en 

la enzima P450c17, en los roedores.  

Respecto a la expresión enzimática en el ovario, se analizaron las enzimas P450scc, 

P450c17 y aromatasa. 
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Figura 5: Cuantificación de la expresión de ARNm de las enzimas esteroidogénicas, 

P450scc (arriba-izquierda), P450c17 (arriba-derecha) y aromatasa (abajo), por Real Time 

PCR en tejido ovárico proveniente de animales de 30 días, niveles normalizados respecto a 

la expresión en el grupo CT. Los valores representan la media ± EEM (n = 4 tejidos por 

grupo) * p < 0,05 vs. CT; #p 0,05 vs. PT. 

 

En la Figura 5, los resultados indican que los niveles de expresión enzimática en 

el grupo PT son significativamente menores para P450scc, P450c17 y aromatasa 

respecto a los grupos CT y FM. Es interesante destacar que la disminución 

enzimática en el ovario puede deberse a un bloqueo en la cadena esteroidogénica o 

a una alteración en la foliculogénesis ovárica, ya que la enzima P450scc comienza a 

expresarse en los folículos pre-ovulatorios, específicamente en células de la teca 

interna y células de la granulosa. La enzima P450c17 se expresa en las células de 

la teca, sitio de producción de andrógenos, y su disminución en la expresión ovárica 

en el grupo PT se correlaciona con el menor contenido de 17OHP4 ovárico (Figura 
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4) y la disminución de su concentración plasmática (Figura 3) observados en este 

grupo. Para poder diferenciar entre las hipótesis planteadas, profundizaremos el 

estudio ovárico realizando el análisis morfológico con el fin de analizar su 

desarrollo folicular y su respuesta funcional. A diferencia de P450scc y P450c17, la 

aromatasa es una enzima de expresión pleiotrópica por lo tanto inferimos que la 

disminución en su expresión ovárica (Figura 5) no generaría un impacto en los 

niveles plasmáticos de estradiol a edad prepuberal, encontrándose asociada a un 

menor desarrollo ovárico en los animales PT. 

Finalmente, el grupo FM no mostró diferencias significativas en la expresión de las 

enzimas estudiadas respecto al grupo CT.  

ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LA FOLICULOGÉNESIS OVÁRICA 

En la Figura 6 podemos observar los resultados provenientes del estudio 

morfológico de la foliculogénesis en los distintos grupos de estudio, evaluando la 

relación de folículos primarios, secundarios y antrales respecto al número total de 

folículos analizados.  
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Figura 6: Análisis folicular de ovarios de animales de 30 días provenientes de todos los 

grupos de estudio. Los valores representan la media ± EEM (n = 4-5 tejidos por grupo). * p < 

0,05  vs. CT; #p 0,05 vs. PT.  

 

Los estadios de la foliculogénesis están acompañados por la maduración folicular a 

través de la expresión de las enzimas esteroidogénicas P450scc y P450c17 una vez 

que los mismos llegan a folículos antrales (folículos terciarios). Se puede observar 

un bloqueo en la maduración folicular ovárica de los animales PT ya que se 

encuentra una mayor proporción de folículos en estado primario y una disminución 

significativa de los folículos terciarios, de esta forma es posible atribuir la 

diferencia de la expresión enzimática al bloqueo de la maduración folicular y, por lo 

tanto, los mismos no llegan a expresar P450scc y P450c17. Por otro lado, el grupo 

FM muestra que la ausencia androgénica durante el desarrollo genera folículos 

antrales atrésicos en mayor proporción y respecto al control, lo que se relaciona con 

el aumento de los niveles de estradiol plasmático y la ausencia de las secreciones 

pulsátiles de FSH a debido a la edad prepuberal. 



Resultados 

 

73 

 

RESPUESTA OVÁRICA LUEGO DE LA ADMINISTRACIÓN DE UN 

XENOESTRÓGENO: FUNCIÓN DE LAS CÉLULAS DE LA GRANULOSA 

AISLADAS 

La administración de DES a edad prepuberal genera la maduración de los folículos 

en estadios previos al reclutamiento dependiente de gonadotrofinas, generando el 

desarrollo de folículos antrales. A partir los cuales aislamos células de la granulosa 

y estudiamos la respuesta de las mismas frente a un estímulo con hCG, 

determinando la secreción de estradiol luego de las 48 horas de cultivo (Figura 7). 

En principio es importante destacar que el grupo PT fue capaz de responder a la 

administración prolongada de DES ya que no hubo diferencias significativas en el 

número de células de la granulosa aisladas entre los grupos estudiados. Las células 

de la granulosa fueron cultivadas durante 48 horas en ausencia (basal) o presencia 

de hCG, hormona que se une específicamente a los receptores de LH. Es conocido 

que los receptores de LH se expresan durante todo el desarrollo folicular en las 

células de la granulosa, de la teca y en las luteínicas; la activación del receptor se 

evidencia a través de un estímulo de la esteroidogénesis aumentado la liberación de 

estradiol por parte de las células de la granulosa, a expensas de los andrógenos 

producidos por las células de la teca. Sin embargo, como las células de la granulosa 

se cultivan aisladas fue necesario adicionar al medio Δ4A como fuente androgénica 

exógena. 
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Figura 7 Liberación in vitro de estradiol por células de la granulosa incubadas en ausencia 

o presencia de hCG. Los valores representan la media ± EEM (n = 3 incubados diferentes, 

con 10-15 réplicas por condición). a. p < 0,05  vs.su respectivo basal; * p < 0,05  vs. CT a 

igual condición; #p 0,05 vs. PT a igual condición. 

 

En la Figura 7 se observa que los niveles basales de E2 liberado por las células de 

la granulosa son similares en todos los grupos, sin embargo, el estímulo con hCG 

provocó una mayor liberación de estradiol en los animales androgenizados. Por lo 

tanto, a edad prepuberal el ovario proveniente de las hembras neonatalmente 

androgenizadas sería capaz de responder a estímulos gonadotróficos por la unión 

de hCG a los receptores de LH presentes en las células de la granulosa. 
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Capítulo 2: Edad Adulta 

LAS ALTERACIONES EN LA PROGRAMACIÓN NEONATAL 

ENDOCRINO-METABÓLICA PERMANECEN EN LA EDAD ADULTA 

Durante este capítulo analizaremos las alteraciones en la programación endocrino-

metabólica del individuo adulto (60 días de edad) luego de la intervención neonatal. 

Previamente, observamos que a edad prepuberal tanto los animales del grupo FM 

como los del grupo PT, presentaron modificaciones respecto al PC de los animales 

CT. A partir de estos resultados, estudiamos si las mismas se mantenían entre los 

días 31 y 60 de vida, analizando el consumo de alimento y la curva de peso corporal 

(Figura 8). 

 

Figura 8: Consumo diario de alimento en los animales de todos los grupos de estudio 

(expresado por cada 100 gramos de peso corporal) en función de la edad (entre los días 31 y 

60 de vida, izquierda). Peso corporal de los animales de todos los grupos entre los días 31 y 

60 de vida (derecha). Los valores representan la media ± EEM (n = 19-20 animales por 

grupo) *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. PT a igual edad. 

 

 

En la Figura 8 podemos observar que la intervención neonatal generó una 

modificación del PC a edad adulta. El grupo FM presentó durante todo el periodo 

estudiado una disminución significativa del PC respecto a los demás grupos de 
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estudio. En contraparte, los animales PT mostraron un aumento significativo del 

PC durante ese mismo periodo. Este cambio en el PC no fue acompañado por 

modificaciones en el consumo de alimento (Figura 8) y, en el caso de los animales 

androgenizados, se observa un aumento en la masa de TAP (incluso cuando la 

misma fue corregida por cada 100 gramos de PC; Figura 9). Por lo tanto, podemos 

observar una alteración en la programación metabólica luego de la intervención 

neonatal con exceso de testosterona o por el bloqueo de su receptor a través de 

modificaciones permanentes que afectan el normal desarrollo de la rata hembra. 

 
 Figura 9: Masa de tejido adiposo parametrial (TAP) en gramos al día 60 de 

vida.(izquierda) Relación de TAP respecto a 100 gr. de peso corporal al día 60 de vida 

(derecha). Los valores representan la media ± EEM (n = 19-20 animales por grupo). *p 

0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. PT. 

 

IMPACTO DE LAS ALTERACIONES NEONATALES SOBRE EL ESTADO 

METABÓLICO A LA EDAD ADULTA 

En el capítulo anterior se evaluó el estado endocrino-metabólico de los animales a 

edad prepuberal, los animales PT presentaban hiperleptinemia sin alteraciones en 

la glucemia basal. Por su parte, en el grupo FM prepuberal hallamos una 

disminución significativa de la insulinemia (ver Tabla 1). Luego del desarrollo 

puberal, a los 60 días de vida, los animales PT continúan mostrando niveles de 
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leptina significativamente mayores, respecto al grupo CT. Así como aumento de la 

insulinemia con valores normales de glucosa. La insulino-resistencia (IR) es 

característica del modelo de androgenización neonatal, observado a los 100 días de 

vida, que permite asociarla con los desórdenes metabólicos que presentan las 

mujeres con SOP. Por lo tanto, en el grupo PT, la hiperleptinemia prepuberal y el 

aumento de la masa de TAP condicionarían el desarrollo de hiperinsulinemia e 

hiperleptinemia encontradas a edad adulta. El grupo FM no mostró diferencias en 

sus parámetros metabólicos a los 60 días de vida. Cabe destacar que, a edad adulta, 

no se encuentran diferencias significativas en los valores de corticosterona, 

triglicéridos y glucosa entre los grupos estudiados (Tabla 2). 

 B (µg/dl) Lep (ng/ml) TG (g/l) Glu (g/l) Ins (ng/ml) 

CT 9,391 ± 2,024 1,325 ± 0,170 0,673 ± 0,039 1,110 ± 0,083 0,885 ± 0,165 

PT 10,501 ± 2,783  2,209 ± 0,111* 0,652 ± 0,092 1,205 ± 0,035 2,514 ± 0,609* 

FM 8,529 ± 1,731 1,608 ± 0,173# 0,674 ± 0,104 1,161 ± 0,087 0,836 ± 0,187# 

 

Tabla 2. Niveles circulantes de diversos metabolitos en animales de 60 días de edad. Los 

valores representan la media ± EEM (n = 9 animales por grupo) *p<0,05 vs. CT; #p<0,05 vs. 

PT. 

 

ANÁLISIS DE LA FUNCIÓN CORTICOADRENAL IN VITRO EN LOS 

ANIMALES ADULTOS 

Con el fin de observar la funcionalidad adrenal a la edad adulta luego de las 

intervenciones neonatales, analizamos la respuesta in vitro de células de la fracción 

fasciculata/reticularis frente al estímulo con ACTH. A diferencia del 

comportamiento de la glándula adrenal a edad prepuberal, encontramos que en el 

incubado de células adrenales enriquecidas  provenientes de animales de 60 días de 
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vida, las células de los animales PT mostraron una mayor liberación basal de 

corticosterona, respecto a los valores CT y FM. A su vez, todos los animales 

intervenidos neonatalmente presentaron una menor respuesta frente al estímulo 

con ACTH 1 ng/ml. (Figura 10). 

 

Figura 10. Liberación in vitro de corticosterona por células corticoadrenales enriquecidas 

incubadas en ausencia (basal) o presencia de ACTH. Los valores representan la media ± 

EEM (n = 4 incubados diferentes, con 9-10 réplicas por condición). a p < 0,05 vs.su 

respectivo basal; * p < 0,05  vs. CT a igual condición; #p<0,05 vs. PT a igual condición. 

 

APERTURA VAGINAL Y ANÁLISIS DEL CICLO ESTRAL 

La observación de la apertura vaginal (AV) nos permite detectar clínicamente el 

inicio de la pubertad al producirse la canalización de la vagina a causa del aumento 

estrogénico, posterior al pico de LH. Generalmente, la apertura vaginal se 

encuentra acompañada de la observación del primer diestro del ciclo estral en el 

análisis celular del extendido del lavado vaginal. En la Figura 11 podemos 

observar que el día de AV en los animales CT ocurre alrededor del día 41 de vida 

(41,4 ± 0,7 días) y que existe una AV precoz en el grupo PT (13,6 ± 1,7 días), 
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probablemente debido a la aromatización de la testosterona por las células 

epiteliales de la vagina generando un aumento de estradiol local.(Figura 11). 

 

Figura 11: Día de la apertura vaginal en todos los grupos de estudio. Los valores 

representan la media ± EEM (n = 10 animales por grupo). * p < 0,05  vs. CT; #p<0,05 vs. 

PT.  

 

A partir de las observaciones de las respectivas AVs en CT, PT y FM, estudiamos el 

ciclo estral de las ratas en los distintos grupos de estudio, a través del análisis en 

fresco de los frotis vaginales. Observamos que el tratamiento neonatal con PT 

generó una cornificación del epitelio vaginal de modo que los animales mostraron 

un extendido compatible con un estro, de manera constante. Por su parte, los 

animales FM mostraron ciclos estrales regulares (ciclos de 4-5 días) y similares a 

los del grupo CT (Figura 12). Por lo tanto, podemos inferir que en los animales PT, 

la apertura vaginal no está asociada a una maduración reproductiva, como lo está 

en el caso de los animales FM y CT, en los que la apertura vaginal precede al 

primer diestro y al inicio de ciclos estrales regulares. 
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Figura 12. Determinación del ciclo estral por análisis citológico diario del lavado vaginal 

durante un mes a edad adulta. Esquemas representativos de los ciclos por grupo estudiado. 

(E: estro; P: proestro y D: diestro)  

 

 

NIVELES DE ESTEROIDES SEXUALES PLASMÁTICOS Y TISULARES A 

LA EDAD ADULTA 

Se analizaron los valores plasmáticos de las distintas hormonas esteroideas a los 

60 días de vida con el fin de correlacionarlos con los niveles hallados en la etapa 

prepuberal. Podemos observar en la Figura 13, que la disminución en los niveles 

de 17OHP4, observada a los 30 días de vida (ver Figura 3), permanece a edad 

adulta en los animales PT, sin diferencias significativas en los niveles de 

testosterona y estradiol circulantes. Por lo tanto, los animales del grupo PT 

presenta valores mínimos de productos 17-hidroxilados, sin embargo, éstos son 

suficientes para mantener los valores basales de los productos finales de la cadena 

esteroidogénica ovárica: estrógenos y andrógenos circulantes.  
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Los animales FM presentan niveles de delta-4-androstenediona, estradiol y 

testosterona similares al grupo CT (Figura 14). 
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Figura 13. Perfil hormonal esteroideo de los animales a edad adulta (60 días): niveles 

plasmáticos de 17-hidroxiprogesterona (arriba-izquierda), testosterona total (arriba-

derecha), delta-4-androstenediona (abajo-izquierda) y estradiol (abajo-derecha)  . Los 

valores representan la media ± EEM (n = 10 animales por grupo). * p < 0,05 vs. CT; #p<0,05 

vs. PT. 

 

Respecto a la disminución significativa en los niveles de 17OHP4 del grupo PT, se 

analizó el contenido de dicha hormona en las glándulas ováricas y adrenales. A 

edad adulta, no fue posible observar una correlación directa entre los niveles 

plasmáticos (disminuidos) de 17OHP4 y el contenido de las fuentes 

esteroidogénicas. 
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Figura 14: Contenido de 17-hidroxiprogesterona (17OHP4) corregido por los niveles de 

proteínas totales en las gládulas adrenales y ováricas de animales de 60 días de edad. Los 

valores representan la media ± EEM (n = 3 glándulas por grupo). 

 

EFECTO DEL TRATAMIENTO NEONATAL SOBRE LA EXPRESIÓN 

OVÁRICA DE ENZIMAS ESTEROIDOGÉNICAS 

Las alteraciones enzimáticas se encuentran supeditadas a la cantidad de folículos 

en los distintos estadios del desarrollo, ya que la expresión de P450scc y de 

P450c17 ocurre a partir de que los folículos comienzan su estadio antral. A los 60 

días de vida, encontramos que en el grupo PT continúa (comparado con resultados 

de la edad prepuberal) presentando una disminución en la expresión ovárica de la 

enzima P450scc, mientras que en el caso de la expresión de P450c17, los ovarios no 

muestran diferencias significativas entre los valores de los grupos estudiados 

(Figura 15). La expresión de la enzima aromatasa se encontró aumentada en 

ambos grupos respecto al CT (Figura 15), sin embargo, los valores de estradiol 

plasmático fueron similares (Figura 13). Se conoce en el modelo de 

androgenización neonatal que las ratas hembra son capaces de mantener valores 

basales de estradiol pero no generan los picos cíclicos hormonales característicos, 
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por lo que el aumento de aromatasa podría deberse a un mecanismo que permita 

lograr el mantenimiento de los niveles basales de estradiol similares al grupo CT. 

En el caso de los animales FM estaría asociado al aumento de los folículos antrales. 

 

Figura 15: Cuantificación de la expresión de ARNm de las enzimas esteroidogénicas, 

P450scc (arriba-izquierda), P450c17 (arriba-derecha) y aromatasa (abajo), por Real Time 

PCR en tejido ovárico de animales adultos, niveles normalizados respecto a la expresión en 

el grupo CT. Los valores representan la media ± EEM (n = 3 tejidos por grupo). * p < 0,05 

vs. CT; #p<0,05 vs. PT. 

 

ANÁLISIS MORFOLÓGICO DE LA FOLICULOGÉNESIS OVÁRICA 

Según nuestros resultados previos podríamos inferir que las ratas hembras PT 

serían sub/infértiles y tendrían un desarrollo folicular alterado a edad adulta. Con 

el fin de profundizar el estudio de la reproductividad de la rata hembra 

androgenizada analizaremos la foliculogénesis de los distintos grupos de estudio a 

los 60 días de vida  
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Figura 16. Análisis folicular de ovarios de animales de 60 días y de todos los grupos de 

estudio. Los valores representan la media ± EEM (n = 4 tejidos por grupo). * p < 0,05  vs. 

CT; #p<0,05 vs. PT.  

 

Los resultados indican una menor proporción de folículos secundarios en el grupo 

PT respecto al CT y FM. Ambos tratamientos neonatales generan folículos en todos 

los estadios de desarrollo, sin embargo se observa un aumento de atresia folicular 

en los grupos PT y FM respecto al CT. Como era de esperar, a edad adulta, se 

evidencia en el grupo PT quistes ováricos y la ausencia de cuerpos lúteos (no 

mostrado), en correlación con el ciclo en estro constante y la menor expresión 

enzimática de P450scc. Si bien el grupo FM presenta una mayor proporción de 

folículos atrésicos los parámetros enzimáticos, la presencia de cuerpos lúteos y los 

ciclos estrales similares al grupo CT nos permitirían inferir que el bloqueo 

transitorio de la acción androgénica no modificaría su función reproductiva a los 60 

días de vida. 
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RESPUESTA IN VIVO A LA HCG  

Se ha observado previamente que células de la granulosa aisladas de animales 

prepuberales y tratados con DES de todos los grupos son capaces de responder a un 

estímulo in vitro (hCG por 48 hrs) liberando estradiol (Figura 7). A edad adulta 

analizamos la respuesta aguda a la hCG in vivo. Para ello, se evaluó el ciclo estral 

de las ratas a partir del día 50 de vida. Se utilizaron ratas CT y FM con el fin de 

estudiarlas luego que presenten de 3 a 4 ciclos estrales regulares continuos, 

mientras que las PT se estudiaron en su estro constante. Alrededor del día 70 de 

vida, durante las últimas horas del diestro de los animales CT y FM, y durante el 

estro de los animales PT, se anestesió a los animales experimentales, inhibiendo el 

pico de LH, se les colocó una cánula en la vena yugular derecha y se les administró 

hCG (5 mUI/kg de peso). Se analizó la liberación de E2 durante 2 horas post-

estímulo, realizando pequeñas sangrías antes y cada 1 hora post-tratamiento. Los 

resultados muestran que los animales androgenizados son capaces de producir E2 

frente al estímulo con hCG, por lo cual se sugiere que los ovarios de estos animales 

responden a hCG/LH (Figura 17). Este resultado nos permite inferir que el 

bloqueo de la esteroidogénesis en el ovario se produciría por una menor 

estimulación del mismo por las hormonas del eje hipotálamo-hipofisario, 

probablemente a través de una alteración en la pulsatilidad y/o en la acción directa 

de las gonadotrofinas. 

 



Resultados 

 

86 

 

 
Figura 17: Liberación plasmática de estradiol luego del estímulo in vivo con hCG (5mUI/kg 

de PC), con sangrías cada una hora. Los valores representan la media de las veces de 

estímulo (respecto a sus respectivos valores basales) ± EEM (n = 6 animales por grupo). a p 

< 0,05  vs.su respectivo basal; * p < 0,05  vs. CT a igual condición. 
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EFECTO DE LA ACTIVIDAD ANDROGÉNICA NEONATAL SOBRE EL 

CRECIMIENTO Y EL METABOLISMO DE LA RATA HEMBRA 

Durante períodos tempranos de vida el organismo tiene la habilidad de responder a 

la modificación de los niveles hormonales generando adaptaciones a nivel celular y 

molecular. Estos cambios pueden  establecerse de forma permanente y resultan en 

modificaciones sobre diversas funciones del individuo, las que se perpetúan aún en 

ausencia del estímulo inicial125. El cambio en la programación neuroendocrino-

metabólica en el modelo de androgenización neonatal a edad adulta ha sido 

estudiado previamente en nuestro laboratorio. Estos estudios demostraron que, a 

los 100 días de vida, los animales androgenizados presentaban un incremento en el 

peso corporal (PC) y la masa de tejido adiposo parametrial (TAP), así como una 

severa disfunción metabólica62. Las alteraciones halladas en esos animales se 

asemejan parcialmente a las del fenotipo metabólico de SOP humano, y están 

asociadas con un estado caracterizado por la insulino-resistencia, la 

hiperleptinemia e hipoadiponectinemia57,62. La reprogramación metabólica, 

inducida por el exceso androgénico, incrementó la masa de TAP y TAB visceral a 

expensas de la hipertrofia de las células constituyentes126. Adicionalmente, la 

función adipocitaria in vitro (células aisladas del TAP) se caracterizó por una 

elevada secreción de leptina en respuesta a insulina57,62. 

Estas características que se observan en los animales neonatalmente 

androgenizados y estudiados a los 100 días de vida, nos llevó a analizar algunos 

aspectos de su metabolismo durante el desarrollo de la rata hembra, estudiándolas 

a la edad prepuberal (día 30 de vida) y adulta temprana (día 60 de vida). Dentro de 

las modificaciones halladas desde las edades tempranas de vida, las ratas 
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androgenizadas presentan mayor PC, lo cual corrobora la acción anabólica ejercida 

por el exceso transitorio del andrógeno127. 

El aumento del PC fue acompañado por un aumento de la masa de TAP y una 

correlacionada hiperleptinemia. Estos resultados concuerdan con la 

hiperadiposidad (masa mesentérica y visceral) y el desarrollo de insulino-

resistencia que caracteriza al grupo PT a los 100 días de vida126,57. Respecto al 

metabolismo de lípidos el modelo utilizado en esta tesis no presenta una dislipemia 

basal, a diferencia de otros estudios donde los animales son androgenizados 

durante la gestación126, aunque debe destacarse que a los 100 días de vida los 

individuos del grupo PT se caracterizan por poseer un alto riesgo aterogénico 

(disminución de la adiponectinemia y niveles circulantes elevados de PAI-1 y 

NEFA) y una alta susceptibilidad a desarrollar hipertrigliceridemia cuando son 

sometidos a una carga “alostática” (ingesta de un exceso de fructosa a través de la 

dieta)62. 

El estudio a la edad prepuberal indica que la androgenización neonatal afecta 

precozmente el funcionamiento del tejido adiposo, modificación que se mantiene a 

la edad adulta temprana. Los animales de 60 días de vida presentan altos niveles 

circulantes de leptina respecto a los hallados en el CT y, a partir de esta etapa, se 

incrementan progresivamente los respectivos de insulina. Diversos mecanismos 

podrían estar involucrados en el aumento de insulinemia, entre ellos, la 

hiperleptinemia instalada luego de la hipertrofia adipocitaria modificaría la 

retroalimentación en la función del eje adipo-insular128, resultando en el 

agravamiento de la hiperleptinemia y de la hiperinsulinemia57. 
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Por lo mencionado queda en evidencia que la disfunción endocrina durante el 

desarrollo individual es un factor crítico en la programación metabólica de la rata 

hembra. Actualmente, no se registran estudios sobre el impacto del bloqueo 

transitorio del receptor de andrógeno durante la edad neonatal en la rata hembra. 

Nuestros resultados indican que la administración de flutamida al día 5 de vida, 

genera hipofagia a partir del destete, repercutiendo negativamente en la ganancia 

ponderal (a partir del día 24 de vida) que se mantiene durante la adultez; este 

cambio se vio acompañado por una disminución de la masa de TAP. Resultados 

similares han sido obtenidos por otros investigadores luego de estudiar el efecto de 

la administración aguda de FM en la rata hembra adulta129. Sin embargo, Kim y 

col. hallaron que la administración crónica de flutamida (animales recibiendo 

flutamida diariamente por 20 días a partir del destete) no modifica 

significativamente el peso corporal130. 

Los resultados de ese trabajo indican que la funcionalidad del RA a la edad 

neonatal resulta ser clave para la homeostasis del individuo durante su desarrollo. 

Respecto a su estado endocrino-metabólico, se observó que el grupo de individuos 

tratados con FM, presenta un aumento en la insulino-sensibilidad periférica 

(menores niveles de insulina y valores de HOMA respecto al control) a la edad 

prepuberal, incluso si los mismos son corregidos teniéndose en cuenta el peso 

corporal. El aumento transitorio de los niveles circulantes de estradiol en el estadio 

prepuberal podría cooperar con el incremento de la insulino-sensibilidad en los 

animales flutamida115. 

La testosterona es un andrógeno aromatizable, capaz de activar los RA y los RE131, 

sin embargo, la mejora de la insulino-sensibilidad observada luego del bloqueo 
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neonatal132 y transitorio del RA (FM) sustenta que la sobre-estimulación temprana 

del RA sería parte del mecanismo desencadenante de la resistencia a la insulina 

observado en los animales PT adultos. Este hallazgo coincide con diversos 

resultados de estudios epidemiológicos que muestran que la administración de 

flutamida, sola o en combinación con insulino-sensibilizadores en mujeres con SOP 

o hirsutismo idiopático, mejora alteraciones metabólicas tales como obesidad 

insulino-resistencia y afecciones cardíacas133,134,135. 

Nuestros resultados permiten inferir que el aumento de los niveles de estrógenos 

en los animales tratados neonatalmente con FM, luego de la pubertad, restituirían 

la homeostasis del individuo debido a que las alteraciones sobre la función 

endocrino-metabólica fueron halladas fundamentalmente en edad prepuberal. 

ALTERACIONES EN LOS NIVELES DE GLUCOCORTICOIDES POR 

EXCESO O BLOQUEO ANDROGÉNICO 

La programación del individuo no está sólo supeditada a la función metabólica. Se 

ha demostrado que la malnutrición y los tratamientos hormonales tempranos 

modulan el desarrollo del eje HHA y condicionan su función a la edad adulta. El 

estrés materno, la exposición a glucocorticoides sintéticos y la restricción calórica 

durante edades tempranas de vida reprograman la funcionalidad del eje HHA136. 

La administración de dexametasona durante la etapa final de gestación impacta 

sobre las crías, generando una desensibilización del hipotálamo al feedback 

negativo ejercido por los glucocorticoides sobre la síntesis y liberación de CRH137. 

La programación del eje HHA estaría a su vez influenciada por los niveles de los 

esteroides sexuales a edad neonatal, los presentes resultados muestran que en el 
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grupo PT los valores plasmáticos de corticosterona son similares a los del CT. Sin 

embargo, las células obtenidas por enriquecimiento de la fracción 

fasciculata/reticularis adrenal de animales de 60 días de edad presentaron 

(comparando con las de individuos normales) una mayor secreción in vitro 

espontánea del glucocorticoide y una resistencia parcial al estímulo por ACTH. Por 

su parte, el bloqueo transitorio del RA (FM) impacta también sobre la función del 

eje HHA induciendo una disminución en la liberación de corticosterona post-ACTH 

por las células adrenales enriquecidas. En el estudio de la programación de la 

glándula adrenal, Seale y col. han descripto una alteración en la programación de 

la función del eje HHA debido a la androgenización neonatal. En ese estudio la 

androgenización se indujo el primer día de vida y se observó al momento del 

sacrificio (8-9 am) a la edad adulta que los niveles de corticosterona eran similares 

a los del grupo normal, aunque en el análisis de secreción diario (durante 24 horas) 

los niveles de glucocorticoides presentaron una disminución en la frecuencia y la 

amplitud de los picos de corticosterona63. Cuando los animales androgenizados son 

sometidos a un estímulo estresante, por ruido constante o por un desafío 

inmunológico, presentan una menor respuesta en la síntesis de ACTH y la 

liberación de corticosterona63. Cabe destacar que este estudio in vivo de la función 

adrenal se correlaciona con la menor liberación de corticosterona in vitro por las 

células adrenales enriquecidas que hallamos en el grupo PT frente a ACTH en 

concentraciones de estrés. Las modificaciones observadas en el eje HHA de los 

animales androgenizados, tales como el aumento de la expresión de los receptores 

de glucocorticoides en el NPV y la disminución de la expresión de POMC a nivel 

hipofisario, dependen de los niveles circulantes de estrógenos ya que si se 
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normalizan los niveles de estradiol por ser suplementados por una cápsula de 

liberación progresiva, se normaliza la función del eje HHA63. 

La glándula adrenal de un individuo es capaz de responder de forma diferencial a 

un estímulo según el estado hormonal y la edad del mismo. Como hemos descripto 

previamente, las fluctuaciones transitorias en los niveles de esteroides sexuales 

durante periodos críticos del desarrollo impactan sobre la respuesta adrenal. De 

esta manera, las ratas hembra en la edad prepuberal presentan una liberación de 

glucocorticoides prolongada frente a un estímulo estresante respecto a la respuesta 

de una rata adulta frente al mismo estímulo, demostrando que la reactividad de la 

glándula adrenal cambia significativamente luego de la pubertad138. El bloqueo de 

la acción de la testosterona (FM) también modifica la organización del eje HHA en 

el sexo masculino, dado que ratas macho castradas en el día de nacimiento 

muestran un mayor reclutamiento de neuronas del NPV y una respuesta 

exacerbada del eje HHA al estrés139. Las reprogramaciones a nivel del SNC son 

posibles de revertir en la rata macho sólo si se le restituyen los niveles 

androgénicos durante la edad neonatal ya que, una vez que el animal alcanza la 

edad adulta, no es posible modificar la organización del eje aunque se  restablezcan 

los niveles de andrógenos similares al CT por la administración de testosterona 

exógena139. 

A diferencia de nuestros resultados en ratas hembra tratadas neonatalmente con 

flutamida, Bingham y col. demostraron en ratas macho que la administración 

prepuberal (entre las 12 horas y los 21 días de vida) de flutamida o la de un 

inhibidor de la aromatasa, modifica la función del eje HHA. Ante a un estímulo 

agudo los animales tratados muestran una liberación normal de ACTH y 
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glucocortoides. Sin embargo cuando los mismos fueron sometidos a reiteradas 

situaciones de estrés, se encontraron niveles aumentados de ACTH demostrando 

que el tratamiento perinatal con flutamida retrasa el retorno a niveles normales de 

ACTH, impactando de igual forma sobre los niveles de glucocorticoides140. 

Los mecanismos involucrados en la reorganización del funcionamiento del eje HHA 

se darían a través de una alteración en los circuitos neuronales involucrados en el 

sistema somatosensorial, ya que la disminución de los niveles de estrógenos o el 

aumento de testosterona producen una masculinización del hipotálamo que se 

traduce en la activación del mencionado eje a nivel del sistema límbico141. Estos 

resultados nos permiten demostrar que el nivel circulante de las hormonas 

sexuales a edad neonatal impacta sobre el desarrollo del eje HHA y, por lo tanto, 

sobre la respuesta del organismo frente al estrés a la edad adulta, modificando la 

predisposición al desarrollo de patologías relacionadas al estrés del individuo. 

MODIFICACIONES EN LA PROGRAMACIÓN DE LA VÍA DE SÍNTESIS 

DE ESTEROIDES POR EXCESO O BLOQUEO ANDROGÉNICO. 

ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD OVÁRICA 

El eje reproductivo es susceptible a reprogramaciones durante su desarrollo fetal y 

neonatal142,143. Se ha demostrado previamente que las disfunciones reproductivas 

halladas en el modelo de androgenización neonatal en las ratas estudiadas a la 

edad adulta (100 días de vida) son similares a las halladas en el fenotipo humano 

de SOP, entre ellas las irregularidades en el ciclo menstrual, oligo/anovulación y 

alteraciones metabólicas43,50,57,62. Uno de los objetivos del presente trabajo estuvo 

orientado a identificar las alteraciones en la funcionalidad ovárica en ratas 
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neonatalmente androgenizadas y estudiadas a la edad prepuberal. El estudio nos 

permitió caracterizar modificaciones tempranas en la función reproductiva de los 

animales PT, tales como: 1) una menor producción de 17OHP4 con niveles 

circulantes normales de estradiol, testosterona y 5αDiol; y 2) una menor expresión 

génica para P450scc, P450c17 y aromatasa en el ovario.  

La disminución en la expresión enzimática con niveles plasmáticos de esteroides 

sexuales normales sugiere que en el grupo androgenizado neonatalmente no 

ocurriría un bloqueo completo de la vía esteroidogénica, sino que se produciría una 

disfunción en la foliculogénesis ovárica. Por lo tanto, los resultados nos permiten 

hipotetizar que el exceso androgénico neonatal se traduce en un retraso en el 

desarrollo folicular, ya que las enzimas estudiadas acompañan el avance en la 

foliculogénesis: la P450scc se expresa en células de la teca interna y de la granulosa 

de folículos pre-ovulatorios, pero no en aquellos en estadio preantral144. La enzima 

P450c17, está involucrada en el proceso de 17-hidroxilación y relacionada a 

estadios avanzados de la foliculogénesis, debido a que su expresión está 

estrictamente localizada en las células de la teca, principal sitio de producción de 

andrógenos74. A diferencia de esas enzimas, la aromatasa es de expresión 

pleiotrópica y se expresa, por ejemplo, en tejido adiposo, folículos pre-ovulatorios y 

los cuerpos lúteos145. Por lo tanto la disminución ovárica de aromatasa no debería 

estar necesariamente vinculada con una disminución de los niveles plasmáticos de 

estrógenos, así como ocurre en el grupo PT. 

En correlación con esta hipótesis, la observación de la morfología ovárica de los 

animales neonatalmente androgenizados y estudiados a la edad prepuberal, indica 

un aumento del número de folículos primarios a expensas de la cantidad de 
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folículos terciarios. Ello demuestra que el impacto de la androgenización neonatal 

sobre la función reproductiva ocurre a partir de una limitada maduración de las 

células ováricas. El desarrollo folicular en la rata acontece durante los primeros 

días post-natales92, donde un aumento transitorio de los andrógenos causa 

modificaciones que permanecen a la edad prepuberal. Tyndall y col. hallaron que 

diversos tratamientos administrando testosterona (en forma aguda o crónica) 

durante la edad post-natal generan cambios en la composición folicular, observando 

una mayor proporción de folículos en estadio primordial, a diferencia de lo que 

sucede si el andrógeno es suministrado durante edad fetal146. 

Los esteroides sexuales actúan directamente en la regulación del crecimiento 

folicular, sin embargo, los mecanismos involucrados son aún inciertos. Ha sido 

publicado un estudio realizado en ratones, el cual muestra que los estrógenos 

administrados a edad neonatal, actúan a través de sus receptores, inhibiendo la 

apoptosis de los folículos primarios y reduciendo el reclutamiento folicular 

dependiente de gonadotrofinas147. El receptor de andrógeno (RA) se encuentra 

expresado principalmente en las células de la granulosa presentes en los folículos 

durante estadios tempranos, y su expresión disminuye conforme avanza la 

maduración folicular148.  

La apoptosis folicular está regulada por los andrógenos, directamente a través de 

RA y por su conversión a estrógenos. Se ha demostrado que el tratamiento neonatal 

con el antagonista del RA, flutamida, genera un impacto en la foliculogénesis del 

animal a edad adulta, ya que disminuye los marcadores de apoptosis (disminución 

en la expresión de la proteína caspasa 3)67. Adicionalmente, el tratamiento potencia 

la proliferación de las células de la granulosa y tecales de los folículos antrales67. La 
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flutamida no sólo sería capaz de inhibir la apoptosis, sino que estimularía la 

proliferación folicular debido a que promueve la aromatización de la testosterona, 

evidenciado por un aumento en los niveles de estradiol circulante en los animales 

tratados con el antiandrógeno67. La formación de quistes foliculares es compleja y 

está asociada a un estancamiento de la maduración folicular y fallas en la 

apoptosis149. La acción del antiandrógeno evitaría que se generen quistes a partir 

de los folículos que presentan una baja proliferación y no expresan factores 

apoptóticos. 

Nuestros resultados demuestran que la administración neonatal de flutamida en la 

rata hembra induce una proliferación folicular asociada a un aumento de estradiol 

y 5αDiol en edad prepuberal. Los estudios de la morfología ovárica indican una 

frecuencia folicular similar a la normal, sin embargo, debido a que en este período 

no se generan los picos gonadotróficos necesarios para rescatar los folículos de la 

atresia, el tratamiento neonatal con flutamida produce una mayor cantidad de 

folículos antrales que continúan hacia la atresia folicular150. Estudios in vitro, 

demostraron que los esteroides sexuales intervienen activamente en la maduración 

folicular de forma sinérgica con la FSH151. La testosterona a través de su RA 

estimularía la sensibilidad a FSH de los folículos primarios vía AMPc, beneficiando 

su maduración, sin embargo cuando los mismos son pre-ovulatorios, la LH 

prevalece en su acción disminuyendo la expresión de RA y como resultado la acción 

androgénica152. Estos resultados permiten deducir que existe un efecto dual de la 

testosterona: en etapas iniciales de la foliculogénesis actúa estimulando la 

maduración folicular hasta estadios pre-antrales y, finalmente, en etapas 

avanzadas favorece la formación de estructuras de características quísticas153. 
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Las intervenciones que estimulan la actividad androgénica a edades tempranas de 

vida, alterarían la morfología ovárica permitiendo el reclutamiento folicular pero 

arrestando la maduración en las primeras etapas del estadio folicular. Yang y col. 

investigaron los mecanismos por los cuales la testosterona impacta en el ovario 

neonatal de ratón, demostrando que los ovarios incubados con testosterona 

presentan un aumento de los folículos primarios y una disminución de los 

secundarios. La testosterona beneficia el reclutamiento folicular permitiendo la 

activación de primordiales a primarios, a través de RA vía PI3K/Akt para 

finalmente inducir la translocación de Foxo3154. Además demostraron  que la 

testosterona in vitro, es capaz de inhibir el factor de transcripción GDF9 

involucrado en el desarrollo folicular tardío154. Estos efectos androgénicos pudieron 

ser revertidos por la co-incubación con flutamida, por lo tanto el RA estaría 

directamente involucrado en el arresto folicular, aunque todavía es incierta la vía 

molecular activada154. 

Al analizar los mecanismos a través de los cuales la testosterona impacta sobre la 

función reproductiva se debe tener en cuenta la expresión de aromatasa, enzima 

que permite que el exceso androgénico pueda actuar tanto por los RA como por los 

RE155. Estudios que utilizan la administración de testosterona durante el primer 

día postnatal encuentran una disminución del número de folículos totales en los 

ovarios y no presentan apertura vaginal, poniendo en evidencia un efecto 

claramente androgénico156. Nuestros resultados muestran que el exceso de 

andrógenos al día 5 de vida acelera el tiempo de apertura vaginal. Otros autores, 

hallaron que tratamientos similares de suministro de andrógenos durante edades 

críticas del desarrollo producen modificaciones en el tiempo de apertura vaginal 

acompañados de ciclos estrales disfuncionales157,158,159. El aumento local de 
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estrógenos permite la canalización de la vagina independientemente de los niveles 

de gonadotrofinas y el comienzo de la pubertad98. Esto nos permite inferir que la 

apertura vaginal en el grupo PT no se daría por un efecto androgénico, sino debido 

a la aromatización local de los andrógenos a estrógenos por las células epiteliales 

de la vagina. Se ha demostrado que el bloqueo de la aromatasa retrasa la apertura 

vaginal, corroborando el rol primordial de los estrógenos en dicho proceso 

madurativo160. Las ratas FM muestran una tendencia a una apertura vaginal 

precoz, debido al aumento de los niveles de estrógenos y de los folículos en estadio 

antral a la edad prepuberal. Sin embargo, esta diferencia no es significativa 

respecto a lo normal. Se ha demostrado que flutamida administrada por 20 días en 

altas dosis (25 mg/kg) genera una apertura vaginal precoz, observando que el 

antiandrógeno ejercería algún efecto estrogénico, similar al que se encontró en 

ratas tratadas con DES, aunque es desconocido el mecanismo molecular 

involucrado130. Las modificaciones en la programación a nivel reproductivo debido 

al uso de antiandrógenos no fueron descriptas sólo en hembras, ratas macho 

inyectadas con flutamida entre los días 1 a 6 de vida presentaron, en la edad 

adulta, anormalidades en la estructura interna de sus órganos sexuales, aunque 

mantuvieron las concentraciones intratesticulares de testosterona similares a los 

niveles hallados en el grupo CT. En correlación con nuestros resultados, el bloqueo 

transitorio de la acción androgénica generaría modificaciones independientes de la 

producción esteroidea a la edad adulta161. 

Respecto a los niveles plasmáticos de esteroides en los individuos de 60 días de 

vida, los animales del grupo flutamida presentaron un perfil hormonal similar al 

grupo control. En los animales androgenizados no se observaron valores anormales 

de estrógenos y andrógenos circulantes aunque presentaron niveles disminuidos de 
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17OHP4 y alteraciones en el ciclo estral (observándose el estro de manera 

constante).  

Dadas las alteraciones metabólicas encontradas en el grupo PT (aumento de PC, 

hiperleptinemia e hiperinsulinemia) y la ausencia de ciclos estrales regulares, se 

podría sugerir que estos individuos podrían ser sub-fértiles/infértiles. De hecho, y a 

diferencia de lo observado a la edad prepuberal, en el análisis morfológico de la 

foliculogénesis en el grupo PT adulto se encontraron folículos correspondientes a 

todos los estadios de desarrollo, y sin diferencias en el número de folículos 

terciarios, lo que permitiría niveles basales de estrógenos y testosterona normales. 

Sin embargo, se observó una menor proporción de folículos en estadio secundario 

respecto al grupo normal, con una mayor cantidad de folículos atrésicos y presencia 

de quistes ováricos. Estas observaciones nos permiten indicar que la 

androgenización neonatal genera una falla ovárica pre- y post-puberal 

probablemente relacionada con una anormal estimulación del ovario por LH51. De 

acuerdo con esta hipótesis, estudios previos muestran que ratas androgenizadas 

neonatalmente presentan una alteración en la liberación de LH cuando son 

estimuladas por la administración secuencial con estradiol y progesterona, 

demostrando que la alteración en el eje HHG es el que determina la condición 

reproductiva en estos individuos162.  

Los resultados del estudio de la foliculogénesis en el grupo PT se encuentran en 

relación con los niveles de la expresión enzimática en la cadena esteroidogénica. 

Una disminución de la enzima P450scc podría deberse a la menor proporción de 

folículos secundarios, y la expresión normal de la P450c17 se asociaría a niveles de 

folículos terciarios similares a los del grupo normal. Adicionalmente, el aumento en 
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la expresión de aromatasa ovárica, hallado también por Tyndall y col., reflejaría un 

mecanismo compensatorio debido a que estos animales mantienen una secreción 

basal de estrógenos pero no desarrollan el aumento característico de este esteroide 

durante el ciclo estral146, resultando entonces anovulatorios. La presencia ocasional 

de cuerpos lúteos podría relacionarse con defectos parciales del tratamiento 

empleado162, sugiriendo que la anovulación sería el resultado primordial de la 

androgenización neonatal. 

El bloqueo de la acción androgénica por la administración temprana de flutamida 

acelera la maduración folicular caracterizada a edad prepuberal por un aumento de 

folículos antrales atrésicos, mientras que a edad adulta observamos una mayor 

proporción de folículos en atresia respecto al grupo normal y una mayor expresión 

de aromatasa. Son escasos los estudios sobre el papel de los andrógenos endógenos 

en la programación ovárica de la rata, y nuestros estudios en el grupo FM 

muestran que las alteraciones foliculares halladas no interfieren en el desarrollo de 

ciclos estrales regulares ni en los niveles de esteroides plasmáticos. Aunque la 

función endocrino-reproductiva en el grupo FM, a los 60 días de vida, no se 

modificó, el aumento de la atresia folicular y la proporción de folículos antrales 

atrésicos nos podría indicar que el bloqueo transitorio de la acción androgénica 

generaría un envejecimiento prematuro del ovario163. 

Los andrógenos adrenales participan activamente en el desarrollo de SOP en 

mujeres a la edad reproductiva164, aunque es controversial el aporte de las 

glándulas adrenales en la secreción de los niveles de esteroides sexuales en la rata. 

Diversos estudios muestran que es posible detectar productos 17-hidroxilados 

provenientes de las adrenales en roedores73 sin embargo, otros análisis realizados 
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no han podido evidenciar la expresión post-natal adrenal de la enzima P450c17 

cuando fueron estudiadas por inmunohistoquímica y por microscopía 

electrónica74,145. En este trabajo estudiamos la transcripción de enzimas “claves” 

pertenecientes a la vía esteroidogénica de la glándula adrenal. La resultante fue el 

no hallar diferencias significativas en los niveles de ARNm de la enzima P450scc 

entre los grupos estudiados. Destacándose que no encontramos expresión de 

P450c17 por RT-PCR, por lo tanto, nuestros estudios demuestran que los 

tratamientos neonatales realizados no modifican el silenciamiento epigenético de la 

enzima, debido a la metilación de su promotor a edad postnatal165. 

En resumen, a nivel ovárico hemos hallado una alteración de la foliculogénesis en 

los animales neonatalmente androgenizados, resultando en una disminución de la 

expresión de las enzimas esteroidogénicas a la edad prepuberal, y ciclos en estro 

permanente a la edad adulta. Sin embargo, la administración de un xenoestrógeno 

(DES) a la edad prepuberal generó una reactivación de la maduración folicular, 

observando al sacrificio un activo desarrollo de folículos antrales. Adicionalmente, 

las células de la granulosa aisladas de éstos, cuando fueron cultivadas in vitro, 

responden al estímulo con hCG. Notablemente, no sólo fue posible estimular el 

ovario prepúber en las ratas PT sino que, cuando fueron estudiados a la edad 

adulta, resultaron capaces de responder aumentando los niveles de estradiol 

circulante luego de la estimulación con hCG; hormona que estimula al ovario a 

través de su unión a los receptores de LH e induce la ovulación166. Estos resultados 

serían indicativos que el grupo PT no poseen una disfunción reproductiva primaria. 

Ha sido publicado que el trasplante de ovarios obtenidos de ratas androgenizadas 

en ratas controles como huéspedes, restituye la función ovárica del mismo, llegando 

a responder a los niveles cíclicos de gonadotrofinas, por lo tanto, los autores 
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plantean una falla hipotalámica permanente en las ratas androgenizadas167. En 

resultados preliminares, nosotros no hallamos diferencias significativas en los 

niveles de gonadotrofinas circulantes ni en el análisis de la expresión hipotalámica 

de GnRH. Por lo tanto, resulta necesario el profundizar los estudios en la 

pulsatilidad de GnRH y gonadotrofinas en el presente modelo de estudio, ya que se 

ha descripto que las ratas androgenizadas en etapas tempranas, presentan 

modificaciones a nivel hipotalámico en torno al desarrollo de las neuronas CRH-

inmunoreactivas y sobre la activación de las productoras de GnRH, encontrando 

una menor activación en las ratas androgenizadas168. 

El mecanismo de retroalimentación en el estado anovulatorio del grupo 

androgenizado alteraría la señalización endócrina del ovario sobre las células 

gonadotropas, función necesaria para la generación de picos de LH y su 

pulsatilidad característica169. 

Finalmente, el temprano bloqueo de la acción androgénica modificó la 

programación endócrina en la rata hembra. A edad prepuberal, se observó un 

aumento de los niveles de estradiol y 5Diol, favoreciendo la maduración folicular, 

caracterizado por un mayor número de folículos antrales que se encaminan a la 

atresia. Luego de la pubertad, en el grupo flutamida se mantiene el ciclo estral, y 

los ovarios presentan folículos en todos los estadios del desarrollo, aunque la mayor 

expresión de aromatasa ovárica estimularía la foliculogénesis, aumentando la 

proporción de folículos atrésicos. El mecanismo a través del cual los antiandrógenos 

generan modificaciones en el desarrollo reproductivo de la hembra son 

desconocidos, sin embargo, se ha podido demostrar que los niveles esteroides 

sexuales en edades post-natales tempranas generan alteraciones estructurales a 
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nivel del SNC170. La administración de flutamida generó, en ratas hembras 

prepúberes, una alteración morfológica del núcleo anteroventral periventricular 

(AVPV), relacionado con la regulación de la secreción de GnRH y la pulsatilidad de 

gonadotrofinas171. 
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El presente trabajo nos permitió evaluar la acción androgénica neonatal  sobre la 

programación endocrino-metabólica de la rata hembra, y estudiar el impacto de los 

cambios durante el desarrollo (edades prepuberal y adulta). Según los objetivos 

planteados concluimos que: 

1. SOBRE LA ACTIVIDAD NEUROENDOCRINO-METABÓLICA 

a)  La actividad androgénica neonatal modula efectivamente la curva ponderal 

de crecimiento en la rata hembra, observándose un desplazamiento positivo 

en los animales androgenizados y uno negativo en individuos que recibieron 

el anti-andrógeno, éste último dependiente, al menos en parte, del 

desarrollo de una temprana hipofagia. 

b) Los eventos tempranos asociados a una disfunción en la programación 

metabólica debido al tratamiento neonatal, generan modificaciones en la 

masa y función del tejido adiposo parametrial y, consecuentemente, 

alteraciones en la leptinemia. 

c) El bloqueo transitorio de la acción androgénica resulta en un efecto insulino-

sensibilizador en el individuo a edades tempranas (prepuberal), 

contrariamente, la androgenización neonatal induce el desarrollo de 

hiperinsulinemia durante la edad adulta. 
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2. SOBRE LA FUNCIÓN CORTICOADRENAL 

a) La reprogramación de las glándulas adrenales por la modificación de la 

actividad androgénica debido a ambos tratamientos neonatales, resulta en 

células adrenales que desarrollan una hipo-respuesta a concentraciones 

supra-fisiológicas de ACTH (las necesarias como mecanismo de defensa). 

b) La glándula adrenal no es una fuente androgénica de relevancia en la rata 

hembra debido a que a edad post-natal no encontramos expresión de la 

enzima P450c17 y no fue detectable la secreción in vitro de testosterona por 

parte de las células adrenales enriquecidas (zonas fasciculata y reticularis).  

3. SOBRE LA FUNCIÓN REPRODUCTIVA 

a) La función ovárica se ve alterada por la modificación de la acción 

androgénica a edad neonatal: ambos tratamientos indujeron alteraciones en 

las expresiones génicas de enzimas “claves” de la cadena esteroidogénica 

(P450scc, P450c17 y aromatasa), asociadas a cambios en el desarrollo 

folicular y los niveles de esteroides circulantes. 

b) El bloqueo de la acción androgénica a edad neonatal impactó principalmente 

sobre el funcionamiento del ovario a la edad prepuberal dado que, a la edad 

adulta, el aumento de los niveles estrogénicos y la presencia de ciclos 

estrales regulares caracterizan, al menos parcialmente, la función 

reproductiva. 

c) El grupo androgenizado se caracterizó por una foliculogénesis disfuncional, 

presentando un aumento de los folículos primarios a la edad prepuberal, y 
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una menor proporción de folículos secundarios a la edad adulta acompañado 

de una mayor proporción de folículos atrésicos y el desarrollo de estructuras 

quísticas. 

d) En ambos grupos de estudio, el tratamiento prepuberal con un 

xenoestrógeno permitió demostrar que la función ovárica se encuentra 

conservada a través de la normal respuesta in vitro de las células de la 

granulosa. Mientras que a edad adulta, el estímulo in vivo de un análogo de 

la LH generó un aumento del estradiol circulante. Estos resultados nos 

permiten concluir que la disfunción reproductiva de los animales 

androgenizados no ocurre por una falla a nivel ovárico. 

 

En conclusión, la etiología de las enfermedades crónicas no está limitada a la 

composición genética. El período neonatal representa una “ventana” de tiempo 

crítica para el desarrollo del SNC, de las funciones metabólicas y neuroendócrinas. 

El presente estudio pone en evidencia que, durante el período temprano de vida 

post-natal, la modificación de la función androgénica impacta sobre la 

programación endocrino-metabólica, conduciendo a una reorganización de la 

homeostasis del individuo y el desarrollo de alteraciones funcionales metábolo-

endocrinas. Sin embargo, no todas las modificaciones inducidas se perpetúan, ello 

dependería del(los) mecanismo(s) involucrado(s) y según el entorno hormonal del 

individuo. El sistema reproductivo femenino pareciera poseer cierta plasticidad 

funcional, dado que es posible modificar las alteraciones de la fertilidad de los 

animales androgenizados. El surgimiento de este nuevo campo de la programación 
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endocrino-metabólica ofrece, por lo tanto, explicaciones alternativas sobre la 

etiología de las enfermedades crónicas de aparición durante la edad adulta.  

La mayor parte de los efectos de los esteroides sexuales durante el desarrollo han 

sido detectados mediante estudios epidemiológicos y clínicos, sin embargo, la 

utilización de modelos experimentales nos permite investigar los mecanismos 

celulares y moleculares implicados en la función estudiada. La identificación de 

estos mecanismos sería la clave en la prevención de enfermedades, no sólo 

relacionadas a los ejes neuroendocrinos sino también de aquellas metabólicas, lo 

que permitiría una temprana intervención terapéutica y así su apropiada 

corrección. 
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