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RESUMEN 

Antecedentes: El síndrome de ovario poliquístico (SOP), patología endocrino-

metabólica, afecta alrededor del 15% de mujeres en edad fértil, afectando 

principalmente la función del ovario, aunque también altera la función de otros 

tejidos de importancia reproductiva, como el endometrio. El 70% de las mujeres 

con SOP son obesas y entre el 60 – 80 % de ellas presentan resistencia a la 

insulina. La obesidad genera un ambiente pro-inflamatorio leve pero crónico, 

caracterizado por una alta producción de citoquinas pro-inflamatorias. Además, 

adiponectina y TNF-α, marcadores de obesidad, tienen un papel importante en 

la sensibilidad y la acción de insulina en los tejidos. Los niveles de adiponectina 

(sensibilizador de insulina) disminuyen, mientras que los de TNF-α (regulador 

negativo de la vía de la insulina) aumentan en mujeres obesas. Estos cambios 

podrían afectar el estado energético del endometrio, tejido que exhibe una 

anormal señalización de insulina bajo la condición SOP (ambiente 

hiperandrogénico / hiperinsulínico). Objetivo: Evaluar si el ambiente pro-

inflamatorio representado por TNF-α, afecta la señalización de insulina a través 

de una disminución de la señalización de adiponectina o por la inactivación de 

IRS1, en endometrios de mujeres obesas con SOP. Metodología: En muestras 

de suero provenientes de cuatro grupos de estudio: Delgadas (peso normal), 

Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP (este último grupo es el único con 

hiperinsulinemia / hiperandrogenemia) (n=7 para cada grupo), se determinaron 

mediante ELISA los niveles de adiponectina, TNF-α e IL-6. En endometrios 
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provenientes de los cuatro grupos de estudio, se determinó los niveles de 

proteína / mRNA de moléculas asociadas a las vías de señalización de TNF-α 

(TNF-α, TNFR1, TNFR2, NFκB (p65), IKK, IκB) y adiponectina (adiponectina, 

AdipoR1, AdipoR2, APPL1, AMPK) por IHQ / WB y qPCR; además, se evaluó el 

ambiente pro-inflamatorio a través de la proteína CD68 y los niveles de IL-6 e 

IL-6R, mediante IHQ. Los estudios in vitro se realizaron en cultivos de células 

estromales endometriales humanas (líneas T-HESC / St-T1b) bajo condiciones 

hiperandrogénicas / hiperinsulínicas, y se determinó el efecto de TNF-α sobre 

moléculas asociadas a su vía de señalización y a la vía de adiponectina. Se 

analizó además, la participación de NFκB, usando un inhibidor de NFκB (PDCT), 

en el efecto de TNF-α sobre la expresión de adiponectina en células St-T1b, por 

ICQ / WB; finalmente, se evaluó el efecto de TNF-α sobre los niveles de IRS1 

fosforilado en tirosina (activante) o serina (inactivante) y sobre la activación de 

quinasas (S6K, JNK, AKT), posiblemente involucradas en la inactivación de 

IRS1 en una condición de resistencia a la insulina. Resultados: Se observó una 

menor concentración de adiponectina en sueros de Obesas-SOP (p<0,05), no 

se observaron cambios en las concentraciones de TNF-α sérica, mientras que 

IL-6 aumenta en sueros de Delgadas-SOP y ambos grupos de Obesas versus 

Delgadas (p<0,05). A nivel tisular, los niveles de adiponectina disminuyen 

(p<0,05) y los de TNF-α aumentan (p<0,001) en endometrios de Obesas-SOP. 

El contenido proteico de los receptores de TNF-α son mayores en grupos 

Delgadas-SOP y ambos grupos de Obesas (p<0,05); sin embargo, el nivel de 
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TNFR2 y de NFκB nuclear presenta un importante aumento en endometrios de 

Obesas-SOP (p<0,001). En relación a IL-6 endometrial, ésta es menor en 

Delgadas versus los otros grupos (p<0,05), mientras que su receptor no cambia. 

Además, un mayor ambiente pro-inflamatorio se observó en endometrios de 

Obesas-SOP versus los otros grupos (p<0,01). Los ensayos in vitro, los cuales 

confirman en gran medida lo observado en el modelo ex vivo, muestran que la 

condición hiperandrogénica / hiperinsulínica disminuye los niveles de 

adiponectina y moléculas asociadas a su vía (APPL1 / AMPK), al igual que el 

efecto observado con TNF-α a través de la activación de NFκB (p<0,05). 

Además, TNF-α induce la expresión de su propia vía de señalización, 

aumentando los niveles de TNFR1 y -2, moléculas que activan NFκB y el 

contenido nuclear de NFκB. Por último, TNF-α aumenta la fosforilación en 

serina de IRS1 y la activación de S6K, JNK y AKT. Conclusión: En 

consecuencia, la obesidad podría afectar la señalización de insulina en el 

endometrio, a través del aumento del ambiente pro-inflamatorio y la producción 

de TNF-α local, lo que generaría una disminución de la señalización de 

adiponectina a través de NFκB y/o una inactivación de IRS1 a través de 

S6K/JNK bajo condiciones hiperandrogénicas / hiperinsulínicas, lo que 

comprometería el metabolismo energético necesario para el normal 

funcionamiento del tejido endometrial, lo que explicaría, en parte, las fallas 

reproductivas observadas en endometrios de mujeres obesas e hiperinsulínicas 

con SOP. 
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ABSTRACT 

Background: Polycystic ovary syndrome (PCOS), an endocrine-metabolic 

disorder, affects about 15% of women of childbearing age, mainly affecting 

ovarian function, but also alters the function of other tissues of reproductive 

importance, such as the endometrium. Seventy percent of women with PCOS 

are obese and between 60 - 80% of them have insulin resistance. Obesity 

generates a mild but chronic pro-inflammatory environment, characterized by 

high production of pro-inflammatory cytokines. In addition, TNF-α and 

adiponectin, obesity markers, have an important role in insulin sensitivity and 

action in tissues. In fact, adiponectin level (insulin sensitizer) decreases, 

whereas those of TNF-α (negative regulator of insulin pathway) increases in 

obese women. These changes could affect the energy state of the endometrium, 

tissue exhibiting abnormal insulin signaling under the SOP condition 

(hyperandrogenic / hyperinsulinemic environment). Objective: To evaluate 

whether the proinflammatory environment represented by TNF-α, affects insulin 

signaling through a decrease in adiponectin signaling or inactivation of IRS1, in 

endometrium of obese women with PCOS. Methodology: In serum samples 

from the four study groups: Lean (normal-weight), Lean-PCOS, Obese and 

Obese-PCOS (the latter group is the only one with hyperinsulinemia / 

hyperandrogenaemia) (n = 7 for each group) were determined: adiponectin, 

TNF-α and IL-6 levels by ELISA. In endometrium from the four study groups, 

was determined the levels of protein / mRNA of molecules associated with the 
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signaling pathways of TNF-α (TNF-α, TNFR1, TNFR2, NFκB (p65), IKK, IκB) 

and adiponectin molecules (adiponectin, AdipoR1, AdipoR2, APPL1, AMPK) by 

IHC / WB and qPCR; additionally, the proinflammatory environment through 

CD68 protein and IL-6 / IL-6R levels, was evaluated by IHC. In vitro studies 

were conducted in human endometrial stromal cells (lines T-HESC / St-T1b) 

under hyperandrogenic / hyperinsulinic conditions, and the effect of TNF-α on 

molecule levels associated with its signaling pathway and adiponectin pathway, 

was determined by WB. NFκB participation was further analyzed using a NFκB 

inhibitor (PDCT) of TNF-α action on adiponectin expression in St-T1b cells by 

ICC; finally, it was evaluated the effect of TNF-α on in tyrosine phosphorylated 

levels of IRS1 (activating) or serine (inactivating) and kinases activation (S6K, 

JNK, AKT), possibly involved in the inactivation of IRS1 in an insulin resistance 

condition. Results: A lower concentration of adiponectin in serum from Obese-

PCOS (p <0.05) was observed, no changes were found in serum concentrations 

of TNF-α, whereas IL-6 increases in serum from Lean-PCOS and both Obese 

groups versus the Lean group (p <0.05). At tissue level, adiponectin content 

decreases (p <0.05) and TNF-α increases (p <0.001) in Obese-PCOS 

endometrium. The protein content of TNF-α receptors are higher in Lean-PCOS 

groups and both Obese groups (p <0.05); however, nuclear NFκB and TNFR2 

levels present an important increase in endometrium from Obese-PCOS (p 

<0.001). Regarding endometrial IL-6, a lower level in Lean versus the other 

groups was observed (p <0.05), while receptor content does not change. In 
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addition, a higher pro-inflammatory environment was observed in Obese-PCOS 

endometrium versus the other studied groups (p <0.01). In vitro assays, which 

largely confirm what was observed in the ex vivo model, show a decrease of 

adiponectin levels and molecules associated with their pathway (APPL1 / 

AMPK) under hyperandrogenic / hyperinsulinic conditions, as well as, the effect 

observed with TNF-α through NFκB activation (p <0.05). In addition, TNF-α 

induces the expression of their own signaling pathway, increasing levels of 

TNFR1 and -2, molecules that activate NFκB and nuclear NFκB content. Finally, 

TNF-α increases phosphorylated IRS1 levels in serine and activation of S6K, 

JNK and AKT. Conclusion: Consequently, obesity may affect insulin signaling 

in the endometrium, by increasing the proinflammatory environment and local 

production of TNF-α, generating a decrease in adiponectin signaling through 

NFκB and / or inactivation of IRS1 through S6K / JNK under hyperandrogenic / 

hyperinsulinic conditions, which compromise the energy metabolism necessary 

for normal functioning of endometrial tissue. These abnormalities may explain in 

part, reproductive failures observed in endometria from obese and hyperinsulinic 

women with PCOS. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. FISIOPATOLOGÍA DEL SÍNDROME DE OVARIO POLIQUÍSTICO (SOP) 

El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es un trastorno endocrino-metabólico 

muy común, que afecta alrededor del 15% de mujeres en edad reproductiva [1], 

aumentando tres veces la tasa de abortos espontáneos comparado con mujeres 

sin SOP [2]. Al ser un transtorno multifactorial, se han realizado diversos 

consensos para establecer los criterios de diagnóstico del SOP, como el del 

National Institutes of Health (NIH) (1990) y el consenso de Rotterdam en el año 

2004 [3]. Sin embargo, para el diagnóstico de la patología, actualmente se 

consideran los criterios acordados por la Sociedad de Exceso de Andrógenos 

[4], los cuales se basan en la presencia de signos clínicos y/o bioquímicos de 

hiperandrogenismo acompañado de disfunción ovárica (oligo-anovulación y/u 

ovarios poliquísticos a la ultrasonografía). Además, se deben excluir otros 

desordenes relacionados con el exceso de andrógenos, como la hiperplasia 

adrenal no-clásica o la presencia de tumores secretores de andrógenos, entre 

otros [4].  

Además, al ser una patología metabólica y endocrina, el SOP presenta 

características particulares que no son necesariamente criterios de diagnóstico. 

Entre ellas, el hiperinsulinismo asociado a la resistencia a la insulina, el cual se 
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ha relacionado con el exceso de andrógenos circulantes en estas pacientes, lo 

que daría paso a intolerancia a la glucosa y posteriormente a diabetes tipo 2 [5]. 

Otra consideración importante es que alrededor de un 70% de las pacientes con 

SOP lo componen mujeres que presentan algún grado de obesidad [6]. Con 

respecto a esto, mujeres obesas con SOP presentan fallas funcionales del 

tejido adiposo asociadas a la presencia de un ambiente inflamatorio moderado 

pero crónico [7], lo que sumado a una desregulación de la secreción de 

adipoquinas, podrían contribuir significativamente a la patogénesis del síndrome 

[7,8]. 

Por otro lado, las mujeres con SOP generalmente presentan problemas de 

infertilidad, siendo la causa principal la condición anovulatoria que caracteriza al 

síndrome. Es importante considerar que el SOP representa el 75% de todos los 

desordenes anovulatorios que causan infertilidad en las mujeres [9]. Más aún, 

como ya se mencionó, mujeres con SOP muestran una tasa de aborto 

espontáneo y recurrente, mayor a la población normal (40% vs 20% pacientes 

controles), además de una mayor predisposición a desarrollar hiperplasia y 

cáncer endometrial (riesgo relativo 3:1) [10-12]. Estos datos sugieren que 

además del ovario, otros tejidos reproductivos, como el endometrio, 

experimentarían alteraciones en su función a causa del SOP. 
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I.2. TEJIDO ENDOMETRIAL  

 

Las fallas reproductivas en mujeres hiperinsulínicas con SOP, asociadas 

principalmente a la alta tasa de abortos espontáneso y recurrentes observados, 

condujo el interés de estudiar la relación entre las condiciones inherentes al 

síndrome y las fallas metabólicas y funcionales del endometrio, tejido de gran 

importancia reproductiva debido a su esencial rol en la implantación, proceso 

que requiere de un alto gasto de energía.  

El endometrio humano consiste en un epitelio que reviste la cavidad uterina y se 

invagina en el compartimento estromal y forma las glándulas endometriales 

(Figura 1). El estroma está formado no solo por células estromales, sino que se 

pueden encontrar fibroblastos, macrófagos, endoteliales, entre otras. Además, 

el estroma mantiene una comunicación paracrina con el epitelio a lo largo del 

ciclo menstrual, permitiendo los cambios morfológicos y bioquímicos que se 

generan tanto en la etapa proliferativa del endometrio (previo a la ovulación) 

como en la etapa secretora (desde la ovulación hasta el final del ciclo) [13]. 

Todos estos cambios requieren de una disponibilidad energética, asociada tanto 

a la comunicación del estroma con el epitelio, como a la diferenciación del 

estroma, proceso denominado “decidualización”, en donde en un ciclo 

concepcional las células estromales se diferencian para la recepción 

embrionaria y su invasión en el proceso de implantación uterina [13]. 
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Por lo tanto, la expresión de distintos transportadores de glucosa en el 

endometrio humano entre ellos, el transportador dependiente de insulina GLUT-

4, avalan el requerimiento energético en este tejido relacionado con la demanda 

metabólica dinámica y cíclica que presenta en función del ciclo menstrual [14]. 

 

I.2.1. Tejido endometrial y SOP 

Existe un alto porcentaje de pacientes con SOP que presentan alteraciones 

reproductivas, las que eventualmente podrían ser potenciadas por una 

condición de obesidad [15]. Desde el punto de vista reproductivo, 

indudablemente es el ovario la glándula mayormente afectada en el SOP, 

donde la formación del gameto está interrumpida. Sin embargo, en aquellas 

mujeres con SOP que logran ovular y fecundar sus ovocitos, la mayoría de ellas 

sufren abortos [11]. Lo anterior señala que otro de los tejidos altamente 

afectados por el SOP es el endometrio, el que tiene una función reproductiva 

clave, por lo que el estudio molecular de este tejido ayudaría a entender mejor 

las fallas inducidas por el SOP y posiblemente mejorar los tratamientos a estas 

pacientes.  

Como ya se mencionó, para que el endometrio mantenga sus funciones de 

manera apropiada, es esencial que cuente con un apoyo energético adecuado y 

constante. Por lo tanto, un desequilibrio en su homeostasis energética podría 

llevar a fallas en procesos biológicos como la implantación del embrión o 

incluso generar graves patologías como son la endometriosis o el cáncer [10-
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12]. Con respecto a esto, morfológicamente el endometrio de mujeres con SOP 

que son anovulatorias u oligo-ovulatorias, es similar al de la etapa proliferativa 

de mujeres controles (Figura 1). Sin embargo, estudios de nuestro laboratorio 

han descrito que existen diversas alteraciones bioquímicas en moléculas 

involucradas en la homeostasis y metabolismo tisular, en el metabolismo de 

hormonas esteroidales, y en la vía de transducción de señal de insulina, lo que 

colectivamente sugiere una alteración de las funciones reproductivas del 

endometrio [12, 16-31]. 

Se ha demostrado que endometrios de pacientes hiperinsulínicas con SOP 

presentan menores niveles proteicos del sustrato del receptor de insulina 1 

(IRS1) y de proteínas involucradas en la activación y translocación de GLUT-4 a 

la membrana celular, como la proteína AS160, comparado con mujeres SOP 

normoinsulínicas y controles [22-24]. Además, se ha determinado que altas 

concentraciones de insulina o testosterona en cultivos de una línea celular 

inmortal de estroma endometrial (T-HESC) afectan la expresión y fosforilación 

de proteínas presentes en la vía de señalización de la insulina como PKC y 

Munc18c. Esto último también es posible detectarlo en tejido endometrial 

proveniente de pacientes con SOP e insulino resistencia [25]. Estas 

observaciones resultan de gran importancia si consideramos que entre el 60 y 

el 75 % de pacientes con SOP presentan hiperinsulinemia [5]. Estos cambios en 

la señalización de la insulina en endometrios podrían explicar en parte las fallas 

metabólicas que presenta el tejido, tales como deficiencias en el proceso de 
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captación de glucosa y los posibles problemas de fertilidad que se observan 

bajo estas condiciones.  

Otros experimentos han demostrado que existen niveles más bajos, tanto de 

proteína como de RNA mensajero, de GLUT-4 en endometrios de mujeres 

hiperinsulinémicas con SOP, comparados con los controles respectivos [22], 

además de un aumento en la expresión del factor de transcripción PPARγ 

(receptor activado por proliferadores peroxisomales-gamma). Dicho factor de 

transcripción es capaz de inhibir la expresión de GLUT-4 en adipocitos, 

situación que también se observó en el endometrio patológico [24]. Por otro 

lado, se ha descrito que la metformina, fármaco insulino-sensibilizante usado en 

tratamientos contra la diabetes y la insulino resistencia, es capaz de aumentar 

los niveles y la actividad de las proteínas AMPKα que fosforila a MEF2A (factor 

transcripcional que posee un sitio en el promotor de GLUT-4) en endometrios 

de pacientes hiperinsulínicas con SOP. La estimulación de AMPK y MEF2A 

regulan positivamente la expresión del transportador de glucosa GLUT-4 [28], lo 

que le confiere gran importancia a la metformina como un fármaco para 

propósitos terapéuticos sobre el endometrio patológico.  
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Dado estos antecedentes, el presente trabajo se focaliza en evaluar si la 

obesidad o factores involucrados, favorecen la generación de alteraciones 

endometriales relacionadas con el SOP y con los problemas reproductivos 

característicos del síndrome, como las fallas en la implantación. Para esto, se 

estudiarán moléculas asociadas con la obesidad y con la acción de la insulina, 

especialmente las adipoquinas: adiponectina y TNF-α, en endometrios de 

mujeres obesas con SOP.  

 

Figura 1. Microfotografías de endometrio humano control y SOP. Control: Endometrio 
en fase proliferativa del ciclo menstrual proveniente de una mujer sin SOP. SOP: Endometrio 
compatible con fase proliferativa del ciclo menstrual proveniente de una mujer con SOP. E: 
epitelio glandular endometrial; S: estroma endometrial. En ambas imágenes se observa un 
estroma compacto y glándulas tubulares típicas de un endometrio en fase proliferativa del 
ciclo. 
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I.3. OBESIDAD 

La obesidad es definida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como 

una acumulación anormal y excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la 

salud [32]. En terminos prácticos, se considera el índice de masa corporal (IMC) 

como el método ideal para el diagnóstico de la obesidad por su buena 

correlación con la masa corporal total; se define obesidad tipo I cuando el IMC 

es entre 30 y 34,9; obesidad tipo II: 35 a 39,9; obesidad tipo III extrema o 

mórbida con un IMC mayor a 40 [33].  

Esta condición es considerada un problema no sólo a nivel nacional sino 

también mundial, ya que no solo afecta la calidad de vida, sino que puede 

reducir la esperanza de vida de las personas hasta en 10 años [34]. Se ha 

considerado la “epidemia del siglo”, debido a la alta prevalencia. De acuerdo a 

datos de la OMS, en el año 2005 habían 400 millones de personas obesas, 

mientras que en el 2015 esta cifra subió a 700 millones [32]. En nuestro pais las 

cifras son alarmantes, alcanzando una prevalencia alta y creciente de 4 

millones de personas obesas [35]. La preocupación radica por su fuerte 

asociación con las principales enfermedades no trasmisibles de tipo 

cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2, hipertensión arterial, osteoarticulares y 

algunos tipos de cánceres. En el desarrollo de la enfermedad confluyen factores 

genéticos, estilo de vida y  ambientales, como la dieta [34]. 



 9 

Las alteraciones propias de la obesidad se relacionan fuertemente con una 

condición de insulino-resistencia asociado a un aumento del estado pro-

inflamatorio del tejido. Esto debido principalmente a las alteraciones en la 

expresión de moléculas secretadas por el tejido adiposo o adipoquinas, 

relacionadas con la señalización de la insulina y con acciones pro o anti-

inflamatorias, o por una alteración en la tasa lipolítica del tejido que genera una 

mayor secreción de acidos grasos libres (AGL) y radicales libres, los cuales 

pueden inducir efectos negativos sobre la acción de la insulina a través de un 

aumento en el estado pro-inflamatorio, ya sea en el tejido adiposo o en tejidos 

distantes [6, 36-39]. 

Con respecto a esto, se ha demostrado que el tejido adiposo de pacientes 

obesos está infliltrado de células inflamatorias [38] y si bien no se conoce lo que 

gatilla este fenómeno inflamatorio muy característico de la condición de 

obesidad, se sabe que esto tiene consecuencias nefastas en el metabolismo 

local y sistémico y le confiere al paciente obeso un fenotipo de insulino-

resistencia, aterogénesis e inflamación [32-34]. Se ha descrito este estado 

inflamatorio como un “ambiente pro-inflamatorio moderado pero crónico” que no 

se observa en pacientes delgados. Este estado está caracterizado 

principalmente por mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias en suero y 

tejido adiposo, además de otros órganos estudiados, como músculo esquelético 

e higado [6,38,39]. Se sabe que el tejido adiposo de personas obesas también 

presenta una mayor acumulación de macrófagos los que podrian ser la causa 
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del aumento en la secreción de citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral 

alfa (TNF-α) e Interleuquina-6 (IL-6), entre otras [38]. Estos factores secretados 

por los macrófagos pueden modificar el perfil de expresión y secreción de otras 

adipoquinas por parte de las células adiposas [40-43]. Entre las adipoquinas 

que se ven disminuídas en condiciones de obesidad se incluye a la 

adiponectina, la que presenta una alta capacidad de sensibilizar a la célula ante 

la acción de la insulina (efecto insulino-sensibilizante) [44,45].De esta forma, el 

ambiente patológico propio de la obesidad favorece una condición de insulino-

resistencia, entre otros desórdenes. 

 

I.4. RELACIÓN ENTRE SÍNDROME DE OVARIO POLIQUÍSTICO Y 

OBESIDAD 

 

El SOP se caracteriza por alteraciones endocrinas y metabólicas, fallas que 

probablemente están exacerbadas en presencia de obesidad. Esto adquiere 

mayor relevancia cuando se considera que aproximadamente el 70% de 

mujeres con SOP presentan sobrepeso (IMC sobre los 25 kg/m2) u obesidad 

(IMC sobre 30 kg/m2) [5,6] aunque como se mencionó, la obesidad no está 

incluida como criterio diagnóstico para este síndrome [3]. 

A pesar de ésto, se ha observado que la condición de obesidad puede 

intensificar la gravedad de las características fenotípicas del SOP, incluyendo 
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alteraciones en el ciclo menstrual [6]. En efecto, la severidad del 

hiperandrogenismo se ve aumentada en mujeres SOP obesas respecto a 

mujeres delgadas con el síndrome, debido a que en el primer grupo se 

observan mayores niveles circulantes de testosterona libre [45], sugiriendo una 

estrecha relación entre la alteracion metabólica propia de la obesidad y fallas 

endocrinas observadas en el SOP. De hecho, se ha observado que un aumento 

de la circunferencia de cintura asociado a una mayor presencia de masa 

corporal, especialmente grasa abdominal, se relaciona con alteraciones en los 

niveles ciculantes de esteroides sexuales. Esto debido principalmente a una 

disminución de los niveles circulantes de SHBG (Sex Hormone Binding Globulin, 

en inglés), glicoproteína cuya función es el transporte de hormonas sexuales 

esteroidales en el torrente sanguíneo, resultando en un incremento en la 

fracción de andrógenos libres en la sangre [45]. Otro factor que puede 

relacionar la obesidad con el SOP es la hiperinsulinemia, característica común 

tanto en mujeres obesas como en mujeres con SOP, normo-peso y obesas [5]. 

Se ha observado que mujeres obesas con SOP presentan un mayor grado de 

resistencia a la insulina, hiperinsulinemia compensatoria y menores niveles de 

SHBG comparado con mujeres delgadas con SOP [5,6,45], lo que favorecería 

la condición hiperandrogénica en estas mujeres. 

Con respecto al rol de la hiperinsulinemia en la fertilidad de mujeres obesas con 

SOP, prácticamente no existe información científica al respecto. Sin embargo, 

es importante mencionar el hecho de que tales mujeres al perder peso vuelven 
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a ovular con regularidad, además de mejorar su sensibilidad a la insulina [46]. 

Por otro lado, es conocido que la obesidad y la resistencia a la insulina juegan 

un rol central en la fisiopatología de SOP y existe evidencia que la obesidad 

podría afectar la sensibilidad a la insulina a través del patrón de secreción de 

adipoquinas, tales como leptina, adiponectina, vistatina, resistina, IL-6 y TNF-α 

[6].  

 

I.5. ADIPOQUINAS Y OBESIDAD 

 

Como ya se ha mencionado, la obesidad abdominal, la resistencia a la insulina 

y la hiperinsulinemia compensatoria juegan un rol central en la patogénesis del 

SOP. Además, la obesidad significa un factor de riesgo para la resistencia a la 

insulina, la intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus tipo 2 en pacientes con o 

sin SOP [5], características que podrían verse intensificadas en pacientes con 

ambas condiciones. 

Por otro lado, se ha observado que numerosos genes son desregulados en 

adipocitos de individuos obesos comparado con no obesos [39]. Entre estos, se 

encuentran los que codifican para las denominadas adipoquinas, moléculas de 

señalización secretadas por las células adiposas que regulan la función, así 

como la integridad estructural del tejido adiposo y de otros tejidos [5]. Entre las 

principales adipoquinas secretadas por el tejido adiposo que modulan la 

homeostasis de la glucosa se incluyen las ya mencionadas, TNF-α, IL-6 y 
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adiponectina, las que podrían estar involucradas en los efectos adversos que 

conlleva la obesidad en mujeres con SOP [5-8].  

1.5.1. Adiponectina 

Una de las adipoquinas séricas más abundantes es la adiponectina, proteína de 

30 kDa sintetizada fundamentalmente por el tejido adiposo y que participa en el 

metabolismo de la glucosa y ácidos grasos, además de tener un rol importante 

en la homeostasis energética en tejidos sensibles a la insulina [47]. Sin 

embargo, evidencia reciente indica que la adiponectina puede ser producida por 

otros tejidos tales como médula ósea [48], tejido fetal [49], miocitos, 

cardiomiocitos [50] y recientemente descrito en endometrio humano [51], entre 

otros.  

Adiponectina está formada por 244 aminoácidos, la cual contiene una 

secuencia señal en el extremo amino, seguida por un dominio tipo colágeno y 

un dominio globular en el carboxilo terminal (mm1), que puede ser secretada 

por el tejido adiposo como un trímero de bajo peso molecular (67 kDa), como 

dos trímeros (120 kDa) y en hexámeros que corresponden a una forma de 

adiponectina de mayor peso molecular (> 300 kDa) [52,53]. Sin embargo, la 

adiponectina circulante se encuentra predominantemente como hexámero o 

formando oligómeros de alto peso molecular (HMW), y se cree que poseen 

diferentes actividades biológicas [53]. 
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1.5.2. Señalización de Adiponectina  

Se han identificado dos receptores principales por los cuales adiponectina 

realiza su acción, denominados AdipoR1 y AdipoR2; además de receptores 

putativos como T-caderina, que solo puede unir la forma hexamérica y el 

oligómero de alto peso molecular de adiponectina [52]. Con respecto a AdipoR1 

y AdipoR2, corresponden a receptores de siete dominios transmembrana, 

aunque estructural y funcionalmente distintos a los receptores acoplados a 

proteína G [52]. AdipoR1 se expresa principalmente en músculo esquelético, 

mientras que AdipoR2 en hígado; sin embargo, se ha demostrado la presencia 

de estos receptores en otros tejidos como hipotálamo, tejido adiposo, placenta, 

en células de la granulosa y en endometrio [43,48-51,54].  

Respecto a la señalización, recientemente se ha descrito que la activación de 

estos receptores por parte de la adiponectina induce la activación de diversas 

moléculas intracelulares a través de la proteína adaptadora APPL1, la que 

interactúa directamente con la región intracelular de AdipoR1 y AdipoR2, 

transmitiendo la señal a moléculas río abajo de estos receptores [47,52,55] 

(Figura 2). Uno de los blancos moleculares que se han descrito es la proteína 

quinasa dependiente de AMP (AMPK) la que se activa por la unión de la 

adiponectina a la región carboxilo terminal de AdipoR1, reclutando a APPL1 a la 

región amino terminal del receptor, transmitiendo así la señal e iniciando 

diversas cascadas de señalización. Esto resulta en la regulación de procesos 

celulares como la captación de glucosa, la oxidación de ácidos grasos y la 
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vasodilatación [52,55]. Se ha descrito principalmente en músculo esquelético, 

que la activación de AMPK induce la inhibición de la enzima acetil coenzima A 

carboxilasa y un incremento de la beta-oxidación de ácidos grasos [52]. Más 

aún, AMPK podría inducir un incremento en la sensibilidad a la insulina debido a 

que su activación, vía adiponectina/APPL1, reduce la fosforilación inhibitoria en 

serina de IRS1 catalizada por la enzima serina quinasa S6K, favoreciendo la 

activación de IRS1 y de la vía PI3K/AKT e induciendo un aumento en la 

captación de glucosa en tejidos sensibles a insulina [47,56] (Figura 2). Además, 

se ha determinado que la adiponectina a través de APPL1, puede aumentar la 

translocación de GLUT-4, por la activación de otras vías de señalización que 

involucran la fosforilación de p38-MAPK o Rab5, aumentando la exposición de 

GLUT-4 en la superficie celular y favoreciendo la captación de glucosa (Figura 

2) [47,58].  

Por otro lado, se ha demostrado que la adiponectina de mayor peso molecular 

se une principalmente a AdipoR2, el que se encuentra mayormente expresado 

en el hígado y actúa principalmente a través de PPARα y la activación de 

MAPKs, regulando el transporte, síntesis y metabolismo de ácidos grasos, entre 

otros efectos [52,55]. 
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1.5.3. Efectos de Adiponectina sobre la Obesidad y el SOP  

Con respecto a las funciones biológicas de la adiponectina, se sabe que tiene 

efectos anti-inflamatorios e insulinosensibilizantes ya que interviene en la 

inhibición de la secreción hepática de glucosa, así como en el aumento de la 

captación y utilización de glucosa por el músculo y tejido adiposo [55,56]. Los 

efectos beneficiosos de adiponectina son mediados principalmente por la 

estimulacion de AMPK y PPARα a través de sus receptores, AdipoR1 y 

Figura 2. Esquema de señalización de Adiponectina a través de APPL1. Las vías que 
se activan por adiponectina conllevan a un aumento en la sensibilidad de la insulina a 
través de varios mecanísmos. 
 



 17 

AdipoR2. Diversos estudios usando ratones knockouts para ambos receptores 

han demostrado que tanto AdipoR1 como AdipoR2 son los principales 

receptores que median los efectos de adiponectina sobre la regulación del 

metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina [52,54,55]. Debido a 

que la adiponectina tiene efectos directos sobre la sensibilidad a la insulina por 

parte de la célula, una disminución de los niveles de adiponectina podría 

contribuir a la resistencia sistémica de la acción de insulina y a una 

hiperinsulinemia compensatoria, induciendo fallas funcionales en tejidos que 

usan la glucosa como fuente principal de energía.  

Se ha observado que la expresión de adiponectina se encuentra reducida en 

adipocitos y suero de pacientes obesos con respecto a pacientes delgados [56]. 

Sin embargo, el rol de esta adipoquina en plasma sobre la fisiopatología de 

SOP es controversial; diversos análisis han sugerido que existen niveles más 

bajos de adiponectina en circulación en mujeres con SOP que además 

presentan un alto IMC [8,57]. Con respecto a esto, se ha observado un menor 

nivel de expresión de RNA mensajero de adiponectina en tejido adiposo de 

mujeres con SOP respecto a mujeres sin el síndrome [56,59], transformándose 

en un blanco importante de estudio para ambas patologías (SOP y obesidad). 

Por último, se ha demostrado que existen menores niveles de adiponectina en 

el suero de mujeres con SOP y que estos niveles son aumentados al tratar a 

estas pacientes con metformina, un conocido sensibilizador de la insulina [60].   
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1.5.4. Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-α)  

TNF-α es catalogado como una citoquina pro-inflamatoria pluripotencial 

involucrada en diversos procesos celulares y sistémicos debido a que regula 

distintas vías de señalización intracelular que llevan a la activación o represión 

de la expresión de numerosos genes. Entre estos procesos se encuentran la 

proliferación, diferenciación, inflamación y apoptosis, lo que lo hace un 

importante marcador terapéutico para múltiples patologías [61].  

Es secretado por diversos tipos celulares, como monocitos, macrófagos activos, 

células tumorales, endoteliales y adipocitos [63]. Se sintetiza como un precursor 

de membrana de 26 KDa y 233 aminoácidos, el que es cortado por la proteasa 

TACE, liberando la forma madura de 17 KDa y 157 aminoácidos [64]. De 

manera interesante, estudios han demostrado que ambas formas participan en 

una respuesta inmunológica, ya sea de forma local (la unida a membrana) o de 

forma paracrina a células distantes (forma madura) [65].  

1.5.5. Señalización de TNF-α  

Las acciones de TNF-α se inician por la unión de la citoquina en forma de 

homotrímero a dos principales receptores localizados en la superficie celular 

denominados receptor de TNF-α tipo 1 (TNFR1) y receptor de TNF-α tipo 2 

(TNFR2) de 55 y 75 kDa, respectivamente [61,65]. Numerosas respuestas de 

TNF-α implican un aumento en la transcripción de genes particulares, 

incluyendo el propio gen de TNF-α, mediante la activación de los factores de 
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transcripción NFкB y AP-1 principalmente, los que son traslocados al núcleo y 

se unen a secuencias específicas del DNA para regular positivamente la 

expresión génica [61]. En general, la activación de TNFR1 se relaciona con 

procesos pro-inflamatorios y de muerte celular programada, ambas asociadas a 

lesión tisular [66]; mientras que TNFR2, a diferencia de TNFR1 no posee un 

dominio de muerte, se asocia no solo a procesos inflamatorios, sino que a vías 

de supervivencia promoviendo la reparación tisular y la angiogénesis [61,62]. 

Las acciones biológicas de TNF-α se comprenden mejor en función de sus 

concentraciones, puesto que a concentraciones bajas actúa localmente como 

un regulador paracrino y autocrino activando componentes del sistema inmune, 

mientras que a concentraciones altas esta citoquina puede ingresar desde los 

tejidos al torrente sanguíneo y actuar de forma endocrina induciendo acciones 

sistémicas que si no son controladas podrían inducir colapso y muerte del 

organismo [61,65]. 

 

1.5.6. Efectos de TNF-α sobre la Obesidad y el SOP  

TNF-α tiene un amplio espectro de actividades biológicas incluyendo 

estimulación del crecimiento celular y diferenciación, regulación de respuestas 

inmunes, inflamatorias e incluso efectos sobre la señalización del receptor de 

insulina, pudiendo aumentar la resistencia a la insulina en tejidos sensibles a 

esta hormona [61,65]. Los efectos pleiotrópicos están mediados por la 

presencia de sus dos receptores en las distintas células del cuerpo y dependen 
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del tipo celular y del contexto biológico en que se encuentren [65]. Además, 

éstos receptores están expresados en la mayoría de las células del organismo a 

excepción de eritrocitos y linfocitos T [62,67], lo que hace de esta citoquina una 

molécula clave en numerosos procesos biológicos.  

Por ejemplo, existe evidencia que indica un rol activo de TNF-α sobre el 

metabolismo lipídico en condiciones de obesidad: un aumento de esta citoquina 

contribuye a la elevada lipólisis basal que se observa comúnmente en 

adipocitos de individuos obesos [68]. Más aún, ratones deficientes de TNF-α 

muestran menores niveles de ácidos grasos libres (AGL) y triglicéridos 

circulantes que lo observado en ratones silvestres [69]. Estudios in vitro, usando 

cultivos primarios de adipocitos humanos o cultivos celulares de pre-adipocitos 

3T3L1, han demostrado que TNF-α exógeno es capaz de aumentar la tasa de 

lipólisis y los niveles de AGL secretados [40,68]. Debido a que los AGL pueden 

mediar la resistencia a la insulina, la acción de TNF-α sobre la sensibilidad a la 

insulina podría ser potenciada por el efecto de la citoquina sobre la lipólisis y el 

incremento de los AGL circulantes. 

Como ya se ha mencionado, el aumento de TNF-α se ha relacionado con fallas 

en la acción de la insulina, pudiendo ser en parte, el responsable de inducir un 

estado de insulino-resistencia o diabetes en el organismo, factores que están 

estrechamente relacionados con la obesidad [68-70]. Con respecto a esto, 

estudios han asociado la obesidad con la acumulación de macrófagos en tejido 

adiposo los que participan en procesos inflamatorios bajo condiciones de 
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obesidad y serían los responsables de los altos niveles de expresión de TNF-α, 

IL-6 e iNOS en adipocitos de individuos obesos [38]. Otras evidencias muestran 

que la adición de TNF-α a cultivos de adipocitos induce una disminución de los 

niveles de RNA mensajero y proteína de GLUT-4 [37] y que la neutralización de 

la citoquina aumenta la captación de glucosa en estas células [36]. Además, se 

ha observado que TNF-α interfiere con la señalización de la insulina inhibiendo 

la producción de adiponectina inducida por insulina en cultivos de adipocitos 

[36] y que la disminución en la cantidad de GLUT-4 expuesto en la superficie de 

los adipocitos estimulados previamente con insulina y TNF-α, se debe a que la 

citoquina interfiere en la activación de IRS1 y/o en la activación de PI3K, como 

parte del mecanismo de translocación del transportador en estas células (Figura 

3) [37]. Con respecto a esto, estudios en la línea celular 3T3L1 han señalado 

que TNF-α induce la activación de la quinasa S6K, la que fosforila directamente 

a IRS1 en cuatro residuos de serina, siendo la principal en Ser270 en humanos, 

debido a que es requerida para la fosforilación de los otros tres residuos en la 

molécula [71]. Estas fosforilaciones corresponden a señales inhibitorias de IRS1, 

por lo que se le atribuye un efecto negativo de TNF-α sobre la señalización de 

la insulina a través de la actividad de S6K en estas células (Figura 3) [71]. Con 

respecto a estas señales inhibitorias, se han identificado numerosos residuos 

presentes en IRS1, los cuales pueden ser fosforilados por la acción de quinasas 

como S6K, JNK, IKK-β, mTOR, entre otras, las que se activan por distintas 

señales o condiciones, tales como TNF-α o factores asociados a la obesidad. 
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Se postula además, que la fosforilación, específicamente en Ser307 de IRS1, 

puede inducir un cambio conformacional de la molécula, escondiendo residuos 

de tirosina y de esta forma, disminuyendo la capacidad de unión de IRS1 con el 

receptor de insulina, y por ende afectando la señalización río abajo del receptor 

y favoreciendo una condición de insulino resistencia (Figura 3) [72].  

Por otro lado, se han determinado distintos efectos de TNF-α dependientes de 

su concentración. En algunos estudios realizados en un modelo in vitro de 

resistencia a la insulina inducido por TNF-α, han mostrado que altas 

concentraciones de la citoquina (200 ng/mL) activan la vía de PI3K/AKT/mTOR, 

lo que se relaciona con la consecuente fosforilación en distintos residuos 

inactivantes de serina en IRS1 [71].  
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En relación a los efectos de TNF-α sobre la obesidad y el SOP, el aumento en 

los niveles de la citoquina en suero de pacientes obesas con SOP se ha 

relacionado fuertemente con un estado hiperandrogénico propio del SOP en 

ese grupo de mujeres [7,8]. Esto se condice con las evidencias que demuestran 

que existe un ambiente pro-inflamatorio moderado pero crónico, en condiciones 

de obesidad y SOP y por supuesto, una elevada expresión de citoquinas pro-

inflamatorias como TNF-α, IL-6 y la proteína C-reactiva en tejidos con alta 

actividad metabólica [6,7,40,41,73].  

Con respecto a la adiponectina, estudios han demostrado que TNF-α es capaz 

de disminuir los niveles de proteína y RNA mensajero de adiponectina en 

Figura 3. Cascada de señalización de TNF-α y su relación con la vía de señalización 
de insulina. TNF-α puede inducir efectos negativos sobre la señalización de insulina a 
través de la activación de NFκB y/o la inhibición de IRS1, entre otros mecanismos.   
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cultivos de pre-adipocitos 3T3L1 [40,41]. Además, se sabe que el promotor de 

adiponectina presenta sitios de reconocimiento para TNF-α [74], pudiendo ser 

un fuerte modulador de su expresión. Por lo tanto, lo efectos negativos de TNF-

α sobre la señalización y acción de insulina en su célula blanco podrían ser el 

resultado de acciones directas, afectando el estado fosforilado de IRS1 o de 

acciones indirectas de la citoquina, disminuyendo la expresión de GLUT-4 y/o 

de adiponectina. 

Las acciones de TNF-α sobre la señalización de insulina podrían estar 

fuertemente relacionadas con las fallas encontradas en pacientes obesas con 

SOP, las que podrían presentar cuadros complejos caracterizados por 

resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hiperandrogenemia, un mayor 

ambiente inflamatorio, involucrando no solo tejidos de importancia metabólica 

sino que tejidos reproductivos, como el ovario y el endometrio. Sin embargo, no 

existen estudios que asocien de forma directa las alteraciones de estas 

citoquinas con las fallas funcionales de tejidos de importancia reproductiva.  

Con respecto a la relación entre TNF-α y el SOP, estudios han demostrado que 

cultivos de adipocitos provenientes de pacientes con SOP, sometidos a un 

ambiente pro-inflamatorio, ya sea a través de la adición de TNF-α o realizando 

co-cultivos con macrófagos de tejido adiposo, muestran un menor grado de 

secreción de adiponectina con respecto a cultivos de adipocitos de pacientes 

sin SOP [75]. Esto indica que la secreción de adiponectina en respuesta a 

citoquinas o a la presencia de macrófagos, los que generalmente aumentan en 
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obesidad, difiere en mujeres que presentan SOP con respecto a mujeres sin la 

patología [76]. 

Por otro lado, se han encontrado variantes de los genes que codifican para 

TNF-α [76,77], TNFR2 [78], IL-6 [79] y sus moléculas transductoras de señales, 

las que han sido asociadas con el SOP y con desórdenes metabólicos en 

poblaciones europeas, sugiriendo posibles eventos evolutivos comunes para 

ambas condiciones. De forma interesante, estudios en la línea celular de 

mioblasto de ratón C2C12 han determinado que los efectos metabólicos de la 

citoquina sobre la resistencia a la insulina son mediados principalmente por la 

región soluble de TNF-α y TNFR2 [80].  

Estos antecedentes sugieren una estrecha relación entre la obesidad y el SOP 

en relación a las fallas funcionales de tejidos reproductivos, las que podrian 

estar exacerbadas en pacientes obesas con SOP y explicar, en parte, las fallas 

reproductivas en estas mujeres.  

 

1.5.7 Interleuquina-6 (IL-6) 

Otra de las citoquinas que aumenta su expresión en condiciones de obesidad 

es IL-6, lo que está muy relacionado con los menores niveles séricos de 

adiponectina y con resistencia a la insulina asociado a obesidad [41,42,81]. 

Además, estudios en ratas han demostrado que IL-6 inhibe la secreción de LH y 

evita la ovulación gatillada por esta hormona [6]. Esta evidencia, sumado a que 

mujeres con SOP y resistencia a la insulina muestran una mayor concentración 
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de IL-6 en suero [42,81], sugiere una fuerte contribución de esta citoquina sobre 

la fisiopatología del SOP.  

Por otro lado, existen estudios que demuestran que IL-6 disminuye tanto los 

niveles de RNA mensajero como los niveles de secreción de adiponectina en 

cultivos de adipocitos 3T3L1 [82], sugiriendo que el aumento de IL-6, condición 

observada en mujeres obesas y con SOP, podrían estar afectando la 

señalización y/o expresión de adiponectina, contribuyendo a defectos en la 

sensibilidad a la insulina, entre otras fallas. 

Se debe mencionar que la expresión génica de esta citoquina puede ser 

estimulada tanto por la activación del factor de transcripción NFκB, como 

también por TNF-α [83], por lo que al considerar IL-6 en el proceso no se 

descarta la participación indirecta de TNF-α. 

 

 

I.6. POSIBLES MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA ASOCIACIÓN 

ENTRE SOP Y OBESIDAD  

 

Como se ha mencionado previamente, una molécula que podría ser clave en 

los posibles mecanismos presentes tanto en obesidad como en el SOP, es el 

factor de transcripción NFκB. Dicho factor está compuesto por dímeros de la 

familia de los NFκB, los cuales comparten dominio de homología Rel en su 

extremo N-terminal y un dominio de transactivación en su extremo C-terminal 
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[83]. NFκB es uno de los efectores típicos involucrado en la vía canónica de 

TNF-α capaz de regular procesos como proliferación, reparación tisular o 

inflamación a través de la regulación transcripcional de diversos genes [65,83]. 

Además, se ha relacionado con otros procesos como la resistencia a la insulina 

inducida por obesidad o resistencia a la insulina hepática relacionada con dietas 

ricas en fructosa [84,85].  

Bajo condiciones basales, NFκB se encuentra en el citoplasma celular unido al 

inhibidor IκB; por diversas señales, en su mayoría provenientes de citoquinas o 

moléculas relacionadas con estados de estrés celular, se activa un complejo de 

quinasas (IKKs) llamado NEMO. NEMO se activa principalmente por acción de 

TNF-α y como consecuencia, ocurren activaciones mediadas por fosforilaciones. 

Una de ellas, la fosforilación de IKK en el residuo de S180/181, permite la 

fosforilación de IκB en S32/36, señal de degradación vía proteosoma de IκB, 

con la consecuente activación de NFκB, el que se traslada al núcleo en forma 

de homo o heterodímero, siendo los más comunes los dímeros p65-p65 y p65-

p50, para la regulación transcripcional de diversos genes [61,65,68,70,83]. Las 

proteínas codificadas por estos genes incluyen citoquinas pro-inflamatorias 

tales como PAI-1, TNF-α, IL-6, e IL-1β [83]. 

El mecanismo responsable de la activación de IKKs y NFκB en la obesidad no 

está claro. Una posibilidad es que la acumulación de lípidos en el hígado y en 

otros tejidos en la condición de obesidad, contribuya al aumento de la β-

oxidación mitocondrial de ácidos grasos y a la generación de productos de 
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peroxidación que pudiesen estimular a IKK y, por lo tanto, la activación de NFκB 

[83-85]. Se postula que en individuos con resistencia hepática a la insulina, la 

activación de NFκB puede activar a TNF-α, el que a través de la activación de 

quinasas como JNK-1 o S6K, promueve la fosforilación inhibitoria de IRS1 en 

residuos de serina y de esta forma, inducir resistencia a la insulina en dichos 

individuos [84]. De esta forma, NFκB y TNF-α pueden inducir fallas en la 

señalización de la insulina, lo que puede acentuar una condición insulino 

resistente de una forma similar a lo observado en adipocitos. 

 

 

I.7. RELACIÓN ENTRE ADIPOQUINAS Y ENDOMETRIO PATOLÓGICO 

Existe escasa información disponible con respecto a la adiponectina y su 

función en el tejido endometrial. Las evidencias indican que las adipoquinas, 

específicamente la adiponectina, tienen un rol importante en la fertilidad 

femenina, gracias a su capacidad de regular el metabolismo energético y la 

sensibilidad a la insulina, además de sus efectos anti-diabéticos, anti-

inflamatorios, anti-angiogénicos y anti-aterioscleróticos [6,47].  

Como se mencionó, se han observado menores niveles de adiponectina tanto 

en plasma como en adipocitos de mujeres obesas con SOP, por lo que una 

desregulación en la señalización de esta proteína en el endometrio podría ser 
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causa importante de una alteración del metabolismo energético endometrial y 

responsable de gran parte de las fallas reproductivas observadas en el 

endometrio patológico bajo estas condiciones. 

Con respecto a la señalización de adiponectina en el endometrio fisiológico, se 

ha señalado la presencia de sus dos receptores en tejido endometrial humano, 

principalmente en células estromales y epiteliales [51]. Además, se ha 

observado un aumento de AdipoR1 y AdipoR2 en endometrios de fase 

secretora media correspondiente al momento de la implantación en un ciclo 

concepcional [51], lo que indica un posible rol de la adiponectina en la 

regulación del proceso de receptividad uterina y homeostasis endometrial. Sin 

embargo, no existe información disponible que relacione la vía de señalización 

de adiponectina en endometrios patológicos, sometidos a una condición 

hiperandrogénica e hiperinsulínica como es el SOP.  

En consecuencia, las evidencias sugieren que la condición pro-inflamatoria que 

presentan las mujeres obesas favorecería la aparición de características típicas 

del SOP, como es la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia 

compensatoria y quizás el ambiente hiperandrogénico. Con respecto a esto, se 

ha demostrado un aumento de niveles de MCP-1 (proteína quimioatractante de 

monocito-1), conocido marcador de macrófagos, en muestras de sangre de 

mujeres con SOP comparado con mujeres sin el síndrome y que este aumento 

se correlaciona con el IMC, los niveles de adipocitos abdominales en estas 

pacientes y con una alteración en la expresión de adipoquinas [86,87].  
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Con respecto a la señalización endometrial de TNF-α, estudios en endometrio 

de mujeres con endometriosis han mostrado un rol activo de la citoquina sobre 

la progresión de la patología; mientras que el uso de antagonistas de TNF-α 

induce una regresión significativa de la enfermedad en un modelo de 

endometriosis en ratas [88,89]. Por otro lado, el endometrio humano, decidua y 

placenta expresan TNF-α y sus receptores a nivel de proteína y RNA mensajero, 

sugiriendo que múltiples efectos autocrinos y paracrinos por parte de la 

citoquina ocurren en tejido gestacional [62]. Sin embargo, no se cuenta con 

información que relacione de forma concreta la señalización de TNF-α y de 

adiponectina en tejido endometrial bajo condiciones patológicas del SOP y 

obesidad, así como tampoco si la obesidad constituye un factor que favorezca 

la fisiopatología o exacerbe los efectos del SOP sobre el endometrio humano. 
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I.8. PROPUESTA 

En su conjunto, los antecedentes descritos nos llevan a investigar el efecto del 

ambiente pro-inflamatorio en el endometrio, fundamentalmente de TNF-α sobre 

la acción de la insulina, ya sea disminuyendo la expresión y/o señalización de 

adiponectina a través de la activación de NFκB o afectando la activación de 

moléculas río abajo del receptor de insulina, como IRS1. Lo anterior llevaría a 

alteración de procesos como la captación de glucosa y finalmente el 

metabolismo endometrial, lo que contribuiría a la fisiopatología de la 

enfermedad y a las fallas de fertilidad presente en mujeres obesas con SOP 

(Figura 4).  
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Figura 4. Modelo propuesto que muestra las vías de señalización de adiponectina y 
TNF-α y sus efectos sobre la actividad de la insulina en una célula endometrial. Las 
fallas en la señalización de la insulina en endometrios provenientes de mujeres obesas con 
SOP pueden ser el resultado de una sumatoria de factores negativos: el aumento del 
ambiente pro-inflamatorio y por ende, de citoquinas como TNF-α, inducido por obesidad, así 
como, la disminución de adiponectina (Adipo), molécula insulino-sensibilizante y anti-
inflamatoria. Como consecuencia, este ambiente patológico altera la señalización de la 
insulina y con ello el metabolismo y normal funcionamiento del tejido endometrial.  



 33 

II. HIPÓTESIS 

El aumento de los niveles de TNF-α en la obesidad disminuye la vía de 

señalización de insulina en el endometrio de pacientes obesas con 

Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP), a través de la disminución de los 

niveles de adiponectina y de su vía de señalización y/o afectando la 

activación de IRS1. Lo anterior conduce a la disminución de la captación de 

glucosa por células endometriales expuestas a condiciones 

hiperandrogénicas e hiperinsulínicas. 
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III. OBJETIVOS GENERALES 
 

1. Determinar si la condición SOP en conjunto con la obesidad modifican los 

niveles de TNF-α, adiponectina y moléculas involucradas en sus vías de 

señalización, así como, de macrófagos presentes en endometrios de mujeres 

obesas con SOP con respecto de aquellos encontrados en mujeres delgadas y 

obesas (estudios ex vivo). 

 

2. Evaluar si TNF-α afecta la señalización de adiponectina, la captación de 

glucosa y la resistencia a la insulina en cultivos de células estromales 

endometriales humanas (T-HESC/St-T1b) expuestas a condiciones 

hiperandrogénicas e hiperinsulínicas (estudios in vitro). 

III. 1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Estudios ex vivo: Suero y Tejido endometrial humano 

 

1.1 Evaluar si los niveles circulantes de adiponectina y TNF-α varían en 

muestras de suero provenientes de los 4 grupos de estudio: Control (Normo-

peso), Normo-peso con SOP, Obesas y Obesas con SOP (hiperinsulinémicas). 

 

1.2 Evaluar si los niveles de expresión de RNA mensajero, proteína y/o 

localización celular de adiponectina y TNF-α, además de moléculas 
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involucradas en sus vías de señalización (AdipoR1, AdipoR2, APPL1, TNFR1 y 

2) son diferentes entre muestras de tejido endometrial provenientes de los 

grupos de estudio.   

1.3 Determinar si existen cambios en los niveles de expresión de NFkB y 

moléculas relacionadas con su activación (IKKs, IκBα), además de la 

localización celular / subcelular del factor de transcripción en tejido endometrial 

provenientes de los grupos de estudio. 

1.4 Identificar y comparar el número de macrófagos a través de la 

determinación de la proteína CD68 en muestras de tejido endometrial 

provenientes de los distintos grupos de estudio.   

2. Estudios in vitro: cultivos de células T-HESC / St-T1b 

En células T-HESC / St-T1b cultivadas en condiciones hiperandrogénicas e 
hiperinsulínicas: 
 
2.1  Determinar los niveles de proteína de adiponectina, APPL1, AdipoR1 y 

AdipoR2 en las líneas celulares.  

2.2  Evaluar si la adición de TNF-α a los cultivos celulares modifica los niveles 

de proteína de moléculas asociadas a la vía de señalización de adiponectina: 

AdipoR1, AdipoR2, APPL1 y AMPK. 
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2.3 Examinar si la adición de TNF-α modifica los niveles de proteína de 

moléculas asociadas a la vía de señalización canónica de TNF-α: TNFR1, 

TNFR2 y NFκB. 

2.4 Detectar si la localización subcelular y actividad de NFκB cambian por 

acción de TNF-α.  

2.5  Evaluar el efecto de TNF-α y NFκB sobre los niveles de proteína de 

adiponectina a través de la adición de Pirrolidina Ditiocarbamato (PDTC), un 

inhibidor de la activación de NFκB. 

2.6 Determinar los efectos de TNF-α sobre los niveles de GLUT-4 y la 

captación de glucosa en las líneas celulares. 

2.7 Analizar si la adición de TNF-α altera la activación de IRS1, PI3K/AKT y 

quinasas que regulan IRS1 como S6K y/o JNK-1. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.1 Pacientes y grupos de estudio 

Veintiocho mujeres fueron reclutadas y se clasificaron en cuatro grupos: 1) 

Normo-peso (Delgadas; n=7); 2) Delgadas o Normo-peso con SOP (Delgadas-

SOP; n=7); 3) Obesas (n=7); 4) Obesas con SOP e hiperinsulinemia (Obesas-

SOP; n=7). Las características para la clasificación de las pacientes en los 

diferentes grupos, se resumen en la Tabla 1 y 2, considerando parámetros 

clínicos, hormonales y metabólicos que presentan las mujeres participantes del 

estudio.  

Se observa que sus edades son similares independiente del grupo de estudio al 

que pertenecen; por otro lado, ambos grupos de Obesas presentaron un IMC > 

30 kg/m2, mientras que ambos grupos de Delgadas presentaron un IMC < 25 

kg/m2. El SOP fue diagnosticado de acuerdo a los criterios de la Sociedad de 

Exceso de Andrógenos y PCOS (año 2006 y re-evaluado el año 2009), 

considerando como criterio estricto el hiperandrogenismo, determinado por el 

índice de andrógenos libres (IAL) (hiperandrogenismo bioquímico) y/o 

hirsutismo (hiperandrogenismo clínico evaluado por el Score de Ferriman). En 

la presente tesis se utilizó el IAL como medida de hiperandrogenismo. Los 

valores de IAL mayores a 4,5 están dados por los menores niveles de SHBG y 
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mayores niveles de Testosterona total (Tabla 1) encontrados en las pacientes 

con SOP. Por otro lado, solo el grupo de mujeres Obesas-SOP presenta 

alterados los niveles de insulina a los 120 min post-carga y de glucosa sobre los 

valores normales (Tabla 2). Estas mujeres son consideradas hiperinsulinémicas, 

lo que fue corroborado con el índice HOMA-IR (Homeostatic Model 

Assessment-Insulin Resistance) [90] e ISI Composite (Insulin Sensitivy Index) 

[91], obtenidos a partir de los datos de la prueba de tolerancia oral a la glucosa 

(PTOG) con 75 gramos de carga de glucosa (valores normales: glucosa en 

ayunas <110 mg/dL; glucosa 120 min <140 mg/dL) (Tabla 2). Por lo tanto, las 

pacientes del grupo Obesas-SOP son las únicas que presentan ambas 

condiciones: hiperinsulinemia e hiperandrogenemia. Además, otras patologías 

que inducen una hiperinsulinemia o hiperandrogenemia se descartaron, como el 

síndrome de Cushing o la hiperplasia adrenal congénita. Ninguna de las 

mujeres participantes en esta investigación había recibido tratamiento hormonal 

en los últimos 3 meses previo al reclutamiento. Se obtuvieron muestras de 

sangre y tejido endometrial de las pacientes durante la fase proliferativa del 

ciclo menstrual, lo que se determinó usando los criterios de Noyes [13]. Además, 

se obtuvo un número reducido de muestras de endometrio durante la fase 

secretora del ciclo menstrual de las mujeres obesas con o sin SOP para evaluar 

su estado pro-inflamatorio. Las características clínicas y metabólicas de estas 

pacientes se muestran en Anexos, Tabla 5. 
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Los Comités de Ética de la Facultad de Medicina y del Hospital Clínico de la 

Universidad de Chile aprobaron esta investigación, para lo cual todas las 

pacientes firmaron un consentimiento informado por escrito, los que se adjuntan 

en Anexos. Esta investigación se enmarca en el Proyecto FONDECYT # 

1130053 (MV) y apoyado además por Beca Doctorado Nacional Folio # 

21120541 (LO). 
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Tabla 1. Características clínicas y hormonales de los grupos de estudio 

Grupo Obesas-SOP: Síndrome de Ovario Poliquístico, obesas e 
hiperinsulinémicas; SHBG, proteína de unión a hormonas sexuales; Valores de 
referencia: Obesidad: IMC > 30 kg/m2; Testosterona 5,7 – 77 ng/dL;SHBG 18 – 
114 nmoles/L; IAL < 4,5 normal. 
 
*P value < 0,05 entre Obesas-SOP y Delgadas 

&
P value < 0,05 entre Obesas y Delgadas 

#
P value < 0,05 entre Delgadas-SOP y Delgadas 

 

 
Parámetros 
 

 
Delgadas 

 
Delgadas-

SOP 

 
Obesas 

 
Obesas-

SOP 
 
Edad (años) 
 

 
26,6 ± 5,6 

 
25,8 ± 2,7 

 
27,9 ± 5,2 

 
25,9 ± 2,4 

 
Índice de masa 
corporal (kg/m2) 
(obesidad > 30) 

 
22,4 ± 2,1 

 
25,6 ± 0,2  

 
34,7 ± 4,8 & 

 
32,6 ± 3,4 $ 

 
Estradiol (pmol/L) 
 

 
168,7 ± 77 

 
183,3 ± 55 

 
151,3 ± 73 

 
143,6 ± 40 

 
Testosterona (ng/dL) 
 

 
36,6 ± 10,7 

 
40,0 ± 5,4 # 

 
22,6 ± 8,4 

 
49,4 ± 9,2 * 

 
Androstenediona 
(ng/mL) 
 

 
4,9 ± 1,3 

 
3,9 ± 0,5 

 
3,5 ± 1,6 

 
5,3 ± 1,4 

 
SHBG (nmol/L) 
 

 
68,9 ± 0,8 

 
20,8 ± 2,4 # 

 
43,0 ± 2,4 

 
25,7 ± 11 * 

 
Índice de 
andrógenos libres 
(IAL) (normal < 4,5) 
 

 
1,9 ± 0,6 

 
7,3 ± 1,5 

 
2,3 ± 0,7 

 
6,7 ± 1,9 * 
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Tabla 2. Parámetros metabólicos de los grupos de estudio 

Grupo Obesas-SOP: Síndrome de Ovario Poliquístico, obesas e 
hiperinsulinémicas; Valores de referencia: Glucosa basal ≤ 100 mg/dL; Glucosa 
post-carga 120 min ≤ 140 mg/dL; Insulina basal ≤ 20 µUI/mL; Insulina post-
carga 120 min ≤ 60 µUI/mL; Homa-IR normal < 2,6; ISI Composite normal > 3. 
 
*P value < 0,05 entre Obesas-SOP y Delgadas 

 
Parámetros 
 

 
Delgadas 

 
Delgadas-

SOP 

 
Obesas 

 
Obesas-

SOP 
 
Glucosa basal 
(mg/dL) 
 

 
96,1 ± 12,4 

 
90,2 ± 4,3 

 
89,1 ± 7,2 

 
92,9 ± 11,7 

 
Glucosa post-carga 
120 min (mg/dL) 
 

 
96,1 ± 15,7 

 
106,5 ± 13,2 

 
124,3 ± 26,5 

 
122 ± 21,6 

 
Insulina basal 
(µUI/dL) 
 

 
7,8 ± 3,5 

 
5,0 ± 1,2 

 
10,5 ± 3,3 

 
17,1 ± 6,0 

 
Insulina post-carga 
120 min (µUI/dL) 
 

 
45,6 ± 15,4 

 
47,8 ± 11,1 

 
59,4 ± 20,6 

 
150,5 ± 86,6 

* 

 
HOMA-IR 
(normal < 2,6) 
 

 
1,49 ± 1,1 

 
1,1 ± 0,2 

 
2,3 ± 0,8 

 
4,5 ± 0,9 * 

 
ISI Composite 
(normal > 3) 
 

 
8,1 ± 4,7 

 
8,0 ± 1,8 

 
4,6 ± 2,3 

 
2,09 ± 1,1 * 
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IV.2 Determinación de concentraciones sanguíneas de Adiponectina, TNF-

α e IL-6 mediante ELISA   

Muestras de suero de los cuatro grupos de estudio fueron obtenidos para la 

detección de los niveles de adiponectina, TNF-α e IL-6 por ELISA (Figura 5). 

Para ésto, se utilizaron los siguientes kits de ELISA: adiponectina: Human Total 

Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, cat. No. DRP300); 

TNF-α: TNF-α IMMULITE (Siemens, cat. No. PILKNF-11); IL-6: Human IL-6 

Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, cat. No. RD6050). La detección se realizó 

a través de reacción colorimétrica y la medición de la absorbancia a 450 nm 

usando el lector de ELISA Biotek EL800 y el programa computacional Gen5 

1,06. Los datos se presentan en ng/mL para TNF-α y para adiponectina, y en 

pg/mL para IL-6. Los resultados para las tres proteínas se expresan como: 

media ± EEM (error estándar de la media) para cada grupo. 
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IV.3 Preparación del tejido 

Muestras de tejido endometrial de los cuatro grupos de estudio fueron obtenidos 

a través de una cánula de Pipelle y fueron divididos en tres fragmentos (Figura 

5). Un fragmento se fijó en una solución tamponada de formaldehído al 4% 

durante 24 h, se incluyó en parafina y luego cortado con micrótomo en 

secciones de 4 µm de espesor previo a los estudios histológicos e 

inmunohistoquímicos. Los otros dos fragmentos de la muestra se congelaron en 

nitrógeno líquido y se almacenaron a  -80°C para medir los niveles de las 

proteínas y RNA mensajero (mRNA) de interés. Para la extracción de proteínas 

totales, una sección de cada fragmento de muestra congelada fue 

homogenizada en tampón RIPA (Tris-Base 50 mM, NaCl 150 mM, desoxicolato 

de sodio 0,5%, 1% de Triton X-100 y SDS 0,1%) con una mezcla de inhibidores 

de proteasas y fosfatasas 1X (ThermoScientific). Las muestras se centrifugaron 

a 10.000 g durante 20 min a 4°C. Se utilizó el sobrenadante resultante para 

determinar la concentración de proteínas usando una curva estándar de BSA 

(Bovine Serum Albumin, Franction V; Roackland BSA-50) y el kit: PierceTM BCA 

Protein Assay Kit (ThermoScientific Prod# 23227). Los otros fragmentos de 

muestras congeladas fueron utilizadas para la extracción de RNA total a través 

del uso del kit comercial Trizol (Ambion, #15596018), lo que se detallará más 

adelante.  
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IV.4 Cultivo celular y tratamientos  

Para la mayoría de los ensayos in vitro (Figura 6), se utilizó una línea comercial 

de células estromales endometriales humanas T-HESC (ATCC, CRL-4003) [92], 

obtenidas de una mujer adulta con miomas. Para experimentos específicos, se 

usó la línea celular St-T1b [93] que, al igual que T-HESC, provienen de células 

estromales endometriales humanas obtenidas en fase proliferativa del ciclo. En 

Figura 5. Diseño experimental para ensayos Ex vivo. A partir de tejido endometrial proveniente de 
los grupos de estudio se obtuvieron muestras de proteínas totales, RNAs mensajeros y cortes de 
tejido los que fueron usados para determinar los niveles de expresión y localización de moléculas de 
la vía de adiponectina, insulina y/o TNF-α, mediante WB, qPCR e IHQ, respectivamente. Además, 
muestras de suero fueron usadas para determinar adiponectina, TNF-α e IL-6 mediante ELISA. 
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ambas líneas celulares la inmortalización se logró por transfección con un 

vector que expresa la telomerasa humana acoplado al gen de resistencia a 

puromicina. Las células provenientes de ambas líneas celulares se cultivaron en 

medio de crecimiento DMEM / F12 Ham (Sigma Aldrich) con 10% de suero fetal 

bovino tratado con carbón dextrano (Hyclone™ Thermoscientific) y una mezcla 

de antimicóticos / antibióticos 1X, a 37°C en una atmósfera con 5% de CO2. 

Luego, las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X estéril de Dulbecco 

(DPBS, GIBCO® Invitrogen). Los cultivos se sometieron a tratamientos con 100 

nM de Testosterona (Sigma T-0508) o con 100 nM de Insulina (HUMULIN) 

durante 48 h en medio libre de suero para simular un ambiente 

hiperandrogénico e hiperinsulínico propio del SOP. Las concentraciones de 

testosterona e insulina se determinaron en estudios previos de nuestro 

laboratorio [27,30]. Además, algunos cultivos celulares se co-estimularon con 

insulina, testosterona (100 nM cada uno) y TNF-α (dosis definida por una curva 

dosis-respuesta) por 24 y 48 h para determinar el efecto de la citoquina (las 

curvas dosis-respuesta se explican en la Sección IV.6). 
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Figura 6. Diseño experimental para ensayos In vitro. Cultivos celulares, principalmente de 
la línea celular T-HESC (diagrama superior) y algunos ensayos específicos con la línea 
celular St-T1b (diagrama inferior), fueron usados para determinar el efecto de TNF-α sobre 
moléculas asociadas a la vía de señalización de adiponectina e insulina. 
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IV.5 Ensayos de Viabilidad  

Para evaluar los posibles efectos de los distintos tratamientos sobre la viabilidad 

de las células, se realizó un ensayo de viabilidad en cultivos de T-HESC (Figura 

6), usando el kit comercial: Cell Citotoxycity Assay (Abcam Ab112118). Para 

ello, se cultivó 50.000 células por pocillo en placas Labtek (ThermoScientific 

Lab-Tek II Chamber Slide™System). Al alcanzar 80% de confluencia, las 

células fueron tratadas con 50 o 100 ng/mL de TNF-α (Recombinant Human 

Tumor Necrosis Factor-α, Gibco by LifeTechnologies PHC3015) por 24 y 48 h. 

El sobrenadante fue descartado y se agregó 100 µL de medio de crecimiento 

sin suero a cada pocillo. Luego, se adicionó 20 µL en una dilución de 1:5 en 

medio sin suero y previamente calentado a 37 ºC.  Se incubó la placa a 37 ºC 

por 4 h. Finalmente, se midió la absorbancia usando el equipo NanoDrop a 570 

nm y 605 nm para obtener una razón de células vivas y muertas. Como control 

de la técnica, se incluyó ensayo de viabilidad con el fármaco antineoplásico, 

mitoxantrona en una concentración tóxica para la célula (10 nM) [94]. El valor 

del blanco (medio sin suero en ausencia de células), fue restado en todas las 

mediciones. Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad en 

relación al basal (células tratadas con medio sin suero).  
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IV.6 Curva dosis-respuesta para TNF-α 

En base a los resultados obtenidos del ensayo de viabilidad y considerando que 

100 ng/mL de TNF-α no son tóxicos para las células, se realizó una curva en la 

que se determinó funcionalidad de células T-HESC con distintas dosis de TNF-

α (0, 50 y 100 ng/mL) por 24 y 48 h de tratamiento (Figura 6). El ensayo evaluó 

el efecto de TNF-α sobre la capacidad de captar glucosa en cultivos de T-HESC, 

los cuales mostraron una disminución significativa a las 48 h de tratamiento con 

100 ng/mL de TNF-α. Los resultados de estos ensayos se muestran más 

adelante en la Figura 39. El protocolo usado para evaluar la captación de 

glucosa se explica con más detalle en las siguientes secciones. Además, se 

realizó un ensayo independiente para determinar el efecto de TNF-α sobre los 

niveles de AKT fosforilado en el residuo de serina 473 (S473) en tiempos más 

cortos de tratamiento. Para ello, en placas de 6 pocillos se sembraron 700.000 

células por pocillo las que fueron tratadas con distintas concentraciones de la 

citoquina: 10 y 50 ng/mL. Las células se trataron por 6 y 24 h para luego extraer 

proteínas totales y determinar los niveles proteicos de p-AKT S473 mediante 

Western blot. El ensayo indicó que con ambas concentraciones se observan 

cambios significativos a las 24 h de tratamiento (los resultados se muestran en 

la Figura 45). Por ello, la mayoría de las determinaciones realizadas en el 

presente trabajo fueron a 24 y 48 h de estímulo.  
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IV.7 Detección de niveles de proteínas y visualización por 

Inmunohistoquímica e Inmunocitoquímica 

Para los ensayos de inmunohistoquímica, los cortes de tejido fueron incubados 

en xileno para descartar la parafina e hidratados usando soluciones de alcohol 

graduadas (100%, 95% y 70% de etanol). Luego, para la exposición antigénica, 

las placas fueron incubadas en 10 mM de tampón de citrato (pH 6,0) a 95ºC 

durante 30 min. Para bloquear la actividad de la peroxidasa endógena, las 

muestras se incubaron en peróxido de hidrógeno al 3% por 15 min. La unión no 

específica de anticuerpos fue inhibida por la incubación de las muestras con 

solución de bloqueo (Histostain-SP, Invitrogen) durante 10 min. Para los 

ensayos de inmunocitoquímica, las células T-HESC o St-T1b se cultivaron 

directamente sobre placas especializadas para la técnica (ThermoScientific 

Lab-Tek II Chamber Slide™System). Por cada pocillo se sembró 50.000 células 

en medio de crecimiento bajo las condiciones previamente descritas. Luego, las 

células fueron fijadas usando, primero una solución de paraformaldehído (PFA) 

al 2% en PBS 1X (Winkler BM-1340) por 2 min y luego con 4% de PFA por 15 

min a temperatura ambiente. Los tratamientos siguientes fueron similares a los 

usados para las muestras de tejidos; sin embargo, el bloqueo se realizó con 

PBS-BSA al 2% por 40 min a temperatura ambiente.  

A continuación, las placas con los tejidos y con las células fueron incubadas con 

anticuerpos primarios específicos diluidos en PBS 1X durante toda la noche a 
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4ºC (Tabla 3). Un control interno se llevó a cabo incubando solo con PBS 1X en 

ausencia de los anticuerpos primarios. Para la detección de las proteínas se 

usó un anticuerpo secundario biotinilado unido a la enzima HRP y el sistema 

estreptavidina-peroxidasa. El compuesto 3,3-diaminobencidina (DAB) fue 

utilizado como sustrato para la reacción cromogénica lo que permitió la 

formación de un compuesto color café (señal inmunopositiva); la contratinción 

se realizó con hematoxilina filtrada (Dako) para la tinción nuclear. Luego, las 

muestras se deshidrataron usando las soluciones graduadas de etanol y se les 

agregó medio de montaje (Entellan®new, Millipore HX54866861) para su 

posterior visualización. Las muestras se evaluaron semi-cuantitativamente en 

un microscopio óptico (Olympus BX51TF); el análisis semi-cuantitativo consiste 

en medir la intensidad de los pixeles en un área seleccionada y que representa 

la tinción que se desea evaluar a través de la herramienta IOD (Integrated 

Optical Density, en inglés) del programa Image Pro Plus 6.0. Los resultados 

fueron expresados como unidades arbitrarias (UA).  

Para determinar la translocación al núcleo de la subunidad p65 de NFκB en 

tejido y en células estimuladas con Insulina, testosterona y TNF-α, se calculó la 

razón entre el número de núcleos positivos y el número de núcleos totales en el 

tejido o células cultivadas. Los resultados se expresaron como el porcentaje de 

núcleos positivos.  

La posibilidad concreta de la existencia de un ambiente pro-inflamatorio fue 

evaluada por la inmunotinción positiva de la proteína CD68, proteína de 
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membrana que se expresa en macrófagos, por lo que es utilizada como 

marcador de macrófagos [95]. Los resultados se expresaron como el número de 

macrófagos en relación al área total de tejido. La media de estos valores se 

obtuvo por cada grupo de estudio o condición in vitro y se expresaron como 

media ± EEM. 

IV.8 Detección de proteínas por Inmunofluorescencia  

Para ensayos de inmunofluorescencia en T-HESC, las células fueron cultivadas 

en placas Lab-Tek como se indicó para la técnica de inmunocitoquímica. 

Después de los estímulos con insulina, testosterona y/o TNF-α se removió el 

medio. Las células fueron fijadas y lavadas con PBS 1X y se permeabilizaron 

con Triton X-100 (Winkler BM-2020) al 0,3% en PBS 1X. Las placas se 

bloquearon con 2% de BSA en PBS 1X por 30 min. Finalmente, se incubaron 

toda la noche con anticuerpos primarios específicos (Tabla 3). Para la detección 

de las proteínas, se incubó con anticuerpos secundarios (dilución 1:500) unidos 

a fluoróforos (A11070: AlexaFluor® 488 F(ab`)2 Fragment of goat anti-rabbit 

IgG (H+L) y A11005: AlexaFluor® 594 goat anti-mouse IgG (H+L), 

LifeTechnologies) por 1 h a 37ºC en oscuridad. Luego de los lavados, las placas 

se montaron usando medio de montaje que contenía DAPI (Prolong ® Gold 

Probes, Antifade with DAPI; Cell Signaling #8961S) que identifica núcleos. La 

fluorescencia fue detectada usando un microscopio de epifluorescencia 

Olympus BX51TF acoplado a una lámpara fluorescente modelo BH2-RFL-T3. 
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Para ensayos de inmunofluorescencia en tejido, se siguió el mismo protocolo 

usado para células T-HESC; sin embargo, para descartar la parafina, 

inicialmente se procedió a incubar los cortes en xilol y luego se hidrataron 

usando soluciones graduadas de etanol para la posterior exposición antigénica 

con tampón citrato y bloqueo con BSA 2% en PBS 1X por 30 min.  

IV.9 Detección de niveles de proteínas por Western blot 

Las proteínas totales fueron obtenidas a partir de aproximadamente 50 mg de 

tejido endometrial proveniente de los cuatro grupos de mujeres incluidas en los 

estudios ex vivo. Para los ensayos in vitro, las proteínas totales se obtuvieron a 

partir de placas con 700.000 células por pocillo cultivadas en medio de 

crecimiento por 24 h bajo las condiciones ya descritas. Las muestras de 

proteínas se resolvieron por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 6 – 12% 

de acrilamida/bisacrilamida, dependiendo de la proteína a analizar (Tabla 3). 

Las proteínas se electro-transfirieron a membranas de nitrocelulosa por 90 min 

a 400 mA para su posterior detección con el anticuerpo específico. La 

transferencia de proteínas fue confirmada por tinción de rojo Ponceau. Las 

membranas se bloquearon durante 1 h en leche descremada al 5% en tampón 

de lavado TTBS 1X (Tris 20 mM, pH 7,5; NaCl 137 mM; 0,1% de Tween-20). 

Luego, las membranas bloqueadas se incubaron durante toda la noche a 4°C 

con anticuerpos específicos (Tabla 3). Las membranas se revelaron a través de 
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una reacción quimioluminiscente incubando por 1 h con anticuerpo secundario 

acoplado a la enzima HRP diluido en leche al 5% (1:5000), y luego una 

incubación por 5 min con luminol, usado como sustrato (SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate; ThermoScientific Prod #34080). Los valores 

fueron obtenidos por análisis densitométrico de las intensidades de cada banda 

a través de un sistema de digitalización automatizada utilizando el programa 

UN-SCAN-IT gel, versión 5.1. Las intensidades se presentan como unidades 

arbitrarias (UA) y los resultados se normalizaron en relación a los valores 

obtenidos para la proteína constitutiva (β-actina). Para las proteínas fosforiladas 

se reemplazó la leche por BSA (Bovine Serum Albumin, Franction V; Roackland 

BSA-50) al 5% y las UA se normalizaron en relación a las UA de cada proteína 

no fosforilada, según corresponda (Tabla 3). Los resultados se presentan como 

la media ± EEM. 
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Tabla 3.1 Anticuerpos. Especificaciones y diluciones de trabajo 

Mono: monoclonal; Poly: policlonal 
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Tabla 3.2 Anticuerpos. Especificaciones y diluciones de trabajo 

Mono: monoclonal; Poly: policlonal 
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IV.10 Ensayos de RT-PCR y qPCR 

Muestras de RNA total de tejido endometrial o cultivos celulares fueron 

utilizadas para determinar el nivel mRNA a través de PCR cuantitativo en 

tiempo real (qPCR). Para ello, el RNA total fue extraído con Trizol (Ambion, 

#15596018) y cloroformo para eliminar las trazas de fenol. Posteriormente, se 

extrajo la fase acuosa para precipitar el RNA usando isopropanol. Las muestras 

se centrifugaron a 10.000 g por 10 min a 4ºC y el precipitado fue lavado con 

etanol 75%. El precipitado fue re-suspendido con 20 µL de H2ODEPC (MO BIO 

Laboratories, Inc. #17011-200). El RNA resultante fue cuantificado por 

espectrofotometría usando el equipo NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Sólo 

se utilizaron las muestras de RNA que presentaron parámetros óptimos de 

calidad e integridad. El RNA obtenido fue tratado con DNAsa (Fermentas 

#EN0521) para eliminar restos de DNA genómico y con 50 mM de EDTA para 

inactivar la reacción. Un volumen equivalente a 1 µg de RNA fue usado para la 

transcripción reversa, la que se realizó usando Random Primers (Promega 

#C118A) y la enzima Reverse Transcriptase M-MLV (Invitrogen 28025-013). 

Previamente, las muestras fueron tratadas con inhibidor de ribonucleasas 

(rRNasin; Promega #N251A). El cDNA obtenido se guardó a -30°C para su 

posterior uso. Para el qPCR se usó una mezcla que contenía 10 µL de Brilliant 

II SYBR Green QPCR Master MIx (Agilent Technologies #600828), 8 µL de H2O 

bi-destilada (Apiroflex, marca Fresenius Kabi), 0,5 µL de cada partidor (sentido 
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y antisentido) y 1 µL de cDNA diluido 10 veces en agua bi-destilada estéril. 

Además, la mezcla para el qPCR contenía ROX (1:10.000) como referencia 

pasiva. Los qPCRs se realizaron en el termociclador Step OneTM Real-Time 

PCR System Thermal Cycling Block de Applied Biosystems. Los partidores 

específicos para cada transcrito se muestran en la Tabla 4. El análisis de los 

datos se realizó mediante una cuantificación relativa con el método de la curva 

estándar usando distintas diluciones de cDNA. Con este método se comprobó 

la eficiencia de cada par de partidores (eficiencia permitida: entre 90 y 110%, 

Tabla 4). Los datos se presentaron como copias relativas de mRNA 

normalizados en relación a los niveles de mRNA de GAPDH (expresión 

constitutiva). Los resultados se expresan como las medias de cada grupo ± 

EEM.  

Tabla 4. Secuencia de partidores para la determinación de niveles de 
mRNA por qPCR 
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IV.11 Ensayos de captación de glucosa  

Los ensayos de captación de glucosa fueron realizados como se ha reportado 

previamente [30]. Brevemente, las células T-HESC fueron sembradas en placas 

de 12 pocillos con 150.000 células por pocillo. Después de los estímulos con las 

hormonas y/o TNF-α, los cultivos celulares se incubaron en medio de transporte 

(15 mM HEPES, pH 7,6; NaCl 135 mM; KCl 5 mM; CaCl2 1,8 mM, MgCl2 0,8 

mM y 10 mM de desoxi-D-glucosa). Los ensayos de captación se realizaron en 

500 µL de medio de transporte que contenían 1 Ci/mL de 2-desoxi-D-[1,2(N)3H] 

glucosa (PerkinElmer, EE.UU.). Después de 5 min de incubación a temperatura 

ambiente, la captación se detuvo agregando 500 µL de solución de detención 

fría (NaCl 135 mM, KCl 5 mM, CaCl2 1,8 mM, MgSO4 0,8 mM, HgCl2 0,2 mM). 

Las células se lisaron en 500 µL de tampón de lisis (NaOH 0,5 mM). A cada 

pocillo se añadió 3,5 mL de líquido de centelleo para determinar la radiactividad 

usando un contador de centelleo (Packard 2100 TR Tricard; 18% de eficiencia). 

Para descartar la captación de glucosa inespecífica se utilizó el flavonoide 

Quercetina (150 µM), bloqueador de transportadores GLUT-1. Para cada 

ensayo, se realizaron tres experimentos independientes en duplicado. Los 

resultados obtenidos en cada pocillo se expresaron como picomoles de glucosa 

/ µg proteína total.  
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IV.12 Tratamientos con Pirrolidina Ditiocarbamato (PDTC) en la línea 

celular: St-T1b  

Para determinar la participación de NFκB en la acción de TNF-α sobre la 

expresión de adiponectina, se utilizó un antioxidante e inhibidor de la  activación 

de NFκB [96,97], denominado: Pirrilodina Ditiocarbamato (PDTC) en cultivos de 

St-T1b. En primer lugar, se determinó la dosis de PDTC, ensayando 

tratamientos con tres dosis del compuesto (10, 50 y 100 µM) por 1 h y luego las 

células fueron estímuladas con TNF-α (100 ng/mL) por 24 h, para deternminar 

los niveles de adiponectina. Los resultados se muestran en la Figura 36. Luego, 

cultivos de St-T1b fueron pre-tratadas con 50 µM PDTC por 1 h y estimulados 

con los diferentes tratamientos por 24 h: TNF-α (100 ng/mL), Insulina y 

testosterona (100 nM cada una), o tratamientos combinados con las tres 

moléculas (Figura 6). Luego, se determinaron por ICQ, la localización y niveles 

de adiponectina / GLUT-4, siguiendo los protocolos ya descritos (Tabla 3).  

 

 



 60 

IV.13 Análisis estadístico 

Todos los datos mostraron una distribución no paramétrica y se analizaron 

mediante la prueba de Kruskal Wallis. Para comparaciones múltiples, se utilizó 

el Post Test de Dunn (*P value < 0.05; **P value < 0,01; ***P value < 0,001). En 

algunos casos de comparaciones múltiples, letras distintas (a ≠ b ≠ c ≠ d) 

indican diferencias estadísticamente significativas con un *P value < 0,05. Los 

análisis estadísticos fuero realizados usando el programa GraphPad Prism 5.0.  

Para el cálculo del n muestral para los ensayos ex vivo, se utilizó la formula: n= 

[2 (Zα + Zβ)2 S2 / d2], usada en estudios similares del laboratorio [23,24]  y en 

ensayos adelantados de ésta tesis, lo cual consideró una diferencia entre las 

medias de un 25% (d) y una desviación estándar igual a 0,2 (S). El resultado 

fue un n igual a 7.  
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V. RESULTADOS 

V.1 ENSAYOS EX VIVO 

V.1.1 Niveles séricos de Adiponectina y TNF-α 

Se ha reportado que en mujeres obesas existe una disminución de los niveles 

circulantes de adiponectina [6] y que estos niveles pueden también ser 

alterados bajo una condición SOP y una mayor condición pro-inflamatoria [73]. 

Por ello, como primer objetivo se evaluaron los niveles de adiponectina y TNF-α 

en suero de pacientes Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP 

mediante la técnica de ELISA. La Figura 7 muestra la concentración de 

adiponectina en los cuatro grupos de estudio y se observa que sólo en el grupo 

Obesas-SOP, que son mujeres que presentan hiperandrogenismo e 

hiperinsulinemia, ocurre una disminución de la quimoquina con respecto a los 

otros grupos (p<0,05). Este resultado fue incluído en el artículo Endometria from 

obese PCOS women with hyperinsulinemia exhibit altered adiponectin signaling 

en la revista Hormone and Metabolic Research [29]. 
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Por otro lado, diversos estudios indican que en pacientes obesas con o sin SOP, 

bajos niveles de adiponectina se relacionan con altos niveles de TNF-α en 

suero y tejido adiposo, entre otros modelos celulares [36-41,68,75-77]. Sin 

embargo, la Figura 8 muestra que los niveles de TNF-α encontrados en sueros 

de mujeres provenientes de los 4 grupos de estudio son similares, lo que podría 

significar que las condiciones patológicas presentes en nuestras pacientes no 

se traducen en cambios a nivel sistémico de TNF-α. Este resultado fue incluído 

en el articulo Proinflammatory environment and role of TNF-α in endometrial 

Figura 7. Niveles circulantes de adiponectina en mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas 
y Obesas-SOP mediante ELISA. Muestras de suero provenientes de pacientes fueron utilizados 
para determinar, por ELISA, los niveles circulantes de adiponectina (n=7 para cada grupo; *P 
value<0.05 Obesas-SOP vs los otros grupos). 

Adiponectina sérica 
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function of obese women having polycystic ovarian syndrome (PCOS) en la 

revista International Journal of Obesity [31].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Niveles circulantes de TNF-α en mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, 
Obesas y Obesas-SOP mediante ELISA. En muestras de suero provenientes de 
pacientes se determinó, por ELISA, los niveles circulantes de TNF-α (n=7 para cada 
grupo). 

TNF-α sérica 
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V.1.2 Detección de moléculas involucradas en la vía de señalización de 

adiponectina en tejido endometrial 

Los menores niveles de adiponectina en suero de pacientes Obesas-SOP 

tendrían efectos sobre la acción de insulina a nivel de los tejidos. Sin embargo, 

se desconoce si estos cambios pueden repercutir en el metabolismo de tejidos 

sensibles a la insulina, como es el endometrio. Para ésto, como parte del 

segundo objetivo, se evaluaron los niveles de adiponectina y de moléculas 

relacionadas con su vía de señalización en los endometrios de los 4 grupos de 

estudio, a través de IHQ, WB o qPCR.  

En primer lugar, se evaluó mediante IHQ la localización de adiponectina y 

moléculas relacionadas con su vía de señalización en tejido endometrial 

proveniente de los 4 grupos de estudio (Figura 9). Los resultados muestran la 

localización y niveles proteicos de adiponectina, AdipoR1, AdipoR2 y APPL1 en 

el tejido endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-

SOP. La microfotografía muestra que todas las proteínas analizadas presentan 

marca inmuno-positiva tanto en el compartimento estromal como en el epitelial 

del tejido, indicando la capacidad del endometrio de expresar las moléculas 

involucradas en la vía de señalización. Lo anterior sugiere que esta vía está 

activa en el endometrio de las pacientes pertenecientes a estos grupos de 

estudio. Se pueden observar variaciones en la intensidad de la tinción, los que 
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fueron mejor analizados de forma semi-cuantitativa mediante western blot, 

datos mostrados más adelante. 

Sin embargo, a grandes rasgos se puede observar una disminución de APPL1 y 

AdipoR1 bajo una condición de SOP y Obesidad. Con respecto a los receptores, 

estos se observan principalmente en la periferia de la célula (cara basal al 

lumen glandular), esto principalmente en mujeres sin SOP (Delgadas y Obesas), 

por lo que no se descarta que el SOP tenga un efecto sobre la localización sub-

celular de estas moléculas alterando, en cierto grado, el correcto 

funcionamiento del tejido endometrial (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Detección de moléculas involucradas con la vía de señalización de 
adiponectina. Imágenes de tejido endometrial provenientes de los cuatro grupos de 
estudio, los que fueron utilizados para determinar mediante IHQ: adiponectina, AdipoR1, 
AdipoR2 y APPL1; (n = 7; Inserto: control negativo; Barra = 50 µm). 
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Para un mejor análisis sobre los cambios de estas moléculas en el tejido 

endometrial, se realizó la determinación de los niveles proteicos de 

adiponectina y sus receptores mediante WB. Por la dificultad en obtener 

muestras del grupo de mujeres Delgadas SOP, este análisis se realizó sólo en 

muestras provenientes de los grupos: Delgadas, Obesas y Obesas-SOP. 

En la Figura 10 se muestra los niveles endometriales de adiponectina y de 

manera relevante se puede observar que éstos son menores en endometrios de 

mujeres Obesas-SOP, comparado con los demás grupos (p<0,05). Esto se 

condice con los resultados obtenidos en suero, indicando que los cambios no 

sólo se observan a nivel sistémico, sino que también a nivel local, como es el 

caso del endometrio; sin embargo, los niveles séricos y endometriales de 

adiponectina no mostraron cambios en Obesas versus Delgadas (Figuras 7 y 

10).  
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Luego, se determinaron los niveles proteicos y transcrito de los receptores de 

adiponectina en endometrios de los tres grupos de estudio (Delgadas, Obesas y 

Obesas-SOP). En la Figura 11 se observa que existe un aumento de AdipoR1 

en endometrios de mujeres Obesas con respecto al grupo de Delgadas 

(p<0,05), mientras que los niveles en Obesas-SOP no varían en comparación 

con Delgadas. Con respecto a AdipoR2, no se observaron cambios en los 

niveles de proteínas en ningún grupo estudiado con respecto al control (grupo 

Delgadas), lo que está de acuerdo con trabajos de otros autores, con respecto a 

la expresión de ambos receptores en endometrios en fase proliferativa del ciclo 

[51] (Figura 11).  

Figura 10. Niveles proteicos de Adiponectina en tejido endometrial de mujeres 
Delgadas, Obesas y Obesas-SOP. Muestras de proteínas totales extraídas de tejido 
endometrial provenientes de los tres grupos de estudio fueron utilizadas para determinar 
los niveles proteicos de adiponectina (banda de 56 KDa), mediante western blot. Los datos 
fueron normalizados utilizando los niveles proteicos de β-actina en cada muestra (n = 5; *P 
value<0,05 Delgadas vs Obesas-SOP). 

                  Adiponectina                                                         
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Por otro lado, diversos estudios indican que condiciones patológicas 

relacionadas con el metabolismo alteran, no solo la secreción y niveles 

proteicos de adipoquinas relacionadas con la insulina, sino que también se 

observan cambios en los niveles de transcrito de estas moléculas [75,77,82]. 

Por ello, se determinaron los niveles de mRNA de ambos receptores de 

adiponectina mediante qPCR. En la Figura 12 se observan los niveles de mRNA 

de AdipoR1 y AdipoR2, los cuales no muestran cambios estadísticamente 

significativos entre los grupos estudiados. Sin embargo, la tendencia de los 

niveles de AdipoR1 se relaciona con los niveles proteicos observados en la 

Figura 11. 
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Figura 11. Niveles proteicos de receptores de adiponectina (AdipoR1 y 
AdipoR2) en tejido endometrial de mujeres Delgadas, Obesas y Obesas-SOP. 
Muestras de proteínas totales extraídas de tejido endometrial fueron utilizadas para el 
análisis de los niveles proteicos AdipoR1 y AdipoR2, cada uno identificado por una 
banda de 42 KDa, mediante western blot. Los datos fueron normalizados utilizando 
los niveles proteicos de β-actina en cada muestra (n = 5; *P value<0,05 Delgadas vs 
Obesas-SOP). 

                  AdipoR1                                                         

 AdipoR2 
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Con el objetivo de evaluar si la vía de señalización de adiponectina está 

alterada bajo una condición SOP y/u obesidad, se determinaron los niveles de 

APPL1, molécula adaptadora que transduce la señal río abajo del receptor de 

adiponectina. Una disminución en los niveles de APPL1 se ha relacionado con 

una disminución en la vía de señalización de adiponectina [47]. El análisis de 

los niveles proteicos y del mRNA de APPL1 se llevó a cabo mediante WB y 

qPCR, respectivamente. En la Figura 13 se muestran los niveles proteicos de 

APPL1, los cuales disminuyen en endometrios del grupo Obesas y Obesas-

SOP, con respecto al grupo Delgadas (p<0,01). Este resultado se condice con 

lo obtenido por IHQ (Figura 9), en donde se observa una notable disminución de 

APPL1 en Obesas y Obesas-SOP, con respecto al grupo control (Delgadas). En 

Figura 12. Niveles de mRNA de receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2) en 
tejido endometrial de mujeres Delgadas, Obesas y Obesas-SOP.  Muestras de RNA total 
extraídas de tejido endometrial proveniente de pacientes fueron utilizadas para determinar 
los niveles de RNA mensajero de AdipoR1 y AdipoR2, mediante qPCR. Los datos fueron 
normalizados usando los niveles de mRNA de GAPDH en cada muestra (n = 5). 

                    AdipoR1                                             AdipoR2 
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relación a los niveles de mRNA de APPL1, los resultados no mostraron cambios 

estadísticamente significativos, indicando que los cambios en la expresión de 

APPL1 son a nivel post transcripcional (Figura 14).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Niveles proteicos de APPL1 en tejido endometrial de mujeres Delgadas, 
Obesas y Obesas-SOP. Muestras de proteínas totales extraídas de tejido endometrial fueron 
utilizadas para el análisis de los niveles de proteína de APPL1 (82 KDa), mediante western 
blot. Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos de β-actina en cada 
muestra (n = 5; **P value<0,01 Delgadas vs los otros grupos). 
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Los resultados mostrados en las Figuras 9, 10, 11, 12, 13 y 14 han sido 

publicados en el artículo Endometria from obese PCOS women with 

hyerinsulinemia exhibit altered adiponectin signaling, publicado en la revista 

Hormone and Metabolic Research, 2015 [29].  

Adicionalmente y aunque no estaba propuesto en el proyecto original, 

moléculas de la vía de señalización de adiponectina fueron determinadas 

(Anexos, Figura A1); estos protocolos fueron parte del proyecto de tesis de 

pregrado para obtener el título de Bioquímico de Isis Astorga en los cuales tuve 

directa participación. Los resultados muestran los niveles proteicos de 

moléculas relacionadas con la señalización de adiponectina a través de la 

molécula adaptadora, APPL1 y la formación de un complejo proteico compuesto 

por TAK1, MEK3 y p38-MAPK, asociado a una mayor translocación de GLUT-4 

Figura 14. Niveles de mRNA de APPL1 en tejido endometrial de mujeres Delgadas, 
Obesas y Obesas-SOP. Muestras de RNA total extraídas de tejido endometrial fueron 
utilizadas para determinar los niveles de RNA mensajero de APPL1, los que fueron obtenidos 
mediante qPCR. Los datos fueron normalizados usando el nivel de mRNA de GAPDH en 
cada muestra (n = 5). 
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a la membrana celular y un aumento de la sensibilidad a la insulina por parte de 

la célula blanco [98]. Lo observado sugiere que diversas moléculas 

relacionadas con las acciones insulino-sensibilzantes de adiponectina estarían 

afectadas en estos endometrios (Anexos, Figura A1). 

V.1.3 Detección de moléculas involucradas en la vía de señalización de 

TNF-α en tejido endometrial 

Como se ha mencionado, la obesidad puede generar un estado pro-inflamatorio 

leve pero crónico, caracterizado por una alteración en el patrón de expresión de 

adipoquinas, moléculas secretadas por los adipocitos.  Además, cambios en la 

expresión de adipoquinas, como adiponectina, TNF-α, IL-6, entre otras, no solo 

se observan en tejido adiposo, sino que en otros tejidos de importancia 

metabólica, como es el músculo esquelético o hígado [62,62,80,85]. Como ya 

fue descrito, en este trabajo se encontró que los niveles séricos de TNF-α no 

mostraron cambios entre ninguno de los grupos estudiados; no obstante, ésto 

no descarta la participación de la citoquina en las alteraciones metabólicas 

observadas en endometrios de mujeres con SOP. Considerando estos 

antecedentes, se determinó si los niveles de expresión de TNF-α y de 

moléculas relacionadas con su vía de señalización, varían en endometrios 

provenientes de los cuatro grupos de estudio: Delgadas, Delgadas-SOP, 

Obesas y Obesas-SOP, mediante IHQ, como parte del objetivo específico 1.2.  
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En la Figura 15 se muestra la localización y los niveles proteicos de TNF-α. De 

forma interesante, en el análisis semi-cuantitativo se puede observar un 

aumento significativo de los niveles de TNF-α en endometrios provenientes del 

grupo Obesas-SOP (p<0,001), indicando un posible efecto sobre el estado pro-

inflamatorio del tejido cuando ambas condiciones están presentes: 

hiperinsulinemia e hiperandrogenemia. 
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Figura 15. Localización y niveles proteicos de TNF-α en tejido endometrial de mujeres 
Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. A) Microfotografías de endometrios de los 
cuatro grupos de mujeres, los que fueron utilizados para determinar la localización y los niveles 
de TNF-α mediante IHQ. E: epitelio; S: estroma. B) Análisis semi-cuantitativo de la tinción 
inmuno-positiva usando la herramienta IOD. Los valores se presentan como unidades arbitrarias 
(UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo; (n=7); ***P value<0,001 Obesas-SOP vs los 
demás grupos; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm).  
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Con el interés de evaluar la vía de señalización de TNF-α en tejido endometrial, 

se determinó la localización y los niveles de proteínas de los receptores tipo 1 y 

tipo 2 de TNF-α (TNFR1 y TNFR2, respectivamente).  

En la Figura 16 se muestra la localización y los niveles de proteína de TNFR1, 

mediante IHQ. TNFR1 se encuentra localizado tanto en epitelio como en 

estroma endometrial; sin embargo, el análisis semi-cuantitativo mostró una 

disminución en los niveles proteicos en endometrios de mujeres Delgadas 

respecto a los demás grupos (UA IOD, p<0,001), indicando que tanto la 

obesidad como el SOP inducen un aumento del receptor en el tejido 

endometrial (Figura 16). Es importante considerar que este aumento en los 

niveles de TNFR1 se hace más evidente en presencia del SOP, dado que en 

ambos grupos con SOP los niveles son mayores que en los grupos de 

Delgadas u Obesas que no presentan el síndrome (Delgadas-SOP vs Delgadas 

p<0,001; Obesas-SOP vs Obesas p<0,05). Esto sugiere que no sólo la 

obesidad, sino que también el hiperandrogenismo pueden alterar el ambiente 

pro-inflamatorio en el endometrio. De hecho, los niveles de TNFR1 son mayores 

en endometrios de mujeres Delgadas-SOP en comparación con Obesas-SOP 

(p<0,01), corroborando el efecto del SOP sobre la expresión de esta molécula 

(Figura 16). 
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Figura 16. Localización y niveles proteicos del receptor 1 de TNF-α (TNFR1) en tejido 
endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. A) Imágenes 
de tejido endometrial de los cuatro grupos de mujeres, los que fueron utilizados para 
determinar los niveles y localización de TNFR1 mediante IHQ. E: epitelio; S: estroma. B) 
Análisis semi-cuantitativa de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta IOD. Los 
valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de 
cada grupo; (n=7; ***P value<0,001; **P value<0,01; *P value<0,05; Inserto: control negativo; 
Barra= 50 µm). 
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Al igual que con TNFR1, el receptor 2 de TNF-α (TNFR2) presenta menores 

niveles en el grupo Delgadas comparado con los otros grupos (p<0,001; Figura 

17). Sin embargo, el análisis del tejido total muestra un notorio aumento de 

TNFR2 en el grupo de Obesas-SOP, con respecto a Obesas (p<0,001) y 

Delgadas-SOP (p<0,01), indicando que ambas condiciones, SOP y obesidad, 

pueden exacerbar cambios en la expresión de esta molécula en el endometrio. 

Estos resultados (Figura 15, 16 y 17) fueron incorporados en el artículo 

Proinflammatory environment and role of TNF-α in endometrial function of 

obese women having polycystic ovarian syndrome (PCOS), actualmente en 

prensa en la revista International Journal of Obesity [31]. 
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Figura 17. Localización y niveles proteicos del receptor 1 de TNF-α (TNFR1) en tejido 
endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. A) Imágenes 
de  de tejido endometrial de los cuatro grupos de mujeres, los que fueron utilizados para 
determinar los niveles y localización de TNFR2 mediante IHQ. E: epitelio; S: estroma. B) 
Análisis semi-cuantitativa de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta IOD. Los 
valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de 
cada grupo; (n=7; ***P value<0,001; **P value<0,01; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm). 



 80 

V.1.4 Determinación de moléculas relacionadas con la activación de NFκB 

como integrante de la vía canónica de TNF-α 

Para evaluar si moléculas que pertenecen a la vía de señalización clásica de 

TNF-α varían su expresión en endometrios provenientes de los distintos grupos 

de estudio, como parte del objetivo específico 1.3 se evaluó, mediante IHQ la 

localización y niveles proteicos del factor de transcripción NFκB y moléculas 

relacionadas con su activación (IKKs, IκBα).  

En primer lugar, se determinó la localización y contenido nuclear de NFκB en 

tejido endometrial de los cuatro grupos de estudio (Figura 18), resultado 

publicado recientemente en la revista International Journal of Obesity [31]. Los 

resultados muestran un aumento significativo de p65 nuclear en células de 

tejido endometrial provenientes de mujeres Obesas-SOP con respecto a los 

otros grupos (p<0,001). Esto se asocia fuertemente con los altos niveles de 

TNF-α encontrados en endometrios de mujeres Obesas-SOP (Figura 15). 

Paralelamente, se evaluó la presencia de p65 en endometrios de mujeres 

Delgadas y Obesas por Inmunofluorescencia (Anexos, Figura A2). La técnica no 

mostró cambio en la localización y niveles de la marca fluorescente entre 

ambos grupos, probablemente debido a problemas de protocolo. 

Con el objetivo de determinar la activación de NFκB en estos endometrios, se 

evaluó los niveles de la quinasa IKK mediante IHQ (Figura 19). IKK es una 

quinasa que presenta tres subunidades (α, β y γ) que en su conjunto forman el 
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complejo denominado NEMO, el cual fosforila y promueve la degradación del 

inhibidor de NFκB, IκB [83]. En la Figura 19 se observan los niveles de IKK 

fosforilado en residuos de serinas (S180/181), los cuales son mayores en 

endometrios de mujeres Obesas-SOP con respecto a los demás grupos 

(p<0,01). No fue posible detectar los niveles de IκB en el tejido endometrial. Sin 

embargo, los resultados obtenidos hasta ahora  en endometrios de mujeres 

Obesas-SOP nos indican que existe una mayor actividad de la vía de 

señalización de TNF-α, reflejado no solo por los altos niveles de ligando, sino 

que también por los niveles de TNFR2 observados y una mayor activación y 

presencia nuclear de NFκB en estos tejidos. Esto daría cuenta de un mayor 

ambiente pro-inflamatorio en estos endometrios, lo que será examinado a 

continuación. 
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Figura 18. Porcentaje de núcleos positivos para la subunidad p65 de NFκB en tejido 
endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. A) Imágenes 
de tejido endometrial de los cuatro grupos de estudio, los que fueron utilizados para 
determinar la presencia de p65 en el núcleo mediante IHQ. Las flechas negras indican tinción 
inmuno-positiva de p65 en un núcleo y las flechas rojas indican núcleos negativos para p65. 
E: epitelio; S: estroma. B) Análisis semi-cuantitativa de la tinción inmuno-positiva usando la 
herramienta IOD. Los valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a 
la media ± EE de cada grupo; (n=5; ***P value<0,001; Inserto: control negativo; Barra= 50 
µm). 
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Figura 19. Niveles de p-IKK S180/181 en tejido endometrial de mujeres Delgadas, 
Obesas y Obesas-SOP. A) Microfotografías de tejido endometrial de tres grupos de estudio, 
los que fueron utilizados para determinar la presencia de IKK fosforilado mediante IHQ. B) 
Análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta IOD. Los 
valores se presentan como la razón de las unidades arbitrarias (UA) para p-IKK con respecto 
a UA de IKK total y corresponden a la media ± EE de cada grupo; (n=5; **P value<0,01; 
Inserto: control negativo; Barra= 50 µm). 
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V.1.5 Evaluación del ambiente pro-inflamatorio en tejido endometrial: 

detección de macrófagos a través de la proteína CD68 

 

Los resultados expuestos hasta ahora sugieren que existiría un mayor ambiente 

pro-inflamatorio en el endometrio de pacientes obesas con SOP. Con el fin de 

aumentar el conocimiento al respecto, se planteó el objetivo de determinar los 

niveles proteicos de CD68 en el endometrio de estas mujeres (objetivo 

específico 1.4). CD68 corresponde a una proteína de membrana altamente 

glicosilada, que se expresa en la superficie de los macrófagos y, por lo tanto, es 

utilizada como marcador de macrófagos en diversos estudios [95]. En la Figura 

20 se observa que los niveles de CD68 son menores en endometrios de 

mujeres Delgadas con respecto a los otros grupos (p<0,05). Sin embargo, los 

endometrios provenientes de mujeres donde co-existen obesidad, 

hiperandrogenismo e hiperinsulinismo (grupo Obesas-SOP), presentan un 

número significativamente mayor de macrófagos en el tejido respecto de los 

otros grupos (p<0,05). Lo anterior es compatible con un mayor ambiente pro-

inflamatorio inducido por la obesidad, el que sería exacerbado en presencia de 

una condición SOP. Este resultado (Figura 20) fue publicado en el artículo 

Proinflammatory environment and role of TNF-α in endometrial function of 

obese women having polycystic ovarian syndrome (PCOS) [31]. Además, se 

quizo visualizar la presencia de CD68 en tejido endometrial usando 

miscroscopía de epifluorescencia. La técnica permitió la detección de CD68 en 
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tejido de mujeres Delgadas y Obesas, siendo mayor la marca fluorescente en 

este último grupo (Anexos, Figura A3), lo que está de acuerdo con lo observado 

por IHQ (Figura 20). 
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Figura 20. Número de macrófagos detectados a través de la proteína CD68 en tejido 
endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. A) Imágenes 
de tejido endometrial, los que fueron utilizados para determinar los niveles de CD68 mediante 
IHQ. Las flechas indican la tinción inmuno-positiva de CD68. E: epitelio; S: estroma. La 
imagen ampliada corresponde a la microfotografía del grupo Obesas-SOP para mostrar la 
marca inmunopositiva cafe (flechas) para CD68. B) Número de macrófagos por área de 
tejido. Los resultados corresponden a la media ± EE de cada grupo; (n=7; a ≠ b ≠ c 
diferencias significativas con un P value<0,05; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm). 
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V.1.6 Determinación de niveles proteicos de TNF-α, TNFR2 y CD68 en 

tejido endometrial en fase secretora del ciclo 

Como ya se ha mencionado, la mayoría de las mujeres con SOP presentan 

endometrios en un estado compatible con la fase proliferativa del ciclo 

menstrual (Figura 1). Sin embargo, a pesar de la oligo o anovulación que 

presentan estas pacientes, fue posible obtener un pequeño grupo de 

endometrios en fase secretora provenientes de mujeres obesas con SOP 

(Obesas-SOP), además de endometrios secretores provenientes de mujeres 

obesas sin el síndrome (Obesas) (Anexos, Tabla 5: Parámetros clínicos y 

metabólicos de pacientes Obesas y Obesas-SOP en fase secretora del ciclo 

menstrual). En estos tejidos se determinó los niveles proteicos por IHQ de TNF-

α, TNFR2 y CD68 (Figura A4 de Anexos). De forma relevante, se puede 

observar que los niveles de TNF-α tienden a disminuir en Obesas-SOP, 

mientras que TNFR2 disminuye significativamente en endometrios de este 

grupo con respecto a Obesas (p<0,05; Figura A4). Por último, se observa que 

los niveles de CD68 no varían en ninguno de los grupos. Esto indicaría una 

alteración del sistema de TNF-α y del ambiente pro-inflamatorio, los cuales son 

necesarios en el proceso de implantación del embrión [62,99]. Estos resultados 

fueron incluídos en el artículo Proinflammatory environment and role of TNF-α in 

endometrial function of obese women having polycystic ovarian syndrome 

(PCOS) [31]. 
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V.1.7 Determinación de IL-6 en suero y endometrios de mujeres Delgadas, 

Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP 

El mayor ambiente pro-inflamatorio y los menores niveles de adiponectina en 

endometrios de mujeres Obesas-SOP puede ser la consecuencia del aumento 

de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, entre otras [38,40,41,63,74,75]. En 

este mismo sentido, diversos estudios relacionan el aumento de la citoquina 

pro-inflamatoria Interleuquina-6 (IL-6) con la obesidad y la condición de insulino-

resistencia. Como ya se ha mencionado, mayores niveles séricos de IL-6 se 

asocian a menores niveles de adiponectina, tanto en sangre como en modelos 

in vitro de adipocitos humanos [42,76,79,81,82]. Por ello, de manera adicional, 

incorporamos mediciones para determinar los niveles séricos de IL-6 en 

mujeres provenientes de los cuatro grupos de estudios (Figura 21). Los 

resultados muestran un aumento importante en ambos grupos de Obesas con 

respecto a Delgadas (p<0,01 Delgadas vs Obesas; p<0,05 Delgadas vs 

Obesas-SOP). De forma interesante, se observa un leve aumento de IL-6 sérica 

en mujeres Delgadas-SOP con respecto a Delgadas (p<0,05), sugiriendo un 

efecto hiperandrogénico sobre la expresión y/o secreción de esta citoquina 

(Figura 21).  
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Luego, para evaluar la señalización de IL-6 a nivel local, se determinaron los 

niveles proteicos de IL-6 y su receptor (IL-6R) en tejido endometrial de los 

cuatro grupos de estudio (Figura 22). Los resultados muestran un aumento de 

IL-6 en ambos grupos de Obesas (con y sin SOP) y en Delgadas-SOP con 

respecto al grupo control (Delgadas) (p<0,05), lo que sugiere que tanto la 

obesidad como el SOP pueden alterar el contenido proteico de IL-6 en el tejido 

endometrial, así como lo observado con los niveles séricos de la citoquina 

(Figura 21). Sin embargo, el análisis del IOD no mostró cambios con respecto a 

Figura 21. Niveles circulantes de IL-6 en mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y 
Obesas-SOP mediante ELISA. Muestras de suero provenientes de pacientes fueron utilizados 
para determinar, por ELISA, los niveles circulantes de IL-6 (n=7 para cada grupo); *P value<0.05 
Delgadas vs Delgadas SOP y Delgadas-SOP vs Obesas-SOP; **P value<0.01 Delgadas vs 
Obesas). 
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los niveles proteicos y localización de IL-6R endometrial en los cuatro grupos de 

estudio (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Localización y niveles proteicos de IL-6 y su receptor (IL-6R) en tejido 
endometrial de mujeres Delgadas, Delgadas-SOP, Obesas y Obesas-SOP. Cortes de tejido 
endometrial provenientes de los cuatro grupos de estudio fueron utilizados para determinar la 
localización y niveles proteicos de IL-6 (A) e IL-6R (B), mediante IHQ. Los resultados 
corresponden a los valores de IOD en unidades arbitrarias (UA) y se presentan como la media ± 
EEM (error estándar de la media) para cada grupo; n=5 por grupo; *P value<0.05 Delgadas vs los 
otros grupos en IL-6 (A); Inserto: control negativo; Barra = 50 µm. 
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V.2 ENSAYOS IN VITRO 

El presente trabajo involucra estudios in vitro en su segundo Objetivo General, 

para lo cual se utilizó cultivos de células estromales endometriales humanas, en 

su mayoría correspondiente a la línea celular T-HESC [92]. Además, algunos 

ensayos fueron realizados usando la línea celular St-T1b, que al igual que las T-

HESC, corresponden a células estromales endometriales humanas [93]. Es 

relevante considerar que la respuesta de la línea celular St-T1b a los distintos 

estímulos usados en este trabajos y en trabajos previos de nuestro laboratorio, 

es similar a la observada en T-HESC (parte de los resultados se muestran en 

Anexos, Figura A5). 

Las células en cultivo fueron tratadas con insulina y testosterona para simular 

de forma parcial, el ambiente hiperinsulínico e hiperandrogénico presente en el 

grupo de Obesas-SOP. Además, con el fin de emular la condición pro-

inflamatoria observada en endometrios de mujeres Obesas-SOP, se evaluó el 

efecto de TNF-α sobre la expresión de moléculas involucradas en su propia vía 

de señalización. También, se determinó los niveles de moléculas asociadas a la 

vía de adiponectina e insulina bajo condiciones hiperandrogénicas e 

hiperinsulínicas. En trabajos previos del laboratorio [27,30] se han determinado 

las concentraciones supra-fisiológicas y el tiempo de estímulo de testosterona e 

insulina que otorgan las condiciones hiperandrogénicas e hiperinsulínicas al 
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ambiente in vitro, los cuales indican que con 100 nM de cada hormona en 

tiempos de 24 y/o 48 h las células muestran respuesta a nivel molecular. 

V.2.1 Determinación de los niveles proteicos de moléculas relacionadas 

con la vía de adiponectina 

Con el fin de caracterizar el modelo in vitro bajo condiciones hiperandrogénicas 

e hiperinsulínicas sobre la expresión de moléculas asociadas a la vía de 

señalización de adiponectina, se propuso como objetivo determinar los niveles 

proteicos de: adiponectina, AdipoR1, AdipoR2 y APPL1 en cultivos de T-HESC 

tratados con insulina y testosterona, mediante Inmunocitoquímica (ICQ). Los 

resultados de la Figura 23 muestran que los niveles proteicos de adiponectina, 

AdipoR1 y APPL1 se encuentran disminuidos cuando las células están bajo 

condiciones hiperandrogénicas e hiperinsulínicas (T + I) con respecto a los 

tratamientos con las hormonas por separado o al basal (p<0,05). Además, a 

pesar de no presentar diferencias estadísticamente significativas, AdipoR2 

mantiene la misma tendencia en sus niveles de expresión. Estos resultados se 

condicen con lo obtenido en endometrios de mujeres Obesas-SOP, únicas que 

presentan hiperandrogenemia e hiperinsulinemia, donde menores niveles de 

adiponectina fueron observados (Figura 10). Estos resultados (Figura 23) fueron 

publicados en el artículo Endometria from obese PCOS women with 
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hyerinsulinemia exhibit altered adiponectin signaling, publicado en la revista 

Hormone and Metabolic Research, 2015 [29].  

 

 

 

 

 

Figura 23. Detección de moléculas asociadas a la vía de señalización de adiponectina  en 
cultivos de células estromales endometriales humanas (T-HESC). A) Microfotografías de células 
T-HESC tratadas con: I, insulina (100 nM); T, testosterona (100 nM); tratamiento combinado (I + T); B, 
Basal (medio sin suero) por 24 h para detectar los niveles proteicos de adiponectina, AdipoR1, 
AdipoR2 y APPL1, mediante ICQ. B) Análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-positiva usando 
la herramienta IOD. Los valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la 
media ± EE de cada grupo; (n=3, en duplicado; *P value<0,05; Inserto: control negativo; Barra= 50 
µm). 
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V.2.2 Efecto de TNF-α sobre la expresión de moléculas relacionadas con la 

vía de Adiponectina  

 

Tal como se expuso en la Figura 16, los ensayos ex vivo mostraron altos 

niveles de TNF-α en endometrios de mujeres Obesas-SOP con respecto a los 

demás grupos. Con el fin de evaluar el efecto de TNF-α sobre la expresión de 

moléculas relacionadas con la vía de adiponectina y como parte del segundo 

objetivo de los ensayos in vitro, se utilizaron cultivos de T-HESC tratados con 

insulina, testosterona y/o TNF-α, emulando parcialmente las condiciones 

presentes en el SOP y en la obesidad.  

En primer lugar, se realizó un ensayo para determinar la dosis y tiempo 

adecuado de tratamiento con TNF-α en cultivos de T-HESC. Para ésto, se 

realizó ensayos de viabilidad, en los cuales cultivos de T-HESC se trataron con 

distintas dosis de TNF-α. Dado que altas concentraciones y tiempos 

prolongados de tratamiento con TNF-α podrían ser tóxicos para las células [61], 

los ensayos se realizaron con 10, 50 y 100 ng/mL de la citoquina por 24 y 48 h. 

Además, se determinó la viabilidad en células tratadas con insulina, insulina / 

testosterona y cultivos co-estimulados con insulina / testosterona / TNF-α. 

Los resultados muestran que la viabilidad celular, expresada como veces el 

control (basal), no es afectada con los tratamientos (Figura 24). Por otro lado, 

se observa que a las 48 h de estímulo el porcentaje de células vivas aumenta 
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en presencia de TNF-α y de insulina (p<0,05), indicando que tanto TNF-α como 

insulina en estás concentraciones, actuarían como agentes que promueven la 

proliferación. Una tendencia similar fue observada para los tratamientos a las 24 

h (Figura 24). Además, como control positivo de la técnica, se utilizó el fármaco 

quimioterapéutico Mitoxantrona a una concentración usada para inducir muerte 

celular [94], lo que se demuestra tanto a las 24 como 48 h de tratamiento, con 

una disminución significativa de la viabilidad respecto al basal (p<0,05; Figura 

24).  

Adicionalmente, se realizó una curva dosis-respuesta determinando la 

captación de glucosa por las células endometriales de la línea T-HESC tratadas 

con 10, 50 y 100 ng/mL de TNF-α por 24 y 48 h. Los resultados se exponen 

más adelante en la Figura 39.  
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Por lo tanto, considerando que ninguna de las concentraciones usadas afectan 

la viabilidad de las células bajo las condiciones in vitro antes señaladas (dosis: 

100 ng/mL de TNF-α;  tiempo: 24/48 h), se determinó mediante WB, los niveles 

proteicos de algunas moléculas que participan en la vía de adiponectina: 

adiponectina, AdipoR1, AdipoR2, APPL1 y AMPK fosforilado (p-AMPK T172). 

Los resultados obtenidos son concordantes con lo observado por ICQ en la 

Figura 23. Se puede observar que a las 24 h de estímulo el contenido proteico 

de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2 son menores cuando las células son co-

Figura 24.  Ensayo de viabilidad. Los gráficos muestran las veces de cambio en la 
viabilidad de células estromales endometriales humanas de la línea T-HESC tratadas con 
distintos estímulos con respecto a una condición basal (medio sin suero). Los estímulos 
fueron: 0, 10, 50 y 100 ng/mL de TNF-α; Insulina (100 nM); Insulina (Ins) + Testosterona 
(Testo) (100 nM), un tratamiento combinado usando los tres estímulos (Ins + Testo + 100 
ng/mL de TNF-α) y con Mitoxantrona como control positivo, por 24 y 48 h. Los datos se 
obtuvieron midiendo la absorbancia a 570 y 605 nm, razón que refleja la proporción de 
células vivas y muertas, respectivamente. Los resultados son presentados como veces de 
cambio con respecto al basal (control) y corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, 
en cuadruplicado; *P value<0,05 vs el basal; #P value<0,05 vs el basal). 
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tratadas con insulina y testosterona (p<0,05; Figuras 25, 26 y 27, 

respectivamente). Con respecto al efecto de TNF-α sobre la expresión de estas 

moléculas, se observa una disminución significativa de los niveles de 

adiponectina y sus receptores a las 24 h de tratamiento con la citoquina 

(p<0,05; Figura 25). De manera interesante, el co-estímulo de insulina, 

testosterona y TNF-α muestra una dismimución significativa de AdipoR1 

(p<0,01; basal vs I + T + TNF-α; Figura 26). De lo anterior se deduce que en 

presencia de los tres estímulos, los efectos sobre la vía de adiponectina podrían 

exacerbarse.   

Por otro lado, el efecto de TNF-α sobre los niveles proteicos de AdipoR1 y 

AdipoR2 se mantiene a las 48 h de estímulo con TNF-α (p<0,05; Figura 26 y 

27); no así con adiponectina, en que no se observan cambios en sus niveles a 

las 48 h con ninguno de los tratamientos (Figura 25). Estos resultados 

indicarían que la presencia de TNF-α afecta negativamente la señalización de 

adiponectina a nivel del ligando y de ambos receptores y que estos cambios 

son más evidentes a las 24 horas de tratamiento.  
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Figura 25.  Niveles proteicos de Adiponectina en cultivos de T-HESC. Los gráficos 
muestran los niveles de proteína de adiponectina (banda de 56 KDa) en células estromales 
endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) o 
estimulos combinados por 24 y 48 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando 
los niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra. Los resultados son presentados 
como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo con respecto 
al basal (n = 3, en duplicado; *P value<0,05; **P value<0,01). 
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Figura 26.  Niveles proteicos de AdipoR1 en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran 
los niveles de proteína del receptor 1 de adiponectina, AdipoR1 (banda de 42 KDa) en células 
estromales endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), 
Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 y 48 h, mediante WB. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra. Los 
resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE 
de cada grupo con respecto al basal (n = 3, en duplicado; *P value<0,05; **P value<0,01). 
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Figura 27.  Niveles proteicos de AdipoR2 en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran 
los niveles de proteína del receptor 2 de adiponectina, AdipoR2 (banda de 42 KDa) en células 
estromales endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), 
Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 y 48 h, mediante WB. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra. Los 
resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE 
de cada grupo con respecto al basal (n = 3, en duplicado; *P value<0,05; **P value<0,01). 

 

 

 

 

 

Considerando que los cambios en respuesta de las células se evidenciaron de 

manera relevante a las 24 h de estímulo, los siguientes experimentos fueron 

realizados en este tiempo de incubación. 

Con respecto a los niveles proteicos de la proteína adaptadora APPL1, los 

resultados muestran una disminución cuando las células fueron estimuladas 

con TNF-α o con insulina más testosterona; así mismo, una disminución similar 

se observa con el co-tratamiento de insulina / testosterona / TNF-α (Figura 28). 

Sin embargo, es posible observar que sin existir una diferencia 

estadísticamente significativa, en presencia de TNF-α los niveles de APPL1 son 
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Figura 28. Niveles proteicos de APPL1 en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran 
los niveles de proteína de APPL1 (banda de 82 KDa) en células estromales 
endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) 
o estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados 
utilizando los niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra. Los resultados son 
presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada 
grupo (n = 5, en duplicado; *P value<0,05). 

alrededor de 40% menores con respecto al tratamiento de insulina más 

testosterona (Figura 28). 
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Además de APPL1, en la señalización de adiponectina se encuentra AMPK, 

quinasa que entre otras funciones relaciona la vía de adiponectina con la vía de 

insulina. En efecto, AMPK además de ser un factor clave en la regulación de la 

homeostasis energética en las células, también es importante en la vía de 

señalización de adiponectina que conlleva un aumento en la sensibilidad a la 

insulina [50,98]. 

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que endometrios de 

mujeres hiperinsulínicas con SOP presentan menores niveles de AMPK activo 

(p-AMPK T172) [28]. Por lo tanto, en esta tesis se determinó el efecto de TNF-α 

sobre los niveles proteicos de p-AMPK T172 en células estromales bajo 

condiciones hiperandrogénicas e hiperinsulínicas. Los resultados se observan 

en la Figura 29, y muestran que solo el co-tratamiento de insulina / testosterona 

/ TNF-α disminuyó significativamente los niveles de p-AMPK T172, con respecto 

al estado basal o comparado con el tratamiento con TNF-α solo (p<0.05). Por lo 

tanto, la presencia de estas condiciones que son semejantes a las observadas 

in vivo, podrían explicar en parte la alteración en la vía de adiponectina, la que a 

su vez afectaría negativamente la acción de insulina en las células 

endometriales.  
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Figura 29. Niveles proteicos de p-AMPK (T172) en cultivos de T-HESC. Los gráficos 
muestran los niveles de proteína de AMPK fosforilado en T172 (banda de 62 KDa) en células 
estromales endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), 
Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles proteicos de AMPK total (62 KDa) en cada muestra. Los 
resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE 
de cada grupo (n = 4, en duplicado; *P value<0,05). 
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V.2.3 Efecto de TNF-α sobre la expresión de moléculas relacionadas con  

su vía de señalización canónica 

Diversos estudios han demostrado que los efectos de TNF-α pueden verse 

exacerbados debido a que la citoquina es capaz de inducir su propia expresión 

y la de sus receptores en la célula blanco [61,65,68,83]. Considerando que 

homogenizados de proteína total provenientes de endometrios de mujeres 

Obesas-SOP mostraron un aumento significativo de los niveles de TNF-α con 

respecto a los demás grupos, se evaluó el efecto de la citoquina sobre la 

expresión de ambos receptores (TNFR1 y TNFR2); además, se determinó 

mediante WB el contenido proteico del principal efector intracelular de la vía de 

señalización de TNF-α: NFκB, y moléculas relacionadas con su activación (IKK 

e IκB) en cultivos T-HESC tratados con los distintos estímulos. Dado que los 

resultados obtenidos a las 48 h no mostraron cambios relevantes para 

moléculas de la vía de TNF-α, a continuación se muestra lo obtenido con 24 h 

de tratamiento con la citoquina.  

En la Figura 30 se observan los niveles proteicos de TNFR1 a las 24 h de 

estímulo, los cuales aumentan en presencia de TNF-α, ya sea por sí solo o con 

la co-estimulación de insulina / testosterona / TNF-α (p<0,05). Este mismo 

comportamiento es observado cuando analizamos los niveles de proteína de 

TNFR2 (p<0,05; Figura 31).  
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Figura 30. Niveles proteicos de TNFR1 en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran los 
niveles de proteína del receptor 1 de TNF-α (banda de 55 KDa) en células estromales 
endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) o 
estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los 
niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra. Los resultados son presentados 
como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, en 
duplicado; *P value<0,05). 
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Figura 31. Niveles proteicos de TNFR2 en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran los 
niveles de proteína del receptor 2 de TNF-α (banda de 75 KDa) en células estromales 
endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) o 
estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los 
niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada muestra y se analizan como veces de cambio 
con respecto al basal. Los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y 
corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, en duplicado; *P value<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luego, se determinaron los niveles proteicos de la subunidad p65 de NFκB, 

principal subunidad activa del complejo p65/p55 de NFκB que se transporta al 

núcleo donde regula la expresión de numerosos genes, como ya fue 

mencionado [83]. La Figura 32 muestra que la presencia de TNFα (sólo o 

sumado a insulina y testosterona) aumenta los niveles proteícos de p65 
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Figura 32. Niveles proteicos de NFκB (subunidad p65) en cultivos de T-HESC. Los 
gráficos muestran los niveles de proteína de la subunidad p65 de NFκB (banda de 65 
KDa) en células estromales endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, 
Insulina (I), Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos 
fueron normalizados utilizando los niveles proteicos de β-actina (42 KDa) en cada 
muestra y se analizan como veces de cambio con respecto al basal. Los resultados son 
presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada 
grupo (n = 3, en duplicado; *P value<0,05).  

comparado con la condición basal o con insulina más testosterona (p<0,05), 

similar a lo observado para ambos receptores (Figura 30 y 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, se determinó el efecto de TNF-α sobre moléculas relacionadas 

con la activación de NFκB en el citoplasma: IKK e IκB. Los resultados obtenidos 

se presentan en la Figura 33, y muestran que no existen cambios 

estadísticamente significativos con respecto a los niveles de IKK activo (p-IKK 

S180/181) al tratar las células con los diferentes estímulos por 24 h. Con 
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Figura 33. Niveles proteicos de p-IKK S180/181 en cultivos de T-HESC. Los gráficos 
muestran los niveles de proteína de IKK fosforilada en S180/181 (banda de 85 KDa) en 
células estromales endometriales humanas tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), 
Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 h, mediante WB. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles proteicos de IKK total (85 KDa) en cada muestra y se 
analizan como veces de cambio con respecto al basal. Los resultados son presentados como 
unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, en 
duplicado). 

respecto a IκB, la técnica utilizada no permitió discriminar entre fracción 

fosforilada y proteína total de IκB; sin embargo, los resultdos (Figura 34) 

muestran que en células estimuladas por 24 h con TNF-α, los niveles de IκB 

total disminuyen con respecto al basal (p<0,05). De forma excepcional, el 

tratamiento por 48 h mostró resultados relevantes (Figura 34), en los cuales se 

observa que en presencia de TNF-α, solo o junto con insulina y testosterona, 

los niveles de IκB total disminuyen versus el basal o versus insulina / 

testosteona (p<0,05).  
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Figura 34. Niveles proteicos de IκB en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran los 
niveles de proteína de IκB (banda de 85 KDa) en células estromales endometriales humanas 
tratadas con: 100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) o estimulos combinados por 
24 y 48 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos de β-
actina (42 KDa) en cada muestra y se analizan como veces de cambio con respecto al basal. 
Los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± 
EE de cada grupo (n = 3, en duplicado; *P value<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De esta forma, los resultados obtenidos están de acuerdo con lo que se ha 

reportado del efecto positivo que presenta TNF-α sobre su propia vía de 

señalización, lo cual se repite en células endometriales bajo condiciones 

hiperandrogénicas / hiperinsulínicas, donde la citoquina induce su vía canónica 

de señalización, participando TNFR1, TNFR2 y NFκB activo.  
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V.2.4 Efecto de TNF-α sobre la localización subcelular de NFκB en células 

estromales endometriales humanas 

Para determinar si TNF-α induce la activación y posterior translocación de NFκB 

al núcleo, se planteó determinar el efecto de la citoquina sobre el contenido 

nuclear de la subunidad p65 de NFκB en cultivos de T-HESC. En la Figura 35 

se observa que con TNF-α, solo o en conjunto con insulina / testosterona, el 

porcentaje de núcleos positivos aumentan significativamente con respecto a la 

condición basal o al tratamiento de insulina más testosterona (p<0,001). De 

esta forma, es muy probable que TNF-α a través de la activación de su vía de 

señalización, ejerza efectos negativos sobre la acción de la insulina en éstas 

células, ya sea de forma indirecta, disminuyendo la expresión de moléculas 

insulino-sensibilizantes como adiponectina y moléculas propias de su vía de 

señalización, y/o de forma directa afectando la expresión de GLUT-4, principal 

transportador de glucosa en células sensibles a insulina. Además, se evaluó 

mediante IF la presencia de p65 nuclear en células T-HESC tratadas con 

Insulina, Testosterona o TNF-α, resultados que se muestran en Anexos (Figura 

A2), en los cuales se observa una mayor inmunofluorescencia cuando las 

células son estimuladas ya sea con insulina / testosterona o insulina 

/testosterona / TNF-α versus la condición basal (Figura A2). 
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Figura 35. Localización sub-celular de la subunidad p65 de NFκB en células estromales 
endometriales humanas (T-HESC). A) Microfotografías de células T-HESC tratadas con: 
100 ng/mL de TNF-α, Insulina (I), Testosterona (T) o estimulos combinados por 24 h para la 
detección de p65 nuclear, mediante ICQ. Las flechas indican núcleos positivos para p65. B) 
Análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta IOD. Los 
valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de 
cada grupo (n=3, en duplicado; ***P value<0,001; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm). C) 
Microfotografías ampliadas que muestran la localización nuclear de p65 en células bajo una 
condición basal o tratadas con TNF-α (Amplificación: 1000X; Barra= 50 µm).  
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V.2.5  Efecto de Pirrolidina Ditiocarbamato (PDTC, inhibidor de NFκB) 

sobre los niveles proteicos de adiponectina en células T-HESC tratadas 

con TNF-α, insulina y/o testosterona  

Con el fin de evaluar la participación de NFκB sobre los niveles de adiponectina 

observados en este trabajo se utilizó una herramienta farmacológica para inhibir 

la activación de NFκB a través de la adición de Pirrolidina Ditiocarbamato 

(PDTC) a los cultivos celulares. PDTC corresponde a un antioxidante que evita 

la degradación vía proteosoma del inhibidor de NFκB, denominado IκB [96,97]. 

Para este ensayo y debido a que su comportamiento no varía al de los cultivos 

de T-HESC bajo estos estímulos, se utilizó cultivos de la línea celular St-T1b 

tratadas con insulina, testosterona o TNF-α por 24 h.  

En primer lugar se realizó una curva dosis respuesta para determinar la dosis 

de PDTC adecuada (Figura 36). Para ello, cultivos de St-T1b fueron 

previamente tratados con PDTC por 1 h y posteriormente estimulados con TNF-

α por 24 h. Luego, se determinó mediante ICQ los niveles proteicos de 

adiponectina. Los resultados muestran que TNF-α disminuye los niveles de 

adiponectina (p<0,05), mientras que PDCT, con todas las dosis utilizadas, 

produce el restablecimiento de estos niveles alcanzando los niveles del basal 

(Figura 36), lo que sugiere que TNF-α es capáz de disminuír la expresión de 

adiponectina, probablemente a través de la activación y posterior control 

transcripcional de NFκB.  
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Luego, se determinó el efecto de PDTC sobre los niveles de adiponectina en 

cultivos bajo condiciones hiperandrogénicas e hiperinsulínicas (Figura 37). Los 

resultados muestran que, al igual que TNF-α, la presencia de insulina y 

testosterona disminuyen los niveles de adiponectina (p<0,05). De forma 

interesante, el tratamiento con 50 µM de PDTC, revierten estos niveles de 

forma similar a lo observado en la Figura 36 (Figura 37). Esto sugiere que el 

efecto de insulina más testosterona o de TNF-α, por si solo, sobre los niveles de 

adiponectina, son a través de vías independientes, como ya fue mencionado 

(Figura 25). Sin embargo, el estímulo con PDTC es suficiente para revertir los 

niveles de adiponectina en células bajo un ambiente hiperandrogénico e 

hiperinsulínico en presencia de altas concentraciones de TNF-α, todas 

condiciones observadas en endometrios de mujeres Obesas-SOP.  
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Figura 36. Curva dosis-respuesta. Detección y niveles de adiponectina en células 
estromales endometriales humanas (St-T1b) pre-tratadas con PDTC. A) Microfotografías de 
células St-T1b previamente tratadas con PDCT por 1h y luego tratadas con TNF-α por 24 h, 
además de una condición basal, para la detección por ICQ de adiponectina. B) Análisis semi-
cuantitativo de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta IOD en células pre-tratadas con 
PDCT (10, 50 y 100 µM) por 1 h y luego tratadas con 100 ng/mL de TNF-α por 24 h. Los valores 
se presentan como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo. 
n=3, en duplicado; *P value<0,05; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm. 

B 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 



 115 

2

Figura 37. Detección y niveles de adiponectina en células estromales endometriales 
humanas (St-T1b) pre-tratadas con PDTC. A) Microfotografías de células St-T1b previamente 
tratadas con 50 µM de PDCT por 1h y luego tratadas con:  Insulina + Testosterona ( I + T, 100 nM 
c/u) o Insulina + Testosterona + TNF-α, por 24 h (además de una condición basal), para la 
detección por ICQ de adiponectina. B) Análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-positiva 
usando la herramienta IOD. Los valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) y 
corresponden a la media ± EE de cada grupo. n=3, en duplicado; *P value<0,05; Inserto: control 
negativo; Barra= 50 µm. 
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V.2.6 Efecto de TNF-α sobre la captación de glucosa en células estromales 

endometriales humanas 

La captación de glucosa corresponde a una de las etapas finales de la acción 

de adiponectina o insulina en las células. Para determinar si los altos niveles de 

TNF-α encontrados en endometrios de mujeres Obesas-SOP tienen efectos 

sobre la homeostasis energética del tejido, se evaluó la capacidad de captar 

glucosa por parte de células estromales endometriales humanas tratadas con 

TNF-α, insulina y/o testosterona, mediante la detección de la incorporación por 

parte de las células de glucosa tritiada usando un contador de centelleo. Dado 

que uno de los puntos escenciales en el metabolísmo energético relacionado 

con la captación de glucosa es la presencia de GLUT-4 y considerando que los 

niveles de este transportador se encuentran disminuídos en endometrios de 

mujeres hiperinsulínicas con SOP [28], se procedió a determinar el efecto de 

TNF-α sobre la presencia y niveles proteicoas de GLUT-4 en cultivos de células 

estromales endometriales humanas de la línea St-T1b. De forma interesante, 

los resultados muestran que la presencia de TNF-α solo o con insulina más 

testosterona (p<0,01 y p<0,05, respectivamente), los niveles de GLUT-4 

disminuyen en células de la línea St-T1b a las 24 horas de estímulo (Figura 38). 

Este resultado indica que los mayores niveles de TNF-α encontrados en 

endometrios de mujeres Obesas-SOP pueden ser la causa de los menores 
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Figura 38. Detección y niveles de GLUT-4 en células estromales endometriales 
humanas (St-T1b). A) Microfotografías de células St-T1b tratadas con 100 ng/mL de TNF-α 
o Insulina + Testosterona (100 nM c/u) + TNF-α por 24 h (además de una condición basal), 
para la detección por ICQ de GLUT-4. B) Análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-
positiva usando la herramienta IOD. Los valores se presentan como unidades arbitrarias (UA) 
y corresponden a la media ± EE de cada grupo. n=3, en duplicado; *P value<0,05; ** P 
value<0,01; Inserto: control negativo; Barra= 50 µm. 

niveles de GLUT-4 observados en tejido endometrial de mujeres 

hiperinsulínicas (con un alto IMC) y con SOP [28].  
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Para los ensayos de captación de glucosa, en primer lugar se realizó una curva 

tiempo / respuesta en cultivos de células estromales endometriales humanas 

(T-HESC) tratados con distintas dosis de TNF-α, esto para determinar el tiempo 

adecuado de tratamiento considerando que los resultados hasta ahora han sido 

variables con respecto al tiempo de tratamiento con TNF-α. La Figura 39 

muestra que las células disminuyen significativamente su capacidad de captar 

glucosa a las 48 h de tratamiento, observándose una disminución de alrededor 

del 30% con 50 ng/mL y de 50% con 100 ng/mL de TNF-α, respecto a la 

condición basal (TNF-α 100 ng/mL, p<0,05). Estos datos señalan claramente 

que TNF-α afecta la acción de la insulina, no solo en células con una alta tasa 

metabólica, como células adiposas o hepáticas, sino que también en células de 

tejidos de gran importancia reproductiva, como son células estromales de 

endometrio humano. 
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Figura 39. Ensayos de captación de glucosa en células estromales endometriales 
humanas (T-HESC) tratadas con TNF-α. Los gráficos muestran los niveles de glucosa 
tritiada obtenidos de células estromales endometriales humanas previamente tratadas con: 
10, 50 y 100 ng/mL de TNF-α por 24 y 48 h. Los datos fueron normalizados utilizando los 
niveles de proteína total en cada pocillo. Los resultados son presentados como picomoles de 
glucosa internalizada en razón de la cantidad de proteína total (µg) / pocillo. Los valores por 
grupo corresponden a la media ± EE (n = 3, en duplicado; *P value<0,05). 

 

 

 

A continuación se determinó el efecto de testosterona, insulina y el tratamiento 

combinado de testosterona más insulina sobre la captación de glucosa por 

parte de estas células. Los resultados en la Figura 40 muestran los cambios en 

la captación de glucosa al tratar con insulina o testosterona por 48 h, los cuales 

están de acuerdo con resultados obtenidos en ensayos previos de nuestro 

laboratorio, realizados a 24 y 48 h de tratamiento [27,30]. Se ha demostrado 

que estas células responden a esta concentración de insulina y como 

concecuencia se observa un aumento de un 45% aproximadamente en la 

captación de glucosa con respecto al basal (p<0,05); al contrario, el tratamiento 
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con testosterona disminuye la captación de glucosa en casi un 70% (versus el 

basal; p<0,05). Sin embargo, en la misma figura se observa que el tratamiento 

combinado de insulina / testosterona restablece de forma parcial esta 

disminución (50% menos que el basal; p<0,05). Por otro lado, como ya se ha 

descrito, TNF-α también disminuye en un 50% el proceso de captación de 

glucosa por parte de la célula estromal en condiciones in vitro (p<0,05; Figura 

40), al igual que con el tratamiento combinado de insulina / testosterona / TNF-α, 

estos resultados fueron publicados en el artículo Proinflammatory environment 

and role of TNF-α in endometrial function of obese women having polycystic 

ovarian syndrome (PCOS) [31]. Estos datos sugieren que bajo estas 

condiciones, la citoquina por sí sola afecta la acción de insulina en estas células, 

probablemente a través de una vía independiente a la de testosterona, para 

provocar el mismo efecto.  
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Figura 40. Ensayos de captación de glucosa en células estromales endometriales 
humanas (T-HESC). Los gráficos muestran los niveles de glucosa tritiada obtenidos de células 
estromales endometriales humanas previamente tratadas con: Insulina (Ins), Testosterona 
(Testo), 100 ng/mL de TNF-α o tratamientos combinados, por 48 h. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles de proteína total en cada pocillo. Los resultados son 
presentados como picomoles de glucosa internalizada en razón de la cantidad de proteína total 
(µg) / pocillo. Los valores por grupo corresponden a la media ± EE (n = 3, en duplicado; a ≠ b ≠ 
c ≠ d con un *P value<0,05). 
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V.2.7  Efecto de TNF-α sobre la activación de moléculas capaces de 

modular la acción de insulina en células estromales endometriales 

humanas 

Como ya se ha propuesto, TNF-α induciría un efecto negativo sobre la acción 

de insulina en células endometriales, ya sea de forma directa (afectando la 

expresión de GLUT-4 y/o la señalización y expresión de adiponectina y sus 

moléculas relacionadas) o de forma indirecta (activando moléculas que 

interfieran con la actividad de proteínas esenciales en la señalización de 

insulina). Con respecto a este último punto, se ha descrito que TNF-α puede 

activar distintas quinasas, como S6K y JNK, capaces de alterar la activación de 

IRS1. Esta acción la ejercerían a través de una disminución de las 

fosforilaciones activantes en residuos de tirosinas y/o por el aumento de 

fosforilaciones inactivantes de IRS1 en residuos de serinas, afectando la 

señalización de insulina. Todo lo anterior llevaría a una disminución en la 

capacidad de captar glucosa en células sensibles a la insulina [70-72]. 

Por ello, se determinó si los niveles de IRS1 fosforilado en serina o en tirosina 

cambian por efecto de TNF-α. Para ello, se utilizaron cultivos de T-HESC 

tratados con insulina, testosterona y/o 100 ng/mL de TNF-α a las 48 h de 

estímulo, y se midió mediante WB los niveles proteicos de IRS fosforilado en 

residuo de tirosina (p-IRS Y612; fosforilación activante) e IRS1 fosforilado en 

residuo de serina (p-IRS S270; fosforilación inactivante). La Figura 41 muestra 
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Figura 41. Niveles proteicos de p-IRS1 (Y612) y p-IRS1 (S270) en cultivos de T-HESC. Los 
gráficos muestran los niveles de proteína de IRS1 (banda de 165 KDa apróx.) fosforilado en Y612 
(gráfico izquierdo) o en S270 (gráfico derecho), en muestras de proteína total de células 
estromales endometriales humanas tratadas con: Insulina (I), Testosterona (T), 100 ng/mL de TNF-
α o tratamientos combinados por 48 h, mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los 
niveles proteicos IRS1 total (170-185 KDa) en cada muestra. Los resultados son presentados 
como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, en 
duplicado; *P value<0,05). 

los niveles proteicos de ambas formas fosforiladas de IRS1, en la cual se 

observa que no existen cambios de p-IRS1 Y612 con ninguno de los 

tratamientos, mientras que los niveles de p-IRS1 S270 aumentan 

significativamente en presencia de los tres estímulos: insulina / testosterona / 

TNF-α, con respecto al basal (p<0,05). Estos datos son relevantes dado que 

indican una disminución de IRS1 activo, lo que sugiere fallas en la señalización 

de insulina y una consecuente disminución en la captación de glucosa por parte 

de éstas células.   
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En base a este resultado, y para determinar si ambas quinasas están siendo 

afectadas por la acción de la citoquina, se determinó mediante WB el efecto de 

TNF-α sobre el contenido proteico de las fracciones fosforiladas (activas) de 

S6K (p-S6K T389) y de JNK (p-JNK T183/Y185). En primer lugar, se determinó 

los niveles proteicos de p-S6K T389 en cultivos tratados con insulina, 

testosterona y/o 100 ng/mL de TNF-α a las 48 h de estímulo. Los resultados se 

observan en la Figura 42 y muestran que TNF-α aumenta los niveles de p-S6K 

activo (p<0,05), mientras que con el tratamiento de testosterona más insulina, 

estos niveles disminuyen con respecto al basal (p<0,05). De manera relevante, 

el co-tratamiento de testosterona / insulina / TNF-α restablecen parcialmente los 

niveles de S6K fosforilado con respecto a testosterona / insulina, indicando que 

células estromales endometriales humanas en presencia de TNF-α presentarán 

un mayor contenido de S6K activo.   
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Figura 42. Niveles proteicos de p-S6K (T389) en cultivos de T-HESC. Los gráficos 
muestran los niveles de proteína de S6K (banda de 70 KDa) fosforilada en T389 en muestras 
de proteína total de células estromales endometriales humanas tratadas con: Insulina (I), 
Testosterona (T), 100 ng/mL de TNF-α o tratamientos combinados por 48 h, mediante WB. 
Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos S6K total (70 KDa) en cada 
muestra. Los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la 
media ± EE de cada grupo (n = 3, en duplicado; a ≠ b ≠ c con un *P value<0,05). 
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Al evaluar el contenido de JNK, se encontró que TNF-α aumenta los niveles de 

p-JNK activo (p-JNK T183/Y185) con respecto a la condición basal (p<0,05; 

Figura 43). De forma interesante se observa que cuando las células son tratatas 

con los tres estímulos, estos niveles presentan un aumento mayor en 

comparación con los otros tratamientos (p<0,01 vs Basal; p<0,01 vs Ins + 

Testo; p<0,05 vs TNF-α). Esto sugiere fuertemente que los efectos negativos 

relacionados con la activación de S6K y/o JNK sobre la señalización de la 

insulina podrían estar exacerbados cuando las tres condiciones están 

presentes: insulina / testosterona / TNF-α, situación similar a lo encontrado en 

el grupo de mujeres Obesas-SOP. 
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Figura 43. Niveles proteicos de p-JNK (T183/Y185) en cultivos de T-HESC. Los gráficos 
muestran los niveles de proteína de JNK fosforilada en T183 (46 KDa) y Y185 (54 KDa) en 
muestras de proteína total de células estromales endometriales humanas tratadas con: 
Insulina (I), Testosterona (T), 100 ng/mL de TNF-α o tratamientos combinados por 48 h, 
mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos JNK total (54 
KDa) en cada muestra. Los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y 
corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 3, en duplicado; *P value<0,05; **P 
value<0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bajo este mismo contexto, una molécula muy relacionada tanto con la actividad 

de TNF-α como con la señalización de la insulina, es AKT [71]. Por ello, se 

determinó mediante WB, los niveles proteicos de AKT fosforilado (p-AKT S473). 

Los resultados muestran que los diferentes tratamientos realizados a las células 

T-HESC por 48 h aumentan el contenido de p-AKT S473 activo con respecto al 
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basal (p<0,05; Figura 44), sugiriendo la participación de AKT no solo río abajo 

de la señalización de insulina, sino que posiblemente siendo parte del sistema 

TNF-α/p-AKT/p-S6K o p-JNK, afectando la señalización de la insulina. 

Además, se realizó un ensayo para determinar si este efecto de TNF-α sobre 

AKT activo se observa con concentraciones menores (10 y 50 ng/mL) y tiempos 

más cortos de tratamientos (6 y 24 h) (Figura 45). Los resultados muestran que 

TNF-α es capaz de disminuír el contenido proteico de p-AKT S473 a las 24 h 

con respecto a las células bajo la condición basal; además, es posible observar 

que el efecto sobre los niveles de AKT fosforilado es dependiente de la 

concentración de la citoquina (p<0,05 con 10 ng/mL de TNF-α vs basal; 

p<0,001 con 50 ng/mL de TNF-α vs basal; Figura 45).  
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Figura 44. Niveles proteicos de p-AKT (S473) en cultivos de T-HESC. Los gráficos muestran 
los niveles de proteína de AKT (banda de 60 KDa) fosforilada en S473 en muestras de proteína 
total de células estromales endometriales humanas tratadas con: Insulina (Ins), Testosterona 
(Testo), 100 ng/mL de TNF-α o tratamientos combinados por 48 h, mediante WB. Los datos fueron 
normalizados utilizando los niveles proteicos AKT total (60 KDa) en cada muestra. Los resultados 
son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la media ± EE de cada grupo (n 
= 3, en duplicado; *P value<0,05). 
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Figura 45. Determinación de niveles proteicos de p-AKT S473 en cultivos de T-HESC. 
Los gráficos muestran los niveles de p-AKT S473 (60 KDa) en células estromales 
endometriales humanas tratadas con: 0, 10 y 50 ng/mL de TNF-α por 6 y 24 h. Muestras de 
proteínas totales extraídas de estos cultivos fueron utilizadas para el análisis mediante 
western blot. Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos de AKT total (60 
KDa) en cada muestra. Los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y 
corresponden a la media ± EE de cada grupo (n = 5; *P value<0,05; ***P value<0,001). 
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VI. DISCUSIÓN 

El Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP) es un trastorno muy prevalente 

durante la edad reproductiva femenina, caracterizado por altos niveles de 

andrógenos y disfunción ovárica, entre otros signos [3]. En su conjunto esto 

conlleva a alteraciones no solo ováricas, sino que afectan tejidos que tienen un 

rol importante en la fertilidad femenina, como es el endometrio. De hecho, se ha 

demostrado que pacientes con SOP presentan una mayor tasa de abortos 

espontáneos que mujeres sanas [6,11,17]. 

Por otro lado, un porcentaje considerable de mujeres con SOP (70%) presentan 

un alto IMC u obesidad [1-3], condición asosiada a un estado de insulino-

resistencia presente en la mayoría de estas pacientes. Con respecto a la 

obesidad, se sabe que un aumento excesivo de tejido adiposo trae consigo 

alteraciones en el patrón de expresión y/o secreción de las moléculas 

denominadas adipoquinas, las que en su mayoría pueden presentar efectos 

negativos o positivos sobre la señalización de insulina [6]. Esto podría explicar 

en parte las alteraciones observadas por nuestro grupo sobre la señalización de 

insulina en endometrios de mujeres hiperinsulínicas con SOP [100], afectando 

el metabolismo y el normal funcionamiento del tejido y siendo posiblemente una 

causa importante de las fallas reproductivas en estas mujeres. 
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Con respecto a las adipoquinas y su rol en la acción de insulina, los resultados 

del presente trabajo mostraron que tanto los niveles séricos y endometriales de 

adiponectina, la principal adipoquina con efecto insulino-sensibilizante, están 

disminuídos en pacientes Obesas-SOP, junto con las principales moléculas de 

su vía de señalización. Esto sugiere que los altos niveles de andrógenos en 

estas pacientes pudiesen tener un rol negativo sobre la señalización de esta 

adipoquina. En relación a esto, se ha descrito en seres humanos una relación 

entre obesidad, SOP y los bajos niveles de adiponectina en plasma. Además, 

bajos niveles plasmáticos de adiponectina se han observado en mujeres 

delgadas, obesas y embarazadas, todas ellas con SOP [57,59,76,101-103]. 

En este trabajo se observó que los niveles séricos de adiponectina fueron 

menores en pacientes Obesas-SOP, único grupo que presenta los parámetros 

alterados de resistencia a la insulina (HOMA e ISI Composite alterados), 

además de altos valores de IAL (Tablas 1 y 2). Estos resultados están de 

acuerdo con otros trabajos que establecen que el IMC, la resistencia a la 

insulina y el IAL contribuyen a la alteración de los niveles de adiponectina en 

pacientes con SOP [59,103-104]. Este vínculo entre el IAL, resistencia a la 

insulina y los niveles de adiponectina puede existir por varias razones, una de 

ellas es que los andrógenos promueven la adiposidad central y el depósito 

adiposo visceral, depósitos que se caracterizan por una menor secreción de 

adiponectina a la circulación [105]. Las diferencias en la distribución de tejido 

adiposo pueden influir en la secreción de las diferentes adipocitoquinas y 
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proteínas pro-inflamatorias, tales como TNF-α e IL-6 [75,106,107]. En efecto, 

diferentes investigaciones señalan que los niveles de citoquinas pro-

inflamatorias están alterados incluso en pacientes con SOP, lo que refleja un 

estado de inflamación crónica de bajo grado en el tejido adiposo subcutáneo 

[7,73,76,106]. Estas citoquinas pueden inducir la baja expresión de 

adiponectina [74,75,108].  

Por otro lado, se ha reportado resultados contradictorios sobre el efecto de los 

estrógenos sobre los niveles circulantes de adiponectina, donde algunos 

trabajos reportan un aumento [109] y otros un descenso de las concentraciones 

circulantes de adiponectina [110]. Estas evidencias, además de trabajos que 

indican que los niveles de adiponectina en plasma permanecen estables a lo 

largo del ciclo menstrual [111,112], sugieren que otros factores, además de los 

hormonales, podrían ser responsables de los cambios en los niveles de 

adiponectina en las mujeres con SOP. 

Con respecto a su expresión, diversos estudios que relacionan adiponectina 

con la reproducción humana han demostrado la expresión de la adipoquina en 

células de la teca y de la granulosa ováricas y cuerpo lúteo humano 

[54,113,114]. Aunque no hay informes disponibles que relacionen la 

adiponectina con el endometrio patológico de pacientes con SOP, el grupo de 

Takemura et al. [51] ha establecido que los receptores de adiponectina, 

AdipoR1 y AdipoR2, se expresan en los compartimentos de células 

endometriales humanas, epitelio y estroma, a lo largo del ciclo menstrual, en 
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particular durante la fase secretora, lo que sugiere un posible papel en el 

proceso de implantación. De manera relevante, cabe destacar que este estudio 

es el primero en determinar la presencia de adiponectina y moléculas de su vía 

de señalización: sus receptores (AdipoR1 y AdipoR2), APPL1 y AMPK, entre 

otras, en endometrios controles y provenientes de mujeres Obesas con SOP. El 

análisis del contenido de adiponectina mostró que existen menores niveles en 

endometrios de Obesas-SOP con respecto a los otros grupos, lo que es 

consistente con lo observado en el modelo in vitro usando cultivos de las líneas 

celulares T-HESC o St-T1b. En dichos cultivos, concentraciones 

suprafisiológicas de insulina y testosterona provocaron una disminución en la 

expresión de la proteína. El mecanismo por el cual estas hormonas pueden 

afectar los niveles de adiponectina en el endometrio humano se desconoce, 

aunque en una condición SOP sumado a la obesidad, el estado pro-inflamatorio 

y la resistencia a la insulina, podrían inducir estrés de retículo (ER), lo que 

podría estar afectando la expresión y el correcto plegamiento de proteínas en 

éstas células [115,116]. Con respecto a esto último, diversas evidencias han 

demostrado que los andrógenos podrían regular la homeostasis del retículo 

endoplásmico y el metabolismo de la glucosa. En efecto, estudios de nuestro 

laboratorio han demostrado que el hiperandrogenismo induce una disminución 

de los niveles proteícos de GRP78, marcador de ER, en endometrios 

provenientes de mujeres con SOP, lo que se ha relacionada con una 
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disminución de la capatación de glucosa por parte de estas células estromales 

endometriales humanas [30]. 

Con respecto a los altos niveles de AdipoR1 encontrados en endometrios de 

mujeres Obesas, se desconoce el mecanismo molecular que está implicado. De 

forma interesante, esta respuesta no se observa en mujeres Obesas-SOP, 

probablemente debido a sus condiciones de hiperinsulinismo e 

hiperandrogenismo. En efecto, existen estudios en ratones y en humanos que 

han demostrado una correlación negativa entre la hiperinsulinemia y los niveles 

de expresión de AdipoR1 / R2 en diferentes tipos celulares como el músculo 

esquelético, el hígado y el tejido adiposo [117,118,119]. Sin embargo, la 

relación entre el hiperandrogenismo / hiperinsulinismo y la expresión de 

AdipoR1 / AdipoR2 en endometrio humano no se había abordado antes. Es 

importante destacar que, en nuestro modelo in vitro, la respuesta de las células 

a la acción de la insulina más testosterona muestra una disminución de los 

niveles de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, lo que sugiere que en el 

endometrio humano, la adiponectina y sus receptores pueden ser regulados 

hormonalmente. Por otra parte, la alteración en la expresión del sistema de la 

adiponectina y sus receptores en este tejido podría afectar los cambios 

endometriales que ocurren para la implantación. Como se ha descrito 

anteriormente, la adiponectina y sus receptores se incrementan en este tejido 

durante el período de implantación bajo condiciones normales; sin embargo, los 
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niveles proteicos y de mRNA de AdipoR1 y AdipoR2 disminuyen en mujeres 

que presentan falla implantacional con respecto a mujeres sanas [51,120]. 

Una de las moléculas cruciales río abajo del receptor de adiponectina, es 

APPL1. En el presente estudio se evaluó el contenido de APPL1, la cual tiene 

una función adaptadora, reclutando otras proteínas necesarias para la 

señalización [47,58,98,121]. Por primera vez, los resultados muestran una 

disminución en los niveles de APPL1 en endometrio humano de pacientes 

Obesas y Obesas-SOP. Estos resultados están de acuerdo con investigaciones 

anteriores que reportan una disminución de los niveles de esta molécula en 

condiciones de hiperglicemia y obesidad [122]. Además, en varios modelos 

animales con diabetes y obesidad, se ha observado una disminución de los 

niveles de APPL1 [123,124]. Por otro lado, se ha propuesto la participación de 

otra molécula adaptadora capaz de generar un efecto contrario a APPL1 al 

reprimir la cascada de señalización intracelular de adiponectina, denominada 

APPL2. Se ha propuesto que los niveles proteicos de APPL2 serían mayores en 

endometrios de mujeres obesas con SOP, lo que favorecería una condición de 

insulino resistencia en estos tejidos (tema de investigación en marcha en 

nuestro laboratorio como parte de la tesis de Magister de Isis Astorga) [125]. 

De forma interesante, estudios han indicado que adiponectina y sus receptores 

pueden inducir la activación de AMPK en las células epiteliales y estromales, lo 

que sugiere que adiponectina puede regular el equilibrio de energía en estos 

tipos celulares implicados en el proceso de la receptividad del endometrio y de 
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implantación [44,50,56]. Por lo tanto, los menores niveles encontrados en 

endometrios del grupo Obesas-SOP podrian ser un factor de riesgo relacionado 

con las fallas reproductivas de mujeres con SOP, las que se agravarían cuando 

también está presente la obesidad. Se ha descrito que en el mecanismo por el 

cual adiponectina, a través de la activación de AMPK, induce un efecto insulino-

sensibilizante, participa la activación de su receptor y la molécula APPL1. Una 

vez activa AMPK, la vía de señalización se ha asociado con la represión, 

inducida por p-AMPK, del sistema mTOR/S6K. Al contrario, en ausencia de 

AMPK activo, S6K se activa y provoca el aumento de las fosforilaciones 

inactivantes en residuos de serinas y disminuye las fosforilaciones activantes en 

residuos de tirosinas de IRS1 [126]. Este es uno de los mecanismos que 

favorece la resistencia a la insulina y el riesgo de padecer diabetes. Por lo tanto, 

de forma indirecta, la activación de AMPK, ya sea inducida por adiponectina u 

otros estímulos como leptina o el ejercicio o por fármacos como metformina, 

puede contrarrestar el impacto de exceso de nutrientes sobre la acción de 

mTOR y S6K, favoreciendo así la acción de insulina en la célula.  

Los datos discutidos hasta ahora en esta tesis sugieren que el tejido 

endometrial del grupo Obesas y Obesas-SOP presentan una alteración de la 

vía de señalización río abajo de los receptores de adiponectina. Estas 

alteraciones podrían aumentar la resistencia a la insulina y afectar el 

metabolismo de las células endometriales, a través de una disminución en la 

actividad de AMPK, molécula clave en controlar la homeostasis energética. 
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Además, otras moléculas relacionadas con la señalización de adiponectina se 

encontraron disminuídas en endometrios provenientes de mujeres Obesas-SOP, 

como p-TAK1 y p-MEK3, las cuales se activan vía adiponectina / AdipoR / 

APPL1 para inducir efectos insulino-sensibilizantes (Anexos, Figura A1). Como 

ya se mencionó, esta vía se relaciona con la activación, inducida por 

adiponectina, de moléculas MAPKs las cuales una vez activas favorecen la 

oxidación de ácidos grasos y la captación de glucosa [98]. Por lo tanto, los 

datos obtenidos sugieren que en endometrios patológicos provenientes de 

mujeres Obesas con SOP, la acción insulino-sensibilizante de adiponectina, a 

través de la activación de AMPK o la activación de MAPKs, se encuentra 

disminuída.  

Considerando que la obesidad induce una condición pro-inflamatoria leve pero 

crónica, caracterizada por el aumento en el número de macrófagos y citoquinas 

pro-inflamatorias, como IL-6 y TNF-α, el estudio del efecto de estas moléculas 

sobre el metabolismo endometrial de mujeres Obesas-SOP resulta relevante. 

Con respecto a esto, se sabe que IL-6 y TNF-α inducen efectos negativos sobre 

la señalización de la insulina en distintos modelos de estudio [36,37,108,127]. 

Por otro lado, se ha demostrado que tanto IL-6 como TNF-α disminuyen los 

niveles de proteína y mRNA de adiponectina en tejido adiposo de pacientes 

obesas, así como, en modelos in vitro de células adiposas y musculares 

[6,75,77,82]. Aún más, es relevante la existencia de sitios de reconocimiento 

descritos para TNF-α en el promotor de adiponectina [74] , apoyando la teoría 
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de que a través del efecto inhibidor de TNF-α sobre la expresión de 

adiponectina, la acción de insulina en estos sistemas se ve afectada.  

Por lo tanto, el aumento de TNF-α encontrado en endometrios de mujeres 

Obesas-SOP, podría explicar los bajos niveles de adiponectina endometrial en 

este mismo grupo de pacientes y en parte, las fallas en la acción de la insulina 

observada en estos tejidos. Otros estudios han demostrado que adiponectina es 

capaz a su vez de disminuir la expresión de TNF-α [47,55,56,127]; al contrario, 

factores asociados a la obesidad son capaces de activar quinasas las cuales 

activan factores de transcripción, como NFκB, que pueden incrementar la 

expresión de TNF-α a nivel local o en tejidos distantes al tejido adiposo [83-85]. 

Esto podría dar cuenta del aumento de TNF-α en el tejido endometrial, que no 

pudo ser observado a nivel sistémico en estas mujeres. Por otro lado, la 

obesidad en estas pacientes fue determinada por el IMC > 30, lo que no 

descarta que la acumulación de grasa sea mayoritariamente subcutánea, 

siendo la grasa visceral la que aporta la mayor cantidad de TNF-α a la sangre, 

provocando un mayor ambiente inflamatorio en una condición de obesidad [105].  

Sumado a lo anterior, los resultados de este trabajo muestran mayor presencia 

de macrófagos en endometrios de mujeres Obesas con respecto a las Delgadas, 

comprobando el efecto de la obesidad sobre la condición pro-inflamatoria en 

tejidos. La mayor presencia de macrófagos en endometrios de Obesas-SOP 

puede ser una de las causas del mayor contenido de TNF-α encontrado en 

estos tejidos [63].  
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Sin embargo, los resultados también muestran que en ausencia de obesidad 

existe un aumento del número de macrófagos en endometrios de mujeres 

Delgadas-SOP versus Delgadas, lo que sugiere que la condición 

hiperandrogénica tiene un efecto positivo sobre el ambiente pro-inflamatorio 

local en el endometrio. En relación a ésto, existen controversias con respecto a 

si el SOP conlleva un proceso inflamatorio per se [7]. Estudios sobre niveles de 

proteina C reactiva, considerado un marcador de inflamación, han demostrado 

ser altos en mujeres con SOP en comparación con controles (ambos grupos 

coinciden en edad e IMC) [128]. Indudablemente, el endometrio del grupo de 

mujeres Obesas-SOP presenta el mayor porcentaje de macrófagos 

endometriales, lo que indicaría que ambas condiciones pueden exacerbar un 

estado inflamatorio en el tejido. Esto probablemente debido a otros factores que 

aumentan por el SOP, como la proteína C reactiva, sumado a estímulos propios 

de la obesidad, los que a través de una acción paracrina podrían activar vías 

pro-inflamatorias en otros tejidos. 

Algunas investigaciones han demostrado que la expresión de TNF-α y sus 

receptores cambian durante el ciclo menstrual, siendo mayor en la fase 

secretora, indicando una participación activa en procesos de remodelación / 

proliferación, como parte de la función normal del endometrio (menstruación o 

proceso de implantación si el ovocito es fecundado) [62,99,129]. Dado que se 

conoce la importancia de la actividad de las células inmunes en el proceso de 

implantación, los niveles disminuídos de TNFR2 y CD68 observados en el 
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endometrio de mujeres Obesas-SOP durante la fase secretora en relación al 

grupo de Obesas y a lo encontrado en la fase proliferativa, podrían ser en parte, 

la causa de un anormal funcionamiento del endometrio, afectando la correcta 

implantación del embrión en este grupo de pacientes. Apoyando esta idea, la 

alteración del sistema de TNF-α en el endometrio de mujeres Obesas-SOP 

podría estar fuertemente relacionada con la condición hiperinsulínica presente 

en este grupo de estudio. De hecho, resultados del grupo de Jakubowicz et al. 

[130], indican que la hiperinsulinemia en mujeres con SOP en quienes la 

ovulación y fase lútea fue inducida por tratamiento con clomifeno, puede alterar 

el ambiente pro-inflamatorio y la receptividad del endometrio por una 

disminución de los niveles séricos de moléculas reguladoras de la respuesta 

inmune, tales como glicodelina (secretada principalmente por el endometrio) e 

IGFBP-1. Estas moléculas modulan el proceso de adhesión en la interfase 

materno-fetal; mientras que el tratamiento con metformina aumenta los niveles 

de ambas moléculas en estas mujeres [130].  

Respecto al incremento en los niveles de TNF-α y TNFR2 en endometrios de 

mujeres Obesas-SOP en fase proliferativa del ciclo, éstos sugieren una elevada 

actividad de TNF-α bajo estas condiciones [62]. Estudios han determinado 

alteraciones genéticas asociadas con la presencia de SOP e 

hiperandrogenismo en mujeres, específicamente, polimorfismos de los genes 

que codifican para TNF-α y TNFR2 [131,132]. Esto último también se ha 

relacionado con un mayor contenido de TNFR2 soluble en la sangre y con 
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resistencia a la insulina en mujeres con un alto IMC, lo que contribuiría a un 

estado pro-inflamatorio y a la condición de resistencia a la insulina observada 

[132,133]. 

Por otra parte, debido a la presencia de un dominio de muerte, TNFR1 se 

asocia principalmente con señales apoptóticas inducidas por TNF-α; mientras 

que TNFR2 se ha relacionado con efectos proliferativos a través de la 

activación de moléculas como NFkB o AP-1 por parte de TNF-α [134,135]. En 

relación a los receptores de TNF-α, tanto los niveles de TNFR1 como de 

TNFR2 aumentaron en endometrios de pacientes Obesas con respecto a las 

Delgadas; mientras que el contenido de TNFR2 fue mayor en Obesas-SOP en 

comparación con el de TNFR1 en estos mismos tejidos. Esta mayor expresión 

de TNFR2 endometrial podría explicar el mayor porcentaje de células vivas 

observados en los ensayos de viabilidad, cuando las células fueron tratadas con 

TNF-α versus cultivos en condiciones basales.  

Por otra parte, estudios sobre obesidad y resistencia a la insulina han 

identificado a TNFR2 y NFκB como los principales efectores de TNF-α para 

inducir efectos inflamatorios en diversos sistemas [84,85,133,136]. Teniendo en 

cuenta que en nuestro estudio el único grupo que presenta hiperinsulinemia e 

hiperandrogenemia son las mujeres Obesas-SOP, es posible que cuando 

ambas condiciones están presentes, la expresión de TNF-α / TNFR2 y la 

activación de NFκB aumenten significativamente, lo que sugiere un efecto sobre 

el estado pro-inflamatorio en estas mujeres y sobre la señalización de la 
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insulina. Nuestros resultados concuerdan con lo anterior dado que en 

endometrios de mujeres Obesas-SOP en relación a los otros grupos de estudio, 

existe mayor contenido nuclear de la subunidad p65 de NFκB, además de 

mayores niveles de p-IKK, quinasa que participa en la activación de NFκB.  

La relación entre NFκB con estados de resistencia a la insulina e inflamación 

está apoyada por numerosas investigaciones. Estudios realizados en ratones 

obesos con una dieta alta en grasas, muestran gran actividad de NFκB hepática 

[85]. Además, NFκB se ha relacionado con resistencia a la insulina inducida por 

altas concentraciones de fructosa en la sangre (administrada comunmente en la 

dieta actual como sacarosa), por un aumento de ácidos grasos libres en 

circulación u otros factores inehrentes a la obesidad [84]. Por otro lado, se ha 

establecido la participación de NFκB en etapas iniciales y posteriores de la 

inflamación, siendo activado por especies reactivas de oxígeno u otros 

elementos relacionados con estrés y/u obesidad y una vez activado, como ya se 

ha mencionado, puede promover la expresión de citoquinas pro-inflamatorias 

[137]. De forma interesante, trabajos realizados en cultivos primarios de células 

estromales de endometrio humano han demostrado que el tratamiento con 

heparina puede inhibir la activación de NFκB inducido por TNF-α en estas 

células, lo que podría significar un posible tratamiento para mujeres con fallas 

implantacionales relacionadas con alteraciones en la función normal del 

endometrio [138].  
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Estos antecedentes postulan a NFκB como molécula link entre un estado 

inflamatorio y una condición de insulino-resistencia periférica, ambos factores 

asociados a obesidad, en el que no sólo existe un aumento en la secresión de 

citoquinas como TNF-α, sino que también existe un aumento en la liberación de 

AGL a la sangre; dicho aumento es producto de una mayor lipolisis del tejido. 

Estos AGL podrían actuar en tejidos distantes activando moléculas como NFκB 

[139,140], lo que a la vez induciría la expresión de moléculas que afectan 

negativamente la señalización de insulina, creando un circulo visioso, 

favoreciendo un estado de resistencia a la insulina en tejidos periféricos, por 

ejemplo en el endometrio [84,137]. Otro posible mecanismo que no es 

excluyente al mencionado anteriormente, es que la activación de NFκB, ya sea 

inducido por la alta presencia de TNF-α en endometrios de mujeres Obesas-

SOP o por factores externos relacionados con el anormal funcionamiento del 

tejido adiposo en obesidad, inhiban la expresión de adiponectina o moléculas 

relacionadas con la captación de glucosa, como GLUT-4 [36,68,75,108]. 

Para esto y con el fin de determinar el efecto directo de TNF-α sobre moléculas 

de la vía de adiponectina y sobre su propia vía canónica, se utilizó un modelo in 

vitro de células estromales endometriales humanas sometidas a una condición 

hiperandrogénica e hiperinsulínica, condiciones presentes en mujeres 

hiperinsulinémicas con SOP. Además, se determinó el efecto de NFκB inducido 

por TNF-α sobre los niveles de expresión de adiponectina y el efecto de la 

citoquina sobre la capacidad de captar glucosa por parte de estas células 
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endometriales. Un aspecto relevante del trabajo fueron los tiempos de 

tratamientos usados en los ensayos in vitro. Considerando que un gran número 

de estudios que evalúan el efecto de TNF-α en diversas líneas celulares, se 

realizan a tiempos cortos de tratamiento (15, 30 o 60 minutos) [70-72], resulta 

interesante el hecho que en este trabajo se observen a las 24 horas de estímulo 

la mayoría de los cambios con respecto a la señalización de adiponectina y de 

moléculas de la vía canónica de TNF-α, mientras que a las 48 horas de 

estímulo recién podemos observar efectos sobre la señalización de insulina y 

una disminución significativa en la capacidad de captar glucosa por parte de 

este tipo celular (T-HESC), lo que podría estar indicando un mecanísmo 

secuencial inducido por TNF-α para generar resistencia a la insulina en células 

estromales endometriales humanas en cultivo.  

Con respecto a los resultados, lo observado en el modelo in vitro son 

concordantes con lo obtenido en los tejidos, dado que en condiciones 

hiperandrogénicas / hiperinsulínicas, las células presentan menor expresión de 

adiponectina y moléculas asociadas a su vía de señalización. Además, la 

adición de TNF-α, usado como marcador de obesidad, también disminuye la 

expresión de estas moléculas (adiponectina, AdipoR1, AdipoR2, APPL1 y p-

AMPK); mientras que, en la mayoría de las observaciones, la adición 

simultánea de los tres estímulos (insulina / testosterona / TNF-α) mostró el 

mismo efecto en la disminución de la señalización de adiponectina. Lo anterior 

sugiere que en endometrios de Obesas-SOP, tanto el SOP como la obesidad, 
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son factores importantes capaces de alterar de forma independiente la acción 

de insulina y por lo tanto, el metabolismo glucosídico del endometrio.  

Además, los ensayos in vitro mostraron que TNF-α es capaz de favorecer la 

activación de su propia vía canónica, aumentando la expresión de sus 

receptores y el contenido proteico total y nuclear de la subunidad p65 de NFκB, 

además de disminuir IκB, molécula inhibidora de NFκB. El uso del antioxidante 

e inhibidor de NFκB, PDTC, mostró por primera vez que TNF-α es capaz de 

disminuír los niveles proteicos de adiponectina a través de la activación de 

NFκB en células estromales endometriales humanas sometidas o no a 

condiciones hiperandrogénicas e hiperinsulínicas, condiciones presentes en 

mujeres Obesas-SOP. No fue posible determinar si la disminución, inducida por 

TNF-α, de GLUT-4 en estas células es a través de la actividad de NFκB; sin 

embargo, la presente investigación aporta la evidencia de que la disminución de 

GLUT-4 previamente observada en trabajos de nuestro laboratorio en 

endometrios de mujeres obesas e hiperinsulínicas con SOP [28], puede ser el 

resultado de los altos niveles de TNF-α presente en estos tejidos. El mismo 

estudio mostró que estos menores niveles de GLUT-4 pueden ser restablecidos 

con el tratamiento de metformina [28].  

Con respecto a los ensayos de viabilidad, se puede inferir que TNF-α aumenta 

la proliferacion de estas células o inhibe la apoptosis celular. De forma 

interesante, trabajos previos del laboratorio indican que endometrios de mujeres 

obesas con SOP muestran mayores niveles de CDK2 nuclear, aumento de AKT 
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fosforilado (p-AKT S473), una elevada expresión de Ras y un aumento de p27 

en el citoplasma, lo que potencialmente podrían proporcionar una oportunidad 

para que las células del endometrio pierdan control sobre el ciclo celular y en 

una etapa posterior, convertirse en células hiperplásicas [12]. Por lo tanto, TNF-

α no sólo podría afectar el metabolismo glucosídico del tejido, sino que además, 

podría inducir vías proliferativas a través de AKT, que explicarían el mayor 

riesgo de presentar hiperplasia endometrial en mujeres obesas con SOP. Esto 

es apoyado por un estudio que indica que TNF-α secretado por células 

adiposas induce la proliferación de células endometriales humanas co-

cultivadas con adipocitos humanos [141]. De manera interesante, estudios 

usando cultivos primarios de células estromales endometrioticas humanas 

tratados con PDTC muestran que el compuesto es capaz de frenar el efecto 

proliferativo inducido por citoquinas pro-inflamatorias e incluso induce apoptosis 

en estas células [96], además de inhibir la expresión de moléculas pro-

inflamatorias en un modelo in vivo de ratas tratadas con lipopolisacarido [97], lo 

que postula a esta molécula antioxidante como posible modulador terapeútico 

de los efectos de citoquinas pro-inflamatorias que actúen a través de NFκB, 

como es TNF-α.  

En el contexto metabólico del endometrio patológico, el aumento en la 

activación de p65-NFκB en tejidos provenientes de mujeres Obesas-SOP, 

podría ser la causa de fallas de la acción de la insulina. Lo anterior está de 

acuerdo con los altos niveles de TNF-α y de TNFR2 en estos tejidos, resultados 
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que concuerdan con lo obtenido en los ensayos in vitro. De este modo, NFκB 

activo puede promover la expresión de genes que codifican para citoquinas pro-

inflamatorias, como TNF-α e IL-6. Esto último podría agravar y perpetuar un 

estado de inflamación leve pero crónico en el endometrio. Además, la actividad 

de NFκB inducida por TNF-α podría participar en la transcripción del gen de 

adiponectina (o GLUT-4) , probablemente a través de la regulación positiva de 

co-represores [74,142], resultando en una defectuosa señalización de insulina y 

menor capacidad de captar la glucosa, como se observan en nuestros 

resultados.  

Con respecto a esto último, se determinó el efecto de TNF-α sobre la captación 

de glucosa en la línea celular de estroma endometrial T-HESC, expuestas a un 

ambiente hiperandrogénico e hiperinsulínico similar al encontrado en el grupo 

de mujeres Obesas-SOP. La concentración suprafisiológica de andrógenos 

provocó la disminución de la captación de glucosa, hallazgo que se ha 

comprobado en diversos estudios de nuestro laboratorio [27,30]. En efecto, la 

testosterona disminuye la activación y expresión de efectores río abajo de la 

señalización de insulina, mientras que el co-tratamiento con testosterona / 

insulina revierte en parte este efecto. En el presente trabajo y en otros estudios 

de nuestro laboratorio, hemos demostrado que células T-HESC responden al 

tratamiento con insulina, aumentando significativamente la capatación de 

glucosa [27,30]. Sin embargo, con los co-tratamientos, la insulina no fue capaz 

de revertir el efecto negativo de la testosterona o TNF-α sobre la captación de 
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glucosa. Por lo tanto, es probable que factores presentes en el ambiente del 

endometrio patológico, como TNF-α, alteren la acción de la insulina. En relación 

a esto último, TNF-α solo o en conjunto con testosterona e insulina, también fue 

capaz de disminuir la captación de glucosa en estas células, lo que corrobora el 

efecto negativo de la citoquina sobre la señalización de insulina, como se 

describe en otros estudios [143,144]. Sin embargo, no se observa un efecto 

exacerbado, lo que sugiere que el efecto negativo sobre la acción de la insulina 

de testosterona y TNF-α sea probablemente a traves de distintas vías. 

Relacionado con lo anterior, el mayor ambiente inflamatorio en endometrios de 

mujeres Obesas-SOP y los elevados niveles de TNF-α no descartan la 

participación de otras citoquinas como IL-6, que también es elevada en suero 

de pacientes obesos y tiene un efecto negativo sobre la acción de la insulina 

[6,42,81]. De forma interesante, IL-6 inhibe la expresión de adiponectina y su 

propia expresión puede ser inducida por TNF-α / NFκB [82,137]. La 

participación de IL-6 en las fallas de la acción de insulina en endometrios de 

pacientes Obesas-SOP se hace relevante si se consideran los elevados niveles 

séricos de IL-6 en pacientes Obesas y Obesas-SOP y la mayor expresión de IL-

6 endometrial en mujeres Obesas con y sin SOP y Delgadas-SOP versus el 

grupo de Delgadas. Sin embargo, los niveles proteicos endometriales del 

receptor de IL-6 (IL-6R), no mostraron cambios en ninguno de los grupos 

analizados, lo que no descarta un efecto de la citoquina sobre la acción de la 

insulina en el tejido.  
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Por lo tanto, la alteración en la secreción de hormonas del tejido adiposo o 

adipoquinas como TNF-α / adiponectina, son capaces de regular la 

homeostasis de la glucosa mediando el crosstalk no sólo entre el tejido adiposo 

y órganos metabólicos claves como el hígado, páncreas o músculo, sino que 

tejidos de importancia reproductiva como es el endometrio, pudiendo ser ésto 

un componente crítico para el desarrollo de alteraciones en la fertilidad presente 

en pacientes Obesas con SOP. 

Hasta ahora, los resultados sugieren que el efecto de TNF-α sobre la 

señalización de insulina en endometrios, es a través de una disminución en la 

expresión de adiponectina y moléculas de su vía de señalización, además de 

una disminución de la expresión de GLUT-4. Esto lo puede realizar a través de 

la sobre-expresión de su propia vía de señalización (TNF-α / TNFR2 / NFκB), 

afectando negativamente la acción de la insulina en endometrios expuestos a 

mayores concentraciones de TNF-α, como es el endometrio proveniente de 

mujeres Obesas-SOP.  

Diversos mecanismos se han descrito para explicar la causa de una condición 

insulino-resistente en varios modelos de estudio. Cuando existe un exceso de 

nutrientes, se generan una serie de señales que resultan factores de riesgos 

para inducir resistencia a la insulina y diabetes, mientras que otras señales 

pueden mitigar este efecto, como la activación de AMPK por adiponectina, 

como ya fue mencionado. Entre las moléculas que participan se ha descrito a 

mTOR que consecuentemente activa a S6K, la que favorece la inactivación de 
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IRS1 disminuyendo la señalización de insulina en la célula [126]. Por otro lado, 

modelos in vitro de resistencia a la insulina han demostrado la participación de 

otras quinasas, las que pueden ser activadas por distintos factores como 

exceso de nutrientes, estrés oxidativo o moléculas provenientes del tejido 

adiposo patológico [70-72,85]. Con respecto a esto, trabajos realizados usando 

modelos in vitro de resistencia a la insulina inducida por TNF-α en pre-

adipocitos, han demostrado que TNF-α afecta directamente la señalización de 

insulina, alterando las fosforilaciones activantes en residuos de tirosinas y 

favoreciendo las fosforilaciones inactivantes en residuos de serina de IRS1. De 

forma interesante, este mecanismo es a través de la activación de S6K o JNK, 

inducida por TNF-α [70,71]. 

Respecto a esto último, la presente investigación mostró que el co-tratamiento 

de cultivos T-HESC con insulina / testosterona / TNF-α, aumenta los niveles de 

IRS1 fosforilado en el residuo de serina (p-IRS1 S270), indicando que 

efectivamente TNF-α es capaz de afectar directamente la señalización de 

insulina río abajo del receptor de insulina. De manera interesante, estos 

resultados se apoyan con experimentos realizados en nuestro laboratorio en el 

marco de la investigación de Cristian Poblete (tesista del Programa de Magister 

en Biología de la Reproducción de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile), los cuales muestran menores niveles de IRS1 activo (p-IRS1 Y612) y 

mayores niveles de IRS1 inactivo (p-IRS1 S270) en endometrios provenientes 

de mujeres Obesas-SOP con respecto a endometrios de mujeres Delgadas u 
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Obesas. Además, se determinó que TNF-α aumenta significativamente el 

contenido de S6K activo, mientras que el tratamiento con insulina en conjunto 

con testosterona, lo disminuyen. De manera interesante, esta disminución es 

parcialmente revertida en presencia de la citoquina, sugiriendo que factores 

como la obesidad, que pueden inducir un aumento de TNF-α, también podrían 

exacerbar una condición de insulino-resistencia a través de la activación de S6K 

y la consecuente inactivación de IRS1.  

Por otro lado, la condición de insulino-resistencia en pacientes Obesas con 

SOP también podría ser explicada por los elevados niveles de p-JNK inducida 

por TNF-α, aumento que se evidenció claramente en cultivos tratados 

simultáneamente con las tres moléculas (insulina, testosterona y TNF-α). Estos 

resultados indican que el aumento de p-IRS1 S270 inducido por TNF-α, 

posiblemente es a través de la activación de S6K y/o JNK, siendo esta última la 

que presenta una mayor activación en condiciones hiperandrogénicas e 

hiperinsulínicas sumado a una alta concentración de TNF-α.  

Un aspecto importante del presente estudio fueron los altos niveles de p-AKT 

S473, tanto en cultivos tratados con TNF-α, insulina más testosterona o co-

tratamientos con los tres estímulos, lo cual sugiere la participación de AKT 

sobre el metabolismo endometrial independiente de su rol en la cascada de 

señalización de insulina. Esto último se relaciona con trabajos previos del 

laboratorio, que asocian un aumento de la activación de AKT (p-AKT S473) con 

un mayor riesgo de hiperplasia de células endometriales, observado en 
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endometrios de mujeres obesas con SOP, como ya fue mencionado [12]. De 

manera relevante, el presente trabajo sugiere que el mayor riesgo de 

hiperplasia endometrial que presentan estas pacientes, pudiese estar dado de 

forma parcial, por el aumento en los niveles de TNF-α en el tejido, 

probablemente generado por una condición pro-inflamatoria inducida por la 

obesidad.  

También, la activación de AKT se ha relacionado con resistencia a la insulina 

bajo ciertas condiciones experimentales. Con respecto a ésto, estudios 

muestran que la activación de AKT inducida por TNF-α se relaciona con la 

consecutiva fosforilación en serina e inactivación de IRS1 observado en 

modelos in vitro de resistencia a la insulina [71]. Otros estudios muestran que la 

activación de AKT es inducida por altas dosis de TNF-α y en tiempos cortos de 

tratamiento [145]; sin embargo, el presente trabajo demostró que 10 ng/mL de 

TNF-α son suficientes para inducir la activación de AKT en estas células a las 

24 h de tratamiento. Estos resultados sugieren que AKT podria tener un rol más 

relevante en la resistencia a la insulina inducida por TNF-α. También, se ha 

observado que la resistencia a la insulina inducida por TNF-α, puede ser 

independiente de la activación de mTOR y dependiente de quinasas de la 

familia de las IKKs, las que también pueden activar a S6K río abajo de TNF-α 

[71]. Esto toma relevancia, si consideramos los altos niveles de IKK activo en 

endometrios de mujeres Obesas-SOP observados en este trabajo. 
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Se sabe que insulina puede regular su propia vía de señalización, mientras que 

concentraciones suprafisiológicas de la hormona pueden inducir una condición 

de resistencia a la insulina, lo que se ha relacionado con el aumento de IRS1 

fosforilado por la quinasa S6K [126,146]. Con respecto a nuestro modelo in vitro, 

en general, los estímulos con insulina mostraron una regulación positiva de su 

propia vía de señalización, ésto observado por el aumento significativo de la 

captación de glucosa, los altos niveles de AKT fosforilado y los bajos niveles de 

p-S6K cuando se estimuló con insulina más testosterona. Esto tiene relación 

con otro estudio realizado en cultivos de células musculares de rata, que 

muestran que la misma concentración de insulina (100 nM) regula 

positivamente su vía de señalización, mientras que la condición de insulino 

resistencia sólo se observa cuando se pretratan las células con testosterona por 

16 h [147]. En el mismo trabajo, y en concordancia con lo anterior, se observa 

que células pre-tratadas con dosis menores de 100 nM de testosterona, 

muestran un aumento de la activación de mTOR y S6K, mientras que con dosis 

del andrógeno mayores a 100 nM, este efecto disminuye [147]. Esto sugiere 

que en las condiciones experimentales usadas en este trabajo, prevalece la 

acción de insulina actuando a través de su vía canónica por sobre la acción 

negativa de testosterona sobre la vía de señalización de insulina, tal como se 

observa en trabajos previos del laboratorio [27,30]. Esto está de acuerdo con lo 

obtenido, en que bajos niveles de p-S6K y p-JNK son observados en presencia 

de insulina más testosterona, lo que sugiere que los cambios observados 
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cuando se co-estimuló con insulina, testosterona y TNF-α en el modelo in vitro 

son principalmente atribuibles al efecto negativo de TNF-α sobre moléculas de 

la vía de señalización de insulina. Por lo tanto, ciertas dosis de testosterona 

parecen elevar la fosforilación en serina de IRS1, de forma similar que TNF-α, 

AGL o aminoácidos, entre otros factores [147].  

Los resultados obtenidos a partir del modelo in vitro sugieren que altos niveles 

de TNF-α pueden afectar negativamente la señalización de insulina, ya sea de 

forma indirecta, inhibiendo la expresión de adiponectina y moléculas de la vía 

de señalización de insulina, o de forma directa afectando la activación de IRS1 

río abajo del receptor de insulina, y de esta forma alterando el metabolismo 

glucosídico en células endometriales humanas. 

En conclusión, los datos del presente trabajo sugieren que el 

hiperandrogenismo y la hiperinsulinemia presente en mujeres con SOP, tienen 

un impacto sobre la función endometrial, a través de la alteración de las vías de 

señalización de adiponectina e insulina, lo que potencialmente podría afectar el 

proceso de implantación en este endometrio patológico. Además, un mayor 

ambiente inflamatorio del tejido, observado en mujeres delgadas u obesas con 

SOP, podría exacerbar las fallas en el metabolismo endometrial a través del 

efecto negativo de TNF-α sobre la acción de la insulina (Figura 46). En conjunto, 

estos hallazgos pueden explicar en parte, las fallas de fertilidad presente en 

mujeres hiperinsulínicas con SOP. 
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Figura 46. Esquema que muestra la interacción entre TNF-α, Adiponectina e Insulina en 
endometrios de mujeres Obesas e Hiperinsulínicas con Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP). El 
modelo propuesto es en base a evidencias entregadas en este trabajo de investigación y explica los 
posibles factores involucrados en la resistencia a la insulina presente en endometrios de mujeres Obesas 
con SOP. La condición de obesidad aumenta el ambiente pro-inflamatorio en estos tejidos y la producción 
de citoquinas que regulan negativamente la señalización de insulina, como es TNF-α. TNF-α puede 
sobre-expresar y activar su propia vía de señalización que a su vez puede inhibir la señalización de 
insulina de dos formas: 1) Activando a NFκB para que se transloque al núcleo y disminuya la expresión 
de adiponectina / GLUT-4; 2) Activando quinasas, como S6K y/o JNK, que inducen fosforilaciones 
inactivantes en IRS1 afectando la señalización río abajo del receptor de insulina. Ambas formas (1 y 2), 
inducidas por TNF-α, provocan una inhibición de la señalización de la insulina con la consecuente 
disminución en la captación de glucosa lo que se traduce a fallas en el metabolismo glucosídico del tejido 
endometrial expuesto a condiciones propias del SOP y de la obesidad. Esta alteración en la homestásis 
energética del endometrio podría explicar las fallas reproductivas observadas en estas mujeres. 
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VIII. ANEXOS 

Sección V.1.2: Determinación de niveles proteicos de moléculas 

relacionadas con la señalización de adiponectina en tejido endometrial  

Con el fin de complementar la presente investigación, incorporamos los 

siguientes ensayos, los que están incluídos en el artículo Altered Steroid 

Metabolism and Insulin Signaling in PCOS Endometria: Impact in Tissue 

Function [100] y son parte del trabajo de tesis de pregrado Isis Astorga, 

bioquímica y alumna del Programa de Magister Biología de la Reproducción de 

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile [148]. 

A partir de muestras de tejido endometrial de tres grupos de estudio: Delgadas, 

Obesas y Obesas-SOP, se determinaron los niveles de proteínas de moléculas 

relacionadas río abajo de la señalización de adiponectina a través de la 

molécula adaptadora, APPL1 y la formación de un complejo proteico constituído 

por TAK1, MEK3 y p38-MAPK, moléculas que que se activan a través de 

fosforilaciones (p-TAK1 T184/187, p-MEK3 S189 y p38-MAPK T180/Y182). Esta 

vía se ha asociado a un aumento de la oxidación de ácidos grasos y de la 

captación de glucosa por parte de la célula blanco [98].   

Los resultados obtenidos muestran que endometrios provenientes de pacientes 

Obesas-SOP presentan menores niveles de p-TAK1 T184/187 (p<0,01) y p-
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Figura A1. Determinación de niveles proteicos de p-TAK1 (T184/187) y p-MEK3 
(S189) en endometrios de mujeres Delgadas, Obesas y Obesas-SOP. A) 
Microfotografías de tejido endometrial provenientes de mujeres Delgadas (Del, control), 
Obesas (Ob) y Obesas-SOP (Ob-SOP). Se observa marca inmunopositiva para p-TAK1 
(T184/187) tanto en epitelio, como en estroma endometrial, mediante IHQ. El gráfico 
muestra el análisis semi-cuantitativo de la tinción inmuno-positiva usando la herramienta 
IOD para cada tejido; **p<0,01 Ob-SOP vs los otros grupos; Inserto: control negativo; 
Barra = 50 µm. B) Determinación de niveles proteicos de pMEK3 (S189) (banda de 39 
KDa) en muestras de proteína total de endometrios de los tres grupos de estudio, 
mediante WB. Los datos fueron normalizados utilizando los niveles proteicos MEK3 total 
(39 KDa) en cada muestra; *p<0,05 Ob-SOP vs los otros grupos. En ambos gráficos (A y 
B) los resultados son presentados como unidades arbitrarias (UA) y corresponden a la 
media ± EE de cada grupo (n = 3, en duplicado). 

MEK3 S189 (p<0,05) con respecto a endometrios controles (Delgadas), 

sugiriendo que en estos tejidos la señalización de adiponectina y 

consecuentemente, la acción de la insulina, están afectadas.  
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Sección V.1.4 y V.2.4: Visualización de NFκB (subunidad p65) en tejido 

endometrial y cultivos celulares de T-HESC mediante Inmunofluorescencia 

(IF) 

 

Con respecto a la subunidad p65 de NFκB, fue posible observar 

inmunofluorescencia en tejido endometrial de pacientes Delgadas y Obesas. La 

marca se observa en el citoplasma de estroma y epitelio endometrial, sin 

embargo, la técnica no mostró cambios aparentes, en cuanto al grado de 

fluorescencia y a la localización de la marca, entre ambos grupos (Figura A2). 

En la figura también se muestra la detección de p65 en células T-HESC 

tratadas con distintos estímulos: basal, insulina / testosterona e insulina / 

testosterona / TNF-α. De forma cualitativa, se puede observar una mayor marca 

inmunoflurescente verde en células tratadas con insulina/testosterona o con 

insulina/testosterona / TNF-α en comparación con la condición basal (Figura 

A2). A pesar que no fue posible discriminar la localización subcelular de p65 

con la técnica, se puede observar que bajo estos estímulos (insulina / 

testosterona / TNF-α) la marca pareciera ser predominantemente nuclear o 

perinuclar; sin embargo, lo observado por IHQ para p65 en células T-HESC 

resultó ser más concluyente (Figura 35). 
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Figura A2. Detección de NFκB (p65) en tejido endometrial y células T-HESC por IF. 
Inmunofluorescencia para p65 en tejido endometrial provenientes de mujeres Delgadas 
(control) y Obesas y en cultivos de T-HESC tratados con Insulina y Testosterona (I + T) o 
Insulina, testosterona y TNF-α (I + T + TNF-α), además de una condición basal (solo medio). 
Se observa marca inmunopositiva verde para p65 (flechas). Núcleos azules: tinción DAPI; 
Barra = 50 µm; Inserto: control negativo. 
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Figura A3. Detección de CD68 en endometrios de mujeres Delgadas y Obesas por IF. 
Microfotografías de tejido endometrial provenientes de mujeres Delgadas (control) y Obesas. 
Se observa marca inmunopositiva roja para CD68 (flechas) mediante IF; Núcleos azules: 
tinción DAPI; Barra = 50 µm; Inserto: control negativo. 

Sección V.1.5: Visualización de CD68 en tejido endometrial mediante 

Inmunofluorescencia (IF) 

Se determinó la presencia de CD68, mediante IF, en endometrios de mujeres 

Delgadas y Obesas. En la Figura A3 se puede observar una mayor marca 

inmnunofluorescente roja en tejidos provenientes de mujeres Obesas, lo que 

indica una mayor presencia de CD68, sugiriendo un aumento en el número de 

macrófagos en estos tejidos versus endometrios de mujeres Delgadas.   
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Sección V.1.6: Determinación de niveles proteicos de TNF-α, TNFR2 y 

CD68 en tejido endometrial en fase secretora del ciclo 

 

Ensayos realizados en endometrios secretores provenientes de mujeres obesas 

sin SOP y con SOP (Obesas y Obesas-SOP, respectivamente). Las 

características clínicas y metabólicas se muestran a continuación en la Tabla 5. 

En estos tejidos se determinó los niveles proteicos por IHQ de TNF-α, TNFR2 y 

CD68 (Figura A4).   

 
Tabla 5. Parámetros clínicos y metabólicos de pacientes Obesas y 
Obesas-SOP en fase secretora del ciclo menstrual  

IMC, Indice de Masa Corporal; T, Testosterona; SHBG, Globulina de unión a hormonas sexuales; IAL, 

Indice de Andrógenos Libres; A4, androstenediona; DHEAS, dehidroepiandrostenediona sulfato; 17-OH P4, 

17-Hidroxiprogesterona. *P value< 0,05 Obesas-SOP vs Obesas 
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Figura A4. Determinación de niveles proteicos y localización de TNF-α, TNFR2 y CD68 en tejido 
endometrial de mujeres Obesas y Obesas-SOP por IHQ. Microfotografías de endometrios 
provenientes de mujeres Obesas y Mujeres Obesas con SOP usados para la detección de TNF-α, 
receptor 2 de TNF-a (TNFR2) y CD68 (marcador de macrófagos), mediante ICQ. Los datos son 
presentados como media ± EEM (error estándar de la media) por cada grupo de estudio. Los valores 
corresponden al análisis semi-cuantitativo de la marca inmuno-positiva (flechas) a través de la 
herramienta IOD y son presentados como Unidades Arbitrarias (UA). Los datos corresponden a la 
media ± EEM (error estándar de la media) por cada grupo de estudio. *P value < 0.05 Obesas vs 
Obesas-SOP; n = 5 por grupo; Inserto: control negativo; Barra = 50 µm. 
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Sección V 2: Niveles proteícos de moléculas asociadas a la vía de 

señalización de adiponectina en cultivos de líneas celulares T-HESC y St-

T1b tratadas con insulina y testosterona  

 

Cultivos de células T-HESC y St-T1b tratadas con concentraciones 

suprafisiológicas de insulina y testosterona, fueron usadas para determinar los 

niveles proteicos y localización, mediante ICQ, de moléculas asociadas a la vía 

de adiponectina (adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2). Comparándo ambas líneas 

celulares, los resultados no muestran diferencias importantes con respecto a la 

respuesta frente al estímulo, observándose que la condición hiperandrogénica e 

hiperinsulínica induce una disminución de moléculas de la vía de adiponectina 

en éstas células (Figura A5).  
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Figura A5. Determinación de niveles proteicos y localización de adiponectina, AdipoR1 y 
AdipoR2 en cultivos de líneas T-HESC y St-T1b bajo condiciones hiperinsulínicas e 
hiperandrogénicas por ICQ. En la parte superior se muestran las microfotografías de cultivos T-
HESC o ST-T1b bajo una condición basal (medio sin suero) o tratadas con testosterona más insulina 
(T+I, 100 nM cada una) usados para la detección de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, mediante 
ICQ. En la parte inbferior se muestran la semi-cuantificación de la marca inmunoipositiva usando la 
herramiento IOD y son presentados como Unidades Arbitrarias (UA). Los datos son presentados 
como media ± EEM (error estándar de la media). Los valores corresponden a la media ± EEM (error 
estándar de la media) por cada grupo de estudio. *P value < 0.05; n = 3 en duplicado; Inserto: control 
negativo; Barra = 50 µm. 
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Sección IV.1 : Consentimientos Informados 
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