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INTRODUCCIÓN 

 

CRECIMIENTO INTRAUTERINO 

El crecimiento intrauterino es un proceso a partir del cual, luego de la formación del huevo 

o cigoto producida por la fecundación entre el oocito materno y el espermatozoide paterno, 

se forma un organismo pluricelular con órganos y tejidos bien diferenciados. 

Este proceso se divide en dos períodos: la embriogénesis durante la cual se forman los 

diferentes órganos, y el periodo fetal en el que se produce la maduración funcional y el 

crecimiento hasta alcanzar la adaptación a la vida fuera del útero materno (Carrascosa, 

2003). 

 

Crecimiento intrauterino en ratón 

La gestación del ratón dura entre 18,5 y 19,5 días en las hembras primíparas y entre 19 y 21 

días en las multíparas, dependiendo del estado físico y la constitución genética de la hembra 

(Benavides & Guénet, 2003). 

La gestación o desarrollo embrionario se divide en dos períodos: pre y postimplantatorio. 

El primer período comienza luego de la fecundación del oocito por el espermatozoide 

considerándose éste como el día 0 de gestación. El cigoto se dirige hacia el útero a lo largo 

del oviducto sufriendo sucesivas divisiones celulares dando origen al blastocisto, que se 

implantará en el útero en el día 4,5 de gestación (figura 1) (Hans & Bullock, 2004). 
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Figura 1: Período preimplantatorio. Representación del número y estructura celulares en 

los primeros días de gestación, desde la ovulación hasta la implantación. Modificado de 

Winslow 2001  

(https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Mouse_E0-E5.jpg). 

 

Luego de la implantación, comienza el período postimplantatorio (figura 2) que se 

caracteriza por una proliferación intensa y una diferenciación celular temprana generando 

los primeros tipos celulares. El trofoectodermo se diversificará produciendo un gran 

número de estructuras que darán lugar a la mayor parte de los tejidos que componen la 

placenta. La masa celular interna dará lugar al embrión y a algunos de los tejidos 

extraembrionarios (Wolpert, Cheryll & Arias, 2002). A partir del día 6,5 comienza la 

gastrulación, formándose las tres capas embrionarias: mesodermo, ectodermo y 

endodermo (Moore, 2020). Continuando con el desarrollo embrionario, comienza la 

organogénesis, que implica grandes cambios morfogenéticos. Al día 11 de gestación, se 

observan las estructuras de la mayoría de los órganos y la estructura básica del cuerpo ya 

está formada, mientras que en el día 12 se forma la placenta corioalantoidea definitiva. De 

esta manera, la organogénesis llega a su fin y comienza la etapa de crecimiento y desarrollo 

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/File:Mouse_E0-E5.jpg
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fetal a partir del día 13. En esta etapa, los órganos terminan de desarrollarse y de madurar. 

La diferenciación celular desciende y aumenta la proliferación, el feto crece y se desarrolla 

hasta el día del parto (Malassiné, Frendo & Evain-Brion, 2003). 

 

 

Figura 2: Período postimplantatorio. Desarrollo y crecimiento desde el día 6,5 hasta el día 

del parto (Modificado de Chaar, 2016). 

 

RESTRICCIÓN DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO 

Definición 

La restricción del crecimiento intrauterino (RCIU) se produce cuando hay alteraciones en la 

trayectoria del crecimiento fetal y el peso al nacer está por debajo del percentil 10 para la 

edad gestacional (Díaz, 2010). Esto implica que el feto no alcanza el potencial de 

crecimiento esperado debido a factores genéticos y/o ambientales (Murki, 2014), 

manifestándose con baja talla y/o bajo peso al nacer. Con este criterio, se consideran con 

RCIU a los nacidos a término con un peso menor a 2500 g o, según la edad gestacional, a los 

nacidos con un peso/longitud corporal menor al percentil 10 (Valsamakis, Kanaka-

Gantenbein, Malamitsi-Puchner & Mastorakos, 2006). 

 

Etiología 

La restricción del crecimiento intrauterino es una condición de origen multifactorial que 

puede ser causada por una gran variedad de patologías a nivel materno, fetal y placentario. 
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Los factores maternos incluyen enfermedades hipertensivas, autoinmunes, toma de 

medicamentos durante el período gestacional, estrés materno, desnutrición severa y otros 

como el consumo de tabaco, alcohol y/o abuso de drogas. Entre los factores fetales se 

encuentran aneuploidía, malformaciones, síndromes relacionados con una impronta 

genética anormal, parto prematuro y gestación múltiple. Los factores placentarios 

involucran condiciones a nivel anatómico, vascular, cromosómico y morfológico de este 

tejido (Maulik, 2006; Pimiento Infante & Beltrán Avendaño, 2015). 

Dentro de los factores maternos, los trastornos hipertensivos afectan entre un 30 a un 40% 

de los embarazos con RCIU, incluyendo preeclampsia e hipertensión crónica entre otros. En 

menor proporción, los trastornos inmunológicos y aquellos asociados al estilo de vida 

materno, también contribuyen al desencadenamiento de la RCIU ( Ødegård, Vatten,  Nilsen, 

Salvesen & Austgulen, 2000; Cuffe, O’Sullivan, Simmons, Anderson & Moritz 2012; Maulik, 

2006). 

A su vez, el exceso de glucocorticoides durante el embarazo y la sobreexposición del feto a 

estas hormonas ha sido asociado a la restricción del crecimiento fetal. En este sentido, las 

condiciones que requieren tratamiento con glucocorticoides prenatales, como la terapia 

obstétrica frente al riesgo de parto prematuro, el tratamiento de fetos con riesgo de 

hiperplasia adrenal congénita (Lajic, Nordenström & Hirvikoski, 2008) y la enfermedad 

inflamatoria o autoinmune materna preexistente, también son factores asociados a RCIU 

(Murphy y col., 2002). 

Si bien la mayoría de los casos están asociados a alguno de estos factores, hay un gran 

porcentaje en donde la causa de la restricción del crecimiento se desconoce (Dev, 2006). Es 

necesario tener en cuenta la diversidad de factores que pueden afectar al período 

gestacional y por consiguiente causar restricción del crecimiento del feto, para poder así 

establecer mejores métodos predictivos, preventivos y de manejo, de los embarazos con 

RCIU. 
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Epidemiología y relevancia 

Aproximadamente 20 millones de niños y niñas nacen por año con bajo peso, 

representando el 16,4% del total a nivel mundial. De estos, 14 millones tienen RCIU. Los 

nacidos con RCIU representan el 11% de todos los recién nacidos en los países en desarrollo, 

variando su incidencia según el país, las poblaciones y su etnia (Blencowe y col., 2019; 

Murki, 2014; de Onis, Blössner & Villar, 1998). La gran mayoría nacen en Asia, hasta un 25% 

en África y entre un 10 a 20% en América Latina (Murki 2014; de Onis y col., 1998). La 

incidencia de RCIU en muchos países es desconocida, sin embargo se estima que en general 

entre el 3 y el 10% de todos los niños nacen con RCIU (Gluckman & Hanson, 2006). 

A partir de datos obtenidos por la Organización Panamericana de la Salud, se determinó 

que la prevalencia del número de nacidos vivos con RCIU en Argentina sería del 7,3%  

(Pasqualini, 2009). Mientras que en nuestra provincia, la prevalencia documentada por el 

Hospital Materno Infantil Ramón Sardá fue del 6% en el año 2017, considerando como 

valor de corte el percentilo 10 para la edad gestacional (Scacchi et al., 2019). 

Nacer con RCIU se encuentra asociado a complicaciones de la salud tanto a corto plazo 

como a largo plazo en la vida adulta (Rybertt, Azua & Rybertt, 2016). Un 10,8% de la 

mortalidad infantil durante el primer año de vida está asociado directamente a bajo peso al 

nacer (Aspres, Bouzas & Sepúlveda, 2016). Los recién nacidos con bajo peso además tienen 

una elevada morbilidad asociada: pueden presentar asfixia perinatal, hipo e hiperglucemia, 

hipocalcemia e ictericia, entre otros. También complicaciones en el desarrollo del sistema 

nervioso (Murki, 2014).  Estudios realizados hasta los 2 años de edad demuestran que los 

niños con RCIU presentan diferencias significativas en cuanto al desarrollo psicomotor 

(Levine y col., 2015). En la adolescencia y adultez temprana, se ha visto una asociación entre 

nacer con bajo peso y presentar mayores problemas de comportamiento y menor 

desarrollo académico (Strauss, 2000). Por su parte, durante la adultez, haber nacido con 

bajo peso se ha asociado con mayores riesgos de presentar patologías como hipertensión, 

Parkinson (Huxley, Neil & Collins, 2002), diabetes tipo II (Sugden y col., 2001), 

hipercolesterolemia (Owen, 2005), obesidad (Oken & Gillman, 2003) e isquemia cardíaca  
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(Barker, Osmond, Forsén, Kajantie & Eriksson, 2005). Estas complicaciones se consideran 

adaptaciones permanentes en la fisiología y el metabolismo, programadas en un período 

crítico de la vida (el intrauterino), lo que resulta en un mayor riesgo de padecer 

enfermedades metabólicas y cardiovasculares en la adultez, lo que se conoce como la 

“hipótesis de Barker” (Barker, 2006; Murki, 2014; Rybertt y col., 2016). 

 

Diagnóstico 

Es importante la realización de controles durante la gestación ya que permiten identificar 

embarazos con RCIU y generar un diagnóstico etiológico. El diagnóstico puede realizarse 

por ultrasonido, que permite certificar la edad gestacional, el peso y la morfometría fetal 

con una sensibilidad del 70% (Bamfo & Odibo, 2011). También por ecografía doppler para 

el estudio de la circulación útero-placentaria y por cordocentesis para el diagnóstico de 

RCIU severo y de inicio precoz (Díaz, 2010). A su vez, es importante el diagnóstico de 

restricción en el recién nacido mediante la evaluación de los datos del peso al nacer, índice 

ponderal y el estado nutricional del neonato (Pérez Wulff y col.,2013). 

 

Prevención y tratamiento 

Existen algunas propuestas que apuntan principalmente a mejorar la calidad de vida 

durante la gestación y reducir la incidencia de RCIU (Bhutta y col., 2013), pero no se utilizan 

de manera estandarizada. Se propone la toma de suplementos proteínicos, de calcio u otros 

micronutrientes durante el embarazo (Imdad & Bhutta, 2012). También el reposo y una 

buena nutrición materna. El único tratamiento para la RCIU utilizado actualmente se basa 

en controlar el momento del parto para optimizar los resultados perinatales (Dall´Asta, 

Brunelli, Prefumo, Frusca & Lees, 2017). 
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FISIOLOGÍA DEL ESTRÉS 

El estrés es el conjunto de alteraciones que modifican la homeostasis y se produce en 

respuesta a situaciones amenazantes del medio interno o frente a alteraciones externas 

(Randall, Burggren, French, & Eckert, 1998). 

En condiciones de estrés, el organismo genera diferentes respuestas a través del sistema 

nervioso central y periférico (Charmandari, Tsigos & Chrousos, 2005). En primer lugar, hay 

una respuesta rápida del sistema nervioso autónomo promoviendo la liberación de 

neurotransmisores. También la estimulación de la médula adrenal para la liberación de 

catecolaminas hacia el torrente sanguíneo, lo que permite aumentar el gasto cardíaco, la 

tasa respiratoria, la gluconeogénesis y la lipólisis (Charmandari y col., 2005). Al mismo 

tiempo, el hipotálamo produce la hormona liberadora de corticotropina o CRH (del inglés 

Corticotropin Releasing Hormone), que junto a la vasopresina, estimulan la glándula 

pituitaria para producir y liberar corticotrofina o ACTH (del inglés AdrenoCorticoTropic 

Hormone) (Schneiderman, Ironson & Siegel, 2005). La activación del eje hipotalámico-

pituitario-adrenal (HPA), inicia una cascada de reacciones que promueve la síntesis y 

secreción de corticoides desde la corteza de las glándulas suprarrenales. Los 

glucocorticoides (GC) participan en el control de la homeostasis de los organismos, siendo 

los efectores finales del eje HPA (Chrousos, 2009; Vegiopoulos & Herzig, 2007). Para reducir 

el tiempo de exposición a glucocorticoides se inicia una retroalimentación negativa que 

inhibe las respuestas secretoras de la CRH y la ACTH (Charmandari y col., 2005) (Figura 3). 
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Figura 3: Esquema de la activación del eje hipotalámico-pituitario-adrenal. CRH: Hormona 

liberadora de corticotrofina; ACTH: Corticotrofina. 

 

Glucocorticoides 

Los corticosteroides son hormonas esteroideas producidas principalmente en la corteza de 

la glándula adrenal. Se clasifican en dos grupos: glucocorticoides y mineralocorticoides. 

Dentro del grupo de los GC se encuentran diferentes tipos, como la corticosterona que es 

el principal corticoide de los roedores y el cortisol, principal glucocorticoide en humanos. 

Los GC tienen numerosos efectos y pueden actuar en casi todas las células del cuerpo 

(Taves, Gomez-Sanchez & Soma, 2011). Estas hormonas regulan la actividad metabólica, la 

función inmune y el comportamiento (Sapolsky, Romero & Munck, 2000). 

La indicación más común para el uso de glucocorticoides durante la gestación es como 

terapia obstétrica frente al riesgo de parto prematuro. Se administran GC para la madurez 
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pulmonar fetal, lo que reduce la incidencia del síndrome de dificultad respiratoria. También 

son utilizados en el tratamiento prenatal de fetos con riesgo de hiperplasia adrenal 

congénita o como antiinflamatorios e inmunosupresores (Crowther & Harding, 2007). Sin 

embargo, el tratamiento con glucocorticoides prenatales es actualmente muy debatido. A 

pesar de su beneficio inequívoco en la reducción de la mortalidad y la morbilidad neonatal, 

la administración de dosis repetidas provoca anormalidades en el crecimiento y el 

desarrollo, de manera que puede aumentar la mortalidad y reducir el peso al nacer 

(Benediktsson, Lindsay, Noble, Seckl, & Edwards, 1993; Crowley, 1996; Unek, Lindsay, 

Noble, Seckl & Edwards, 2012). 

Los glucocorticoides son hormonas liposolubles que atraviesan la membrana celular y se 

unen a receptores específicos llamados receptores de glucocorticoides o GR (del inglés 

Glucocorticoid Receptor). Estos receptores se encuentran libres e inactivos en el citoplasma. 

La unión con la hormona provoca un cambio de conformación y su translocación hacia el 

núcleo, donde interactúan con elementos específicos de respuesta a glucocorticoides o 

GREs (del inglés Glucocorticoid Responsive Elements). En el núcleo inducen la transcripción 

de múltiples genes (Lunghi y col., 2010; Schaaf & Cidlowski, 2002). 

Los glucocorticoides endógenos o naturales presentan un grupo de análogos sintéticos que 

se utilizan en la terapia obstétrica, como la dexametasona, la prednisona y la betametasona 

(Unek y col., 2012). Estos glucocorticoides sintéticos no son sustrato de la enzima 11β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 u 11β-HSD2 (del inglés 11β-Hydroxysteroid 

Dehydrogenase 2), que es la encargada de inactivar su acción mediante su conversión en 

metabolitos inactivos (Seckl, Cleasby & Nyirenda,  2000). Se ha sugerido que el medio fetal 

hipocortisólico creado por la acción de la 11β-HSD2 placentaria es crucial para la 

maduración del eje HPA fetal (Mune, Rogerson, Nikkilä, Agarwal & White, 1995). Asimismo, 

se ha observado asociación entre el bajo peso al nacer y la función reducida de la 11β-HSD2 

placentaria en bebés prematuros (Kajantie y col., 2003). La placenta protege al feto de la 

sobreexposición a los glucocorticoides maternos, de manera que las concentraciones de 

cortisol que alcanzan al feto son mucho más bajas que los niveles de hormona en la 
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circulación materna (Benediktsson y col., 1993). A diferencia de los glucocorticoides de baja 

potencia, la dexametasona puede atravesar la placenta y afectar directamente el desarrollo 

y crecimiento fetal (Wills, Gunn, Axelrad & Tu, 2019). 

 

Estrés prenatal, desarrollo y crecimiento fetal 

La activación del eje HPA forma parte de las respuestas adaptativas y necesarias para la 

maduración y el crecimiento del feto (Sandman, Davis, Buss & Glynn, 2011). La actividad 

endócrina del eje está aumentada durante la gestación debido a que la placenta libera CRH, 

estimulando continuamente el funcionamiento del eje HPA. Los niveles de estas hormonas 

aumentan a medida que avanza la gestación (Brunton, Russell & Douglas, 2008).  

Por otro lado, el estrés materno afecta el medio intrauterino y tiene efectos perjudiciales 

sobre crecimiento fetal. Patologías como RCIU y preeclampsia se encuentran asociadas a 

alteraciones de la enzima 11β-HSD2 placentaria y/o al exceso de glucocorticoides (Bertram 

y col., 2001). Factores de estrés como una alimentación inadecuada, alteraciones del sueño 

y el descanso, el estrés postraumático, la violencia o los problemas laborales pueden 

provocar la sobreexposición del feto al exceso de GC y causar alteraciones en su curva de 

desarrollo y crecimiento (Briffa y col., 2017).  

 

PROLIFERACIÓN CELULAR Y APOPTOSIS 

Durante la gestación, la placenta tiene una capacidad dinámica de autorenovación, donde 

el equilibrio entre la proliferación y la muerte celular es clave. El ciclo celular eucariota es 

regulado por la actividad coordinada de una familia de quinasas dependientes de ciclinas 

(CDKs, del inglés Cyclin-dependent kinases). Las quinasas son reguladas positivamente por 

ciclinas y negativamente por inhibidores de CDK (Sherr & Roberts, 1995). La correcta 

expresión y acción de los reguladores de la mitosis es muy importante ya que el desarrollo 

y función de la placenta requieren de una fina coordinación entre los procesos de 

proliferación y diferenciación celular.  
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La apoptosis es un fenómeno biológico fundamental que se produce en la placenta en 

situaciones tanto fisiológicas como patológicas. Estudios previos indican que en la decidua 

materna la apoptosis es importante para otorgar inmunidad y proteger a las células fetales, 

mientras que en las vellosidades participa en la regulación del crecimiento placentario 

(Jerzak & Bischof, 2002). 

Proliferación celular 

El proceso por el cual las células se duplican y dan lugar a la formación de dos células nuevas 

se conoce como ciclo celular (ver figura 4). Se inicia con células en reposo o en fase G0, que 

para ingresar en el ciclo deben ser estimuladas por factores de crecimiento. El ciclo 

comienza con la primera fase de crecimiento (G1), en la cual la célula se prepara para 

dividirse. La célula evalúa las condiciones externas (adhesión o factores tróficos) e internas 

(correcta dotación de elementos celulares, segregación correcta de cromosomas) como 

punto de control para continuar el ciclo celular o detenerlo. Para hacerlo, entra en la fase S 

en la cual se sintetiza una copia de todo el ADN. Una vez duplicado el ADN, la célula ingresa 

en la fase G2, en la cual las células aumentarán en tamaño, y los centrosomas duplicados 

durante la fase S, se dirigirán hacia polos opuestos para formar posteriormente el huso 

mitótico. De esta manera, el material genético se condensa y se prepara para la división 

celular durante el período de mitosis (fase M). La célula se divide en dos células hijas, 

otorgándole una copia de su material genético a cada una. Finalmente, si las células 

continúan en proliferación, todo el ciclo celular comienza nuevamente para cada una de 

ellas (Lagunas, Mendiola & Cruz, 2015).  
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Figura 4: Fases y proteínas reguladoras del ciclo celular. (Adaptado de Aires & Dos Santos, 

2015) 

La división celular y el progreso del ciclo están finamente controlados por distintos 

mecanismos que aseguran que se produzca correctamente. Para ello, posee puntos de 

control estrictos en cada una de sus etapas, los cuales permiten la progresión del ciclo si no 

se encuentra ningún error (Bartek & Lukas, 2001). 

En mamíferos, el progreso del ciclo celular depende de eventos altamente ordenados, 

controlados por ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Kastan & Bartek, 2004). 

Cada fase del ciclo celular requiere de la activación de al menos un complejo CDK específico 

a través de la unión de su subunidad reguladora complementaria conocida como ciclina. 

Esta unión provoca cambios conformacionales dependientes de fosforilaciones de la 

subunidad catalítica (Matsuoka, Kato, Fisher, Morgan & Sherr, 1994), así como la 

eliminación de inhibidores ubicados en el sitio activo de las CDKs (Krek & Nigg, 1991).  

Dentro de los inductores del ciclo se encuentra la ciclina B1 (Wang y col., 2014). Esta ciclina 

se asocia a quinasas formando el complejo Ciclina B1/CDK1, que regula específicamente la 

entrada a la fase de mitosis (Nurse, 1990). Este complejo es capaz de sincronizar diferentes 

eventos en la mitosis, como la condensación de los cromosomas, la ruptura de la envoltura 

nuclear, la separación del centrosoma y el ensamblaje del huso polar (Takizawa & Morgan, 
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2000). La fosforilación de proteínas de la envoltura nuclear por el complejo de ciclina B1 

hace que se disocie, comprometiendo su identidad estructural, lo que permite el acceso de 

los cromosomas al huso mitótico (Heald & McKeon, 1990). 

Otra proteína que induce la proliferación celular es la ciclina D3, miembro de la familia de 

las ciclinas D. Esta ciclina funciona como una subunidad reguladora de las quinasas CDK4 o 

CDK6, cuya actividad es necesaria para la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular 

(Inaba y col., 1992).  

El factor de proliferación celular PCNA (del inglés Proliferating cell nuclear antigen), es una 

proteína nuclear que se sintetiza en la fase G1 temprana y que alcanza su máxima expresión  

en la fase S del ciclo celular (McCarty, 2007). Favorece la síntesis y reparación del ADN 

debido a que es un cofactor de la ADN polimerasa (Giordano y col., 1991). Por su 

participación en la vía de reparación de los ácidos nucleicos, se la considera una proteína 

antiapoptótica.  

Los inhibidores de CDK (CDKIs) pueden regularse en respuesta a diversas señales fisiológicas 

como factores de crecimiento, citoquinas, contacto célula-célula o en respuesta al daño del 

ADN, entre otros. Los CDKIs detienen la división celular por inhibición estérica bloqueando 

el acceso a sustratos o por desestabilización del complejo CDK-ciclina (White & Dalton, 

2005). Dentro de los CDKIs se encuentra p16, que pertenece a la familia INK4 (inhibidores 

de la quinasa dependiente de ciclina 4). P16 se une a los complejos ciclina/CDK4 o 

ciclina/CDK6, bloqueando su actividad e impidiendo que continúe el ciclo celular entre la 

fase G1 y S (Tsellou, Michailidi, Pafiti & Troungos 2008). Mientras que, la proteína 57 (p57) 

pertenece a la familia CIP (proteínas inhibidoras de ciclinas dependientes de quinasas), y es 

un potente inhibidor de las Cdks de las fases G1 y S (ciclina A/CDK2, ciclina B/CDK2 y ciclina 

E/CDK2).  De esta manera regula la transición de las fases G1/S. En las células de mamíferos, 

esta proteína se localiza en el núcleo y su sobreexpresión provoca una detención completa 

del ciclo celular en la fase G1 (Lee, Reynisdottir & Massague, 1995).  
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Apoptosis  

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fundamental para el 

mantenimiento de la homeostasis en organismos multicelulares (Erel, Dane, Calay, Kaleli & 

Aydinli, 2001). Además de ser un mecanismo activo en condiciones normales, también está 

asociada a ciertas patologías.  

Los cambios morfológicos celulares característicos de la apoptosis son: la fragmentación y 

condensación de la heterocromatina, y la formación de cuerpos apoptóticos que 

contendrán el ADN, las organelas y el citoplasma celular. Estos cuerpos apoptóticos son 

múltiples, esféricos y rodeados de membrana (Kerr & Wyllie, 1972; Spanos y col., 2002), 

que son luego fagocitados por células vecinas (Hardy, 1999). La apoptosis también involucra 

cambios bioquímicos como la activación de caspasas y cambios a nivel de la membrana 

celular. Por ejemplo, la exposición del fosfolípido fosfatidilserina (PS) hacia el lado externo 

de la membrana celular permite el reconocimiento temprano de las células apoptóticas por 

parte de los macrófagos, resultando en la fagocitosis sin liberación de componentes 

proinflamatorios. Luego de este evento, ocurre la ruptura del ADN y la formación de los 

cuerpos apoptóticos (Daniel, 2012; Kummar y col., 2010). 

 

Vías de señalización 

La apoptosis puede ser iniciada por dos vías (ver figura 5), intrínseca o extrínseca. Ambas 

vías dependen de la activación secuencial de un grupo de enzimas que pertenecen a la 

familia de cisteína-proteasas específicas de ácido aspártico, conocidas como caspasas. Las 

caspasas activas clivan proteínas celulares y rompen la estructura nuclear y el citoesqueleto, 

así como también activan a las DNAsas (Daniel, 2012). Las caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10) 

se activan durante la etapa temprana de la apoptosis mientras que sus blancos moleculares 

o caspasas efectoras (3, 6 y 7) lo hacen al final (Heazell & Crocker 2008; Kadyrov, Kingdom, 

& Huppertz, 2006).  

La vía de señalización extrínseca se activa a partir de ligandos, como el ligando Fas o el factor 

de necrosis tumoral TNF-α (del inglés Tumor Necrosis Factor), que interactúan con 
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receptores transmembrana que pertenecen a la superfamilia de receptores de TNF (Sharp 

Heazell, Crocker & Mor 2010). Estos últimos, tienen un dominio de muerte intracelular que 

recluta proteínas adaptadoras, las cuales a su vez reclutan caspasas. En el sistema Fas/FasL, 

la unión de Fas con su ligando recluta múltiples proteínas adaptadoras como FADD, la cual 

se dimeriza y asocia con la procaspasa 8. La concentración de estas proteínas en este 

complejo proteico denominado DISC permite que la caspasa 8 se autoactive por proteólisis, 

para posteriormente clivar a la caspasa 3 efectora e iniciar la fase de ejecución de la 

apoptosis (Green & Llambi, 2015; Schneider & Tschopp, 2000).  

Por otro lado, la vía intrínseca o mitocondrial, puede ser activada por daño irreparable del 

ADN, hipoxia, ausencia de factores de crecimiento o estrés oxidativo severo, entre otros 

(Bratton & Salvesen, 2010). En este mecanismo se producen alteraciones de la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, lo que genera la formación de poros 

transitorios y la liberación al citoplasma de factores proapoptóticos como el citocromo c 

(Cit c) y Apaf-1. (Danial & Korsmeyer, 2004; Hail, Carter, Konopleva, & Andreeff, 2006). Una 

vez que el citocromo c se une a Apaf-1 y procaspasa-9, se forma un apoptosoma. Este 

complejo activa la caspasa 9 generando la activación de las caspasas efectoras 3 y 7 (Green 

& Llambi, 2015). 

Esta vía de señalización se encuentra regulada por un grupo de proteínas que pertenecen a 

la familia Bcl2, la cual se divide en proteínas proapoptóticas como Bax que aumenta la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial, y antiapoptóticas como Bcl2 que bloquea la 

liberación del citocromo c  (Wyllie, 1995).  
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Figura 5: Vía intrínseca y extrínseca del proceso de apoptosis. 

(Modificado de https://viralzone.expasy.org/913?outline=complete_by_species). 

 

Proliferación celular y apoptosis placentaria en la RCIU 

Durante la gestación, es importante una buena regulación entre proliferación celular y 

apoptosis tanto para el desarrollo de la placenta como del embrión. Sin embargo, en 

diversas situaciones patológicas, ocurren desregulaciones o alteraciones de estos procesos. 

Un estudio en un modelo de RCIU por administración de glucocorticoides muestra 

alteraciones en el desarrollo y la función placentaria, así como también modificaciones en 

las proteínas del ciclo celular y aumento en los niveles de apoptosis, con la consecuente 

reducción del peso placentario (Braun y col., 2015). 

Si bien es necesaria la apoptosis de células placentarias durante la gestación (Smith, Baker, 

& Symonds,  1997b), se ha registrado un aumento significativo de las tasas de apoptosis en 

placentas de embarazos con RCIU (Vogt Isaksen, 2004). En particular se ha observado un 

aumento de los niveles de proteínas proapoptóticas como Bax (Karowicz Bilińska, Szczerba, 

Kowalska Koprek, Nawrocka Kunecka & Grzegorz, 2009), p53 (Heazell, Alexander, Sharp, 

https://viralzone.expasy.org/913?outline=complete_by_species
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Baker & Crocker, 2011) y caspasa 3 (Endo, Okamoto, Yamada, Nikaido & Tanaka, 2005). 

También una disminución en los niveles de proteínas antiapoptóticas como Bcl2 (Börzsönyi 

y col., 2013).  

Por otro lado, Greenwood y col. encontraron en un modelo en ovejas una disminución en 

la proliferación celular en placentas de fetos con restricción del crecimiento intrauterino 

(Greenwood, Slepetis, Bell & Hermanson 1999). También en seres humanos se observó una 

reducción en la proliferación de células del trofoblasto en placentas con RCIU (Chen, Bajoria, 

& Aplin, 2002). En ratas, la administración de dexametasona prenatal provoca RCIU y 

alteraciones en la proliferación celular placentaria. Los niveles proteicos de ciclina D3 

(Nogami, Hiraoka & Aiso, 2016) y de PCNA están disminuidos en placentas de fetos 

provenientes de hembras tratadas con dexametasona (Ozmen, Unek & Korgun,  2017). 

También se observó en placentas con RCIU un aumento en los niveles de los inhibidores 

p57 y p27 (Er y col., 2015; Unek, Ozmen, Kipmen-Korgun & Korgun, 2012).  

 

AUTOFAGIA 

La autofagia es un proceso celular catabólico que ocurre en casi todos los tejidos de los 

mamíferos (Grumati y col., 2011), que involucra la degradación de los componentes del 

citoplasma como organelas, proteínas y lípidos (Zhang, 2015). Las proteínas y organelas son 

envueltas en vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas, las cuales se fusionan 

con lisosomas generando autofagolisosomas, donde se produce la degradación del 

contenido intracelular (Hung y col., 2012) (ver figura 6).  

Este proceso cumple un rol crítico en el desarrollo de los tejidos, la diferenciación y la 

homeostasis celular en condiciones fisiológicas, y su desregulación se encuentra 

relacionada con diversas patologías (Papáčková & Cahová, 2014). La autofagia también 

puede activarse ante diferentes formas de estrés, como la deficiencia de nutrientes o la 

hipoxia (Levine y Klionsky 2004), como un mecanismo de protección para la supervivencia 

celular. Este proceso permite eliminar componentes dañados o dañinos a través del 

catabolismo y el reciclaje, y así mantener la homeostasis celular (Schiavi & Ventura, 2014). 
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Comienza con la fase de inducción, el alargamiento y la fusión de un saco de membrana 

denominado fagóforo, que envuelve los componentes citoplasmáticos. Se cree que 

diferentes compartimentos contribuyen con proteínas y lípidos, como el retículo 

endoplasmático rugoso, el aparato de Golgi o las mitocondrias (Papáčková & Cahová, 2014). 

ULK es un complejo de quinasas que participa de esta primera etapa, activando por 

fosforilación a la proteína Beclina 1 (o ATG6), que forma parte del complejo iniciador de la 

nucleación del fagóforo. Para continuar con su expansión, actúan ciertas proteínas (ATG5, 

ATG12, ATG16) denominadas ATGs (del inglés autophagy-related), y la proteína LC3 (del 

inglés Microtubule-associated protein light chain 3). Esta última, se sintetiza como pro-LC3, 

se convierte en su forma activa LC3 I, y luego en LC3 II al translocarse a la membrana del 

autofagosoma y conjugarse con el lípido fosfatidiletanolamina (PE). El PE-LC3 o LC3 II en la 

membrana del autofagosoma permite la fusión de las membranas lipídicas (Mizushima, 

2004). Es así que la formación del autofagosoma depende al menos de dos complejos 

moleculares, LC3 II y ULK (Into, Inomata, Takayama & Takigawa, 2012). La detección de la 

proteína LC3 II se utiliza como marcador de autofagia (Mizushima, 2004).  

Una vez que la doble membrana se cierra por completo da lugar a la formación del 

autofagosoma (Pankiv y col., 2007) que madura y se fusiona con un lisosoma, orgánulo que 

contiene enzimas hidrolíticas que se encargan de la degradación del material celular. 

Finalmente, los productos finales de esta degradación, como los aminoácidos, los ácidos 

grasos, los azúcares y los nucleótidos, salen al citoplasma a través de transportadores, 

donde pueden ser reciclados y utilizados nuevamente en procesos celulares (Boya, 2017).  

 

Figura 6: Fases de la autofagia (Boya, 2017). 
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Vías regulatorias de la autofagia 

Entre los principales eventos que una célula detecta para aumentar los niveles de autofagia 

se encuentran el mal plegamiento de proteínas, la presencia de organelas dañadas, la 

carencia de nutrientes o la hipoxia (Costas & Rubio, 2017). Existe una compleja red de vías 

de señalización que intervienen en la regulación del proceso de autofagia, siendo las 

quinasas principales mTOR (del inglés mammalian Target of Rapamycin) y AMPK (proteína 

activada por AMP (ver figura 7).   

 

Figura 7: Regulación de la autofagia (Modificado de https://www.ibiantech.com/la-

autofagia-la-inmunidad-innata/). 

MTOR es una serina treonina quinasa que se expresa en las células eucariotas (Brown y col., 

1994). Es un sensor intracelular que integra señales metabólicas transmitidas por factores 

hormonales, estrés, disponibilidad de nutrientes y estado energético de la célula. Regula 

numerosos procesos celulares, incluyendo la transcripción génica, el metabolismo de 

proteínas, el ciclo celular y la organización del citoesqueleto (Schmelzle & Hall, 2000; Kahn 

https://www.ibiantech.com/la-autofagia-la-inmunidad-innata/
https://www.ibiantech.com/la-autofagia-la-inmunidad-innata/
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& Myers, 2006). MTOR forma dos complejos multiproteicos (I y II). Hay una señalización 

sensible a rapamicina y dependiente de nutrientes mediada por el complejo I y otra 

insensible a rapamicina y dependiente de insulina (vía el complejo II) (Kim y col., 2003). 

Cuando no hay activación de la autofagia, el complejo I (TORC1) inactiva el complejo ULK1 

por fosforilación. Frente a deprivación de nutrientes, estrés o falta de factores de 

crecimiento, se inhibe mTOR y se estimula el proceso catabólico de autofagia para la 

obtención de energía (Shintani & Klionsky, 2004; Meijer & Codogno, 2006). En relación a 

esto, se ha visto que la disminución de mTOR aumenta la formacion de autofagosomas 

inducida por rapamicina, sugiriendo que mTOR previene la autofagia (Iwamaru y col., 2007). 

Por otro lado, AMPK es un complejo que se activa por un aumento en la relación AMP/ATP, 

y frente a bajos niveles de ATP (López Alegre, 2015), cumpliendo la función de sensor del 

estado energético de la célula. Puede activar mecanismos de señalizacion para aumentar 

los niveles de glucosa, la glicólisis, la oxidación de ácidos grasos y colesterol, la 

gluconeogénesis, la síntesis de glicógeno, y la síntesis de proteínas (Hardie, Hawley & Scott, 

2006). Ante falta de glucosa, AMPK promueve la autofagia activando por fosforilación 

directamente a ULK-1 (Kim, Kundu, Viollet & Guan, 2011) y mediante la inhibición de mTOR. 

Si bien Bcl2 es una conocida proteína antiapoptótica, también puede regular la autofagia. 

La unión de Bcl2 a la proteína Beclina-1 produce la ruptura del complejo formado por la 

Beclina-1 necesario para el inicio de la autofagia (Into y col., 2012). 

 

Autofagia placentaria y RCIU 

La autofagia es importante para mantener la supervivencia como también para inducir la 

muerte celular. Su equilibrio en los tejidos es importante debido a que tasas excesivamente 

altas o bajas pueden llevar a la muerte celular (Gong & Kim, 2014).  

Estudios realizados en placentas de embarazos con RCIU muestran un aumento en las tasas 

de autofagia placentaria. Se han observado en estas placentas mayores niveles de LC3 II, de 

Beclina-1 y mayor formación de autofagosomas, así como cambios en la expresión de 

proteínas de la familia ATG (Curtis, Jones, Garrod, Hulme & Heazell, 2013; Hung y col., 
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2012). Asimismo, niveles disminuidos de mTOR y de Bcl2 se detectaron en placentas 

humanas de embarazos con RCIU (Roos y col., 2007; Roos, Powell & Jansson, 2009). 

 

ANIMALES EN ESTUDIO 

Los modelos animales resultan de gran importancia para la investigación científica, 

permitiendo el estudio de múltiples aspectos de la fisiología y patología humana. Por 

ejemplo, complicaciones del embarazo como pérdidas tempranas, RCIU o preeclampsia. 

Alrededor del 90% de los animales utilizados en investigación son roedores, principalmente 

ratones y ratas. Este trabajo se llevó a cabo utilizando ratones (Mus musculus) de la cepa 

albina BALB/c. 

 

Características generales 

El ratón de laboratorio es uno de los modelos biológicos más utilizados en investigación 

debido a que cumple ciertas características útiles para su uso. Por un lado, posee un tamaño 

pequeño apropiado para la crianza y manipulación (de 9 a 12 cm de longitud y un peso entre 

20 y 35 g según el sexo y la cepa) haciendo que los requerimientos de espacio y alimentación 

para su mantenimiento y reproducción sean mínimos. Por otro lado, se reproducen todo el 

año, y los períodos de gestación son breves (18,5 a 21 días). Se destetan a los 21 días de 

edad, las camadas son numerosas, son sexualmente maduros a las 8 semanas de edad, y 

son lo suficientemente longevos (viven en promedio 24 meses) (Phifer-Rixey & Nachman, 

2015). Además, son mamíferos euterios, por lo que poseen un genoma muy similar al de los 

seres humanos. 

Este modelo de mamífero es utilizado para estudiar una amplia variedad de procesos 

fisiológicos y enfermedades, incluidas aquellas asociadas al metabolismo, al desarrollo y la 

reproducción, los trastornos neurológicos e inmunes, entre otros (Morse, 2007). 
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Características reproductivas 

En el laboratorio, con alimento ilimitado y buenas condiciones ambientales, las hembras 

pueden reproducirse durante todo el año (Firman y Simmons 2008; Morse 2007). 

El ciclo reproductivo del ratón es estral. Las hembras son poliéstricas continuas, es decir, 

presentan ciclos consecutivos durante todo el año que sólo son interrumpidos por los 

períodos gestacionales. El ciclo estral dura de 4 a 6 días y se divide en 4 fases: proestro, 

estro, metaestro y diestro. El estro se define como el periodo de receptividad sexual que 

dura entre 8 y 12 h y finaliza con la ovulación. Los ciclos son muy sensibles a los cambios 

ambientales de temperatura, humedad y luz-oscuridad, ya que son dependientes de los 

niveles de hormonas circulantes. 

Luego del coito, el esperma del macho coagula dentro de la vagina formando un tapón 

vaginal. La presencia del tapón suele utilizarse como punto de referencia para establecer el 

inicio de la gestación. Nosotros particularmente definimos el día que observamos el tapón 

como día cero de gestación. 

En la cepa utilizada en este trabajo, BALB/c, la gestación tiene una duración de 19 días (el 

día 0 es el día en que se observa el tapón y el día 19 el día en que se produce el parto). Como 

el ratón es una especie de ovulación múltiple, permite gestar varios fetos en la misma 

preñez. El eventual aborto de uno de los fetos no impide la llegada a término de los otros, 

por lo que se considera una ventaja evolutiva y permite realizar estudios sobre 

reproducción (Benavides & Guénet, 2003). 

Luego del parto, la hembra devora la placenta, cuida y acicala las crías recién nacidas. 

También realiza la construcción del nido, cuida que las crías permanezcan en él 

otorgándoles calor, las alimenta, las limpia, las atiende y las defiende. Hay que considerar 

que también puede ocurrir que la hembra abandone las crías por falta de estímulo para la 

lactación, o que incluso se las coma. 

Durante el período de lactancia ocurre el desarrollo del pelaje, la aparición de los dientes, 

la apertura del conducto auditivo externo y de los ojos. Entre los días 13 y 14, las crías, 
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comienzan a ingerir alimento sólido y agua del bebedero. Se las desteta a los 21 días de 

edad. 

 

Modelos experimentales para el estudio de RCIU 

Los modelos animales de restricción del crecimiento intrauterino son muy importantes para 

estudiar diversos eventos que determinan el crecimiento y el desarrollo fetal. Los roedores 

tienen RCIU espontánea y, además, es factible modelar esta patología en rata y ratón. Estos 

animales son muy utilizados para estudiar la RCIU debido a que se encuentran 

estrechamente relacionados con el ser humano a nivel genético, bioquímico y fisiológico. 

Una de las maneras de modelar la RCIU es induciéndola por estrés prenatal. Por ejemplo, 

las hembras preñadas se someten a estrés físico a través de inmovilización, ruido y luces 

parpadeantes, descargas eléctricas o manipulación del animal. También al estrés 

psicológico a través del  hacinamiento o el aislamiento social, entre otros (Huizink, Mulder, 

& Buitelaar, 2004; Maccari y col., 2003). 

Otra manera de inducir RCIU por estrés prenatal es aumentando los niveles circulantes de 

las hormonas del estrés en el organismo, administrando glucocorticoides. Estos modelos 

son variables según el corticoide, las dosis, las vías y los días de gestación en los que se 

administra (Plant & Zeleznik, 2015).  

Si bien se reconoce que los glucocorticoides son de gran importancia fisiológica durante el 

desarrollo embrionario normal (Harris & Seckl, 2011), hay una gran cantidad de datos que 

muestran que la exposición al exceso de glucocorticoides durante el embarazo se 

correlaciona con un menor peso al nacer (Meaney, Szyf & Seckl, 2007). Los modelos de 

administración prenatal de glucocorticoides también imitan el exceso de glucocorticoides 

circulantes que se produce con el tratamiento de enfermedades reumáticas e inflamatorias 

maternas (McDonough, Curtis & Saag, 2008) o en el caso de la terapia obstétrica para 

embarazadas con riesgo de parto prematuro (Kay, Bird, Coe & Dudley,  2000). 

Previamente en nuestro laboratorio se desarrolló un modelo in vivo de RCIU en ratón por 

sobreexposición a glucocorticoides. El modelo consiste en la administración de 8 mg/kg/día 
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(s.c.) de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación. Esta dosis de dexametasona induce 

restricción del crecimiento fetal. En día postnatal 1 así como en los días 16, 17 y 18 de 

gestación, se registró un aumento en las tasas de restricción del crecimiento y una 

disminución en el peso promedio de los fetos y de las placentas (Arias, tesina de grado 

2017). 

 

TEJIDO EN ESTUDIO: LA PLACENTA 

 

La placenta es un órgano transitorio que se desarrolla durante la gestación. Es la conexión 

entre el feto y la madre, que permite el transporte de gases, nutrientes y residuos (Gong & 

Kim, 2014). También otorga una protección entre el feto y el sistema inmune materno, y 

produce y secreta hormonas, citoquinas y moléculas de señalización (Malassiné y col., 

2003). Luego del nacimiento, todas estas funciones son realizadas por los distintos sistemas 

de órganos. De esta manera, la placenta promueve el desarrollo normal del feto, 

respondiendo a los requisitos nutricionales, metabólicos, endócrinos y vasculares del 

mismo. 

 

Histología placentaria 

La placenta definitiva en ratones es de tipo discoide. En su lado materno se encuentra 

asociada al endometrio que se transforma en la decidua basal, y del lado fetal se encuentra 

unida al cordón umbilical que la conecta con el feto (Georgiades, Fergyson-Smith & Burton, 

2002). 

Se compone de un epitelio externo que deriva del trofoblasto, de una red vascular 

subyacente y del estroma. Desde el punto de vista funcional e histológico se pueden 

distinguir distintas capas, cada una de las cuales posee diferentes tipos de interacción 

materno-fetal (figura 8) (Bolon, 2014; Qu, McDonald, Whiteley, Bainbridge & Adamson, 

2014; Simmons, 2014): 
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Figura 8: Corte histológico de la placenta de ratón en día 17,5 de gestación. Distinción de 

los cuatro compartimientos de la placenta. Se observa la decidua, la zona de unión, el 

laberinto y la placa coriónica separadas por una línea punteada color blanco (Modficado de 

Qu y col., 2014). 

 

-Decidua: es la capa más alejada del feto que constituye el lado materno de la placenta y 

está formada por la decidua basal (zona de implantación del blastocisto tardío) que rodea 

a la zona de unión. La mayor parte de este compartimento contiene células del estroma 

endometrial (células deciduales), las cuales secretan hormonas, factores de crecimiento y 

citoquinas, y pueden funcionar como fagocitos durante la remodelación placentaria. La 

decidua también posee células del sistema inmune materno que brindan inmunidad (NK o 

células “asesinas” naturales uterinas) (Bolon, 2014; Simmons, 2014). 

-Zona de unión: también conocida como capa de espongiotrofoblasto, se encuentra 

adyacente a la decidua y cumple funciones endócrinas muy importantes. Esta zona que 

carece de vasos sanguíneos fetales, pero que es atravesada por vasos sanguíneos maternos 

(Georgiades y col., 2002), contiene células del trofoblasto parietal, gigantes y glucogénicas 

(Qu y col., 2014). 

-Laberinto (lado fetal): es la región donde se produce el intercambio materno-fetal 

(nutrientes, gases y residuos) y para tal fin contiene redes vasculares muy ramificadas (Qu 

y col., 2014). Los canales sanguíneos se encuentran delimitados por tres capas de células 
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trofoblásticas: dos capas de sincitiotrofoblasto en contacto con el endotelio fetal y una capa 

de citotrofoblasto que se encuentra en contacto con la sangre materna (Malassiné  y col., 

2003). Las vellosidades coriónicas se conectan formando una especie de laberinto 

(Chavatte-Palmer & Tarrade, 2016). 

-Placa coriónica: se ubica adyacente a la cavidad amniótica y al cordón umbilical. 

Comprende la pared del corion y las vellosidades coriónicas que surgen de esa región, las 

cuales permiten el intercambio entre la sangre materna y fetal (Qu y col., 2014). 

 

Desarrollo y funciones principales 

La placenta de ratón se desarrolla a partir de la unión del saco vitelino con el corion 

(coriovitelina), y luego evoluciona fusionándose con el alantoide para convertirse en una 

placenta corioalantoidea hacia el día 11,5 de gestación (Malassiné y col., 2003). 

Dentro de las funciones principales de este órgano se encuentra la función de intercambio 

(Watson & Cross, 2005). De la madre al feto pasan sustancias nutritivas como oxígeno, 

glucosa, aminoácidos, vitaminas, hormonas y anticuerpos. Mientras que del feto a la madre 

se produce el intercambio de desechos como la urea o el dióxido de carbono (Gude, 

Roberts, Kalionis & King, 2004). Además, otra función importante es la producción de 

hormonas como lactógeno y proliferina en ratón, mientras que la placenta humana secreta 

gonadotrofina coriónica, progesterona, estrógeno y lactógeno placentario (Roa, Smok S & 

Prieto, 2012). Así como permite el paso de anticuerpos desde la madre, que son 

importantes para generar inmunidad al feto frente a determinados antígenos, también 

cumple función de barrera inmunológica, brindando protección al feto frente a la respuesta 

inmune materna (Moffett & Loke, 2006). 

Se ha demostrado que la placenta de ratón y la humana, aunque muestran diferencias 

morfológicas y endócrinas (Malassiné y col., 2003), presentan analogías genéticas, 

bioquímicas y fisiológicas (Dilworth & Sibley, 2013). Por ello, es frecuente el uso de modelos 

en ratón para el estudio de patologías gestacionales vinculadas a disfunción placentaria. 
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Placenta y RCIU 

Evidencia epidemiológica ha demostrado una asociación entre la restricción del crecimiento 

fetal y alteraciones placentarias a nivel estructural y funcional (Vedmedovska, Rezeberga, 

Teibe, Melderis & Donders, 2011). En placentas humanas de fetos con RCIU disminuye tanto 

el área superficial del sincitiotrofoblasto como el volumen del espacio intervelloso, además 

del número y el volumen de las vellosidades placentarias (Mayhew y col., 2003). A nivel 

molecular, se ven alterados los niveles de ciertos transportadores de aminoácidos, de 

glucosa, de ácidos grasos libres y los transportadores iónicos como la bomba ATPasa Na+/K+ 

(Sibley y col., 2005). 

Ensayos en animales en circunstancias de sobreexposición a glucocorticoides describen 

restricción del crecimiento placentario (reducción de tamaño y peso) y modificaciones 

funcionales de este órgano, cuyo grado depende del tipo de glucocorticoide, de la dosis y la 

duración del tratamiento (Baisden, Sonne, Joshi, Ganapathy & Shekhawat, 2007; Hahn, 

Counter, Lundberg, Beijersbergen, Brooks & Weinberg, 1999; Hewitt, Mark & Waddell, 

2006). En este sentido, se ve afectado el recambio celular, el tamaño, y la estructura interna 

del órgano (Regnault y col., 2005).  

Además, se ha descripto aumento en las tasas de autofagia y apoptosis placentaria, así 

como disminución en la proliferación celular en placentas de embarazos con RCIU y de 

modelos animales de restricción fetal (Fengsrud y col., 1995; Vogt Isaksen, 2004). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPÓTESIS 

Estudios sobre el proceso patológico de la restricción del crecimiento intrauterino (RCIU) 

han apuntado a una función anormal de la placenta como un mecanismo común. En 

modelos animales de estrés prenatal, donde la unidad feto-placentaria está expuesta a 

exceso de glucocorticoides, se ha observado no sólo restricción del crecimiento fetal, sino 

también alteraciones en el desarrollo, tamaño y funcionalidad placentarias (Ain, 2005; 

Bertram y col., 2001; Cuffe y col., 2012).  

Durante la gestación, la correcta expresión y acción de los reguladores de la mitosis es muy 

importante ya que el desarrollo y función placentarias requieren de una fina coordinación 

entre los procesos de proliferación y diferenciación celular. Se han observado en algunos 

modelos animales de RCIU, modificaciones de ciertas proteínas del ciclo celular y un 

descenso de los niveles de proliferación en el tejido placentario (Baisden y col., 2007; Er y 

col., 2015; Nogami y col., 2016; Unek y col., 2012). 

Asimismo, la placenta tiene una capacidad dinámica de autorenovación, donde el equilibrio 

entre la proliferación y la muerte celular es clave para su correcto funcionamiento. En 

estudios previos en placentas humanas de fetos con RCIU se observa un aumento en los 

niveles tanto de apoptosis como de autofagia (Agata y col., 2009; Börzsönyi y col.,  2013; 

Braun y col., 2015; Curtis y col., 2013; Erel y col., 2001; Waddell y col., 2000).  

En base a estos antecedentes hemos propuesto la siguiente hipótesis de trabajo:   

Durante la gestación la sobreexposición a glucocorticoides altera el recambio celular, el 

tamaño y la estructura de la placenta. La reducción del tamaño del órgano es producto 

del desequilibrio entre los mecanismos de proliferación y muerte celular.  
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OBJETIVOS 

Recientemente en nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo en ratón de RCIU 

inducido por glucocorticoides. La administración prenatal de dexametasona reduce el peso 

fetal y placentario. El objetivo general de este trabajo es estudiar en las placentas de fetos 

con RCIU posibles alteraciones sobre los mecanismos de proliferación y muerte celular. 

Para llevarlo a cabo se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudiar los niveles de apoptosis en placentas de fetos con y sin RCIU. Evaluar la 

expresión de mediadores proapoptóticos como Bax, Fas y Fas ligando, y 

antiapoptóticos como Bcl2 y PCNA. También evaluar apoptosis por las técnicas de 

DNA Ladder y por citometría de flujo (Anexina V/Ioduro de Propidio). 

 

2. Estudiar si la RCIU inducida por exposición prenatal a GC induce modificaciones en 

la expresión de marcadores y reguladores de autofagia en el tejido placentario. 

Evaluar cambios en los niveles de mTOR, fmTOR, Bcl2 y LC3 II B. 

 

3. Estudiar la proliferación celular en las mismas placentas. Evaluar marcadores de 

proliferación como las ciclinas B1 y D3, y PCNA e inhibidores del ciclo celular como 

p16 y p57.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Drogas y reactivos 

- La dexametasona fosfato sódico (Decadron) se obtuvo de SIDUS SA 

(Martínez, BA, Argentina). 

- Las membranas de nitrocelulosa (trans-Blot de 0,45 μm) fueron adquiridas 

de laboratorios Bio-Rad Inc. (Hércules, CA, USA.) y el marcador de peso molecular 

fue suministrado por GE Healthcare Bio‐Science Corp. (Piscataway, NJ, USA).  

- Los anticuerpos fueron obtenidos de diferentes laboratorios: 

o Anti-tubulina de DSHB (Iowa, USA); 

o Anti-actina, anti-bcl2 y anti-bax, al igual que los anticuerpos secundarios 

anti-ratón y anti-conejo de Sigma‐Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA); 

o Anti-LC3 II B de Abcam (Cambridge, MA, USA); 

o Anti-mTOR y fmTOR de Cell Signaling (Danvers, MA, USA); 

- El colorante Rojo Ponceau S, fue obtenido de Sigma‐Aldrich Co. (St. Louis, 

MO, USA). 

- El Quick-Zol fue obtenido de Kalium Technologies (Bernal, BA, Argentina).  

- Los reactivos utilizados para la retrotranscripción del ARNm (H2O ultrapura, 

DNAsa I, Buffer DNAsa y cebadores aleatorios) fueron adquiridos en Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA) excepto por la M-MLV transcriptasa reversa y el buffer de M-

MLV que son de Promega (Madison, WI, USA). El inhibidor de RNAsas y los dNTPs 

fueron suministrados por Genbiotech (CABA, Argentina).  

- Los cebadores para qPCR fueron obtenidos de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

- La mix 5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (no ROX) es de Solis BioDyne 

(Tartu, Estonia). 

- El marcador de pares de bases fue proporcionado por Biodynamics SRL 

(CABA, Argentina).  
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- La Anexina V se obtuvo de Abcam (Cambridge, MA, USA). 

- La proteinasa K utilizada para el DNA Ladder fue obtenida de Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA). 

 

Soluciones y buffers 

-Solución fisiológica.  

NaCl 0,9%.  

-Buffer fosfato (PBS).  

NaCl 136,9 mM + KCl 2,68 mM + KH2PO4 1,47 mM + Na2HPO4·7H2O 8 mM.  

-T‐PBS (solución de lavado).  

PBS + Tween 20 (0,1%).  

-Buffer muestra 4X para Western Blot.  

Azul de bromofenol 0,3% (p/v) + Tris 0,5 M pH=6,8 + SDS 1% (p/v) + glicerol 10% (v/v).  

-Buffer RIPA para homogenización de muestras para Western Blot.  

Tris‐HCl 50 mM pH=7,4 + NP40 1% + NaCl 150 mM + Deoxicolato de sodio 0,25% + 

inhibidores de proteasas 1X.  

-Cóctel de inhibidores de proteasas.  

EDTA 1 mM + aprotinina 2 μg/ml + leupeptina 20 μM + DTT 5 mM + STY 2 mM + ácido 

caproico 1 mM + benzamidina 2 mM + PBS.  

-Buffer de corrida para Western Blot.  

Tris-base 123,8 mM pH=8,3 + glicina 0,96 M + SDS 17,3 mM.  

-Buffer de transferencia para Western Blot.  

Tris 25 mM pH=8,1‐8,4 + glicina 192 mM + metanol 20% (v/v).  

-Solución de tinción Rojo Ponceau S.  

Rojo Ponceau S (ácido 3‐hidroxi‐4‐[2‐sulfo‐4‐(4‐sulfofenilazo) fenilazo]‐2,7- 

naftalenodisulfónico) 0,5% (p/v) + ácido acético 1% (v/v).  

-ECL (soluciones de revelado para Western Blot).  
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Solución A: Ácido p-cumárico 0,4 mM + Luminol 2,5 mM + Tris-HCl 0,1 M pH 8,5 + H2O 

bidestilada. 

Solución B: Tris 0,15 M pH 8,5 + H2O2 19 mM + H2O bidestilada.  

-Buffer TAE 50X (para geles de agarosa).  

Tris-base 24,2 g + ácido acético glacial 5,7 ml + EDTA 1,861 g. Se lleva a 100 ml con agua 

destilada.  

-Buffer de lisis para extracción de ADN (DNA Ladder).  

NaCl 100 mM + Tris-HCl 50 mM + EDTA 4 mM + SDS 0,5% pH 8. 

-Buffer de digestión para citometría.  

DNAsa 0,4 μl + colagenasa 0,015 gr (0,5%) en 300 μl de PBS. 

-Binding buffer para citometría.  

Hepes 0,1 M pH 7,4 + NaCl 1,4 M + CaCl2 0,025 M. 

 

Animales  

Para realizar este trabajo de tesis se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, adquiridos en el 

Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires. 

Los animales fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Medicina de la UBA con un 

régimen de 12 h luz/ 12 h oscuridad, a temperatura constante entre 23 y 25°C, con agua y 

alimento ad libitum. Las hembras fueron apareadas con machos fértiles de la misma cepa. 

La cópula se confirmó por la presencia del tapón mucoso vaginal a la mañana siguiente del 

apareamiento, considerándose éste como día cero (0) de gestación. La duración de la 

gestación en esta cepa y bajo las condiciones de nuestro bioterio es de 19 días. 

La eutanasia se llevó a cabo por dislocación cervical o en cámara con saturación de CO2. 

El proyecto de este trabajo de tesis, junto con los procedimientos experimentales utilizados, 

fueron evaluados y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de 
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Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires 

(Resolución 899/2016). 

Modelo de RCIU 

Se inyectaron las hembras preñadas en los días 14 y 15 de gestación con 8 mg de 

dexametasona por kg de peso corporal (s.c.). El tratamiento con el glucocorticoide sintético 

induce RCIU. Los controles fueron inyectados los mismos días de gestación con el mismo 

volumen (100 µl) de solución salina (s.c.). La eutanasia para obtener el tejido placentario se 

realizó en los días 15, 16, 17 y 18 de gestación (figura 9). Es decir, el mismo día 15 en el que 

se administra por la mañana la segunda y última dosis de dexametasona y, hasta el día 18, 

24 h previas al parto.  

 

Figura 9: Diseño experimental. Para inducir RCIU las hembras fueron inyectadas en los días 

14 y 15 de gestación con 8 mg/kg de dexametasona. El grupo control fue inyectado en los 

mismos días con solución salina. 

El día de la eutanasia se realizó la extracción de los cuernos uterinos y se separó cada feto 

y su respectiva placenta, llevándose a cabo un registro del peso de ambos. También se 

registró la mortalidad intrauterina (reabsorción o muerte fetal). Los datos de los pesos de 

los fetos se utilizaron para determinar si tuvo RCIU. El peso por debajo del percentil 10 (ver 
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tabla 1) se definió como un feto con restricción del crecimiento. En el caso de las hembras 

tratadas con dexametasona sólo se utilizaron las placentas de los fetos con RCIU. En el caso 

de los controles, se usaron las placentas de los fetos con peso mayor al percentil 10. 

 DÍA 15 DÍA 16 DÍA 17 DÍA 18 

Percentil 10 (g) 0,2508 0,4218 0,6770 0,9432 

 

Tabla 1: Percentil 10 según el día de gestación. Valores del percentil 10 de cada día de 

gestación que se utilizaron para definir los fetos con RCIU. Los percentiles se calcularon a 

partir del peso de los fetos que provienen de animales control para cada edad gestacional.  

 

Una vez obtenidas las placentas, se procesaron diferencialmente dependiendo de la técnica 

a realizar. Para qPCR se homogeneizó el tejido manualmente con un homogeneizador tipo 

potter (media placenta, ≈50 mg) en 1 ml de reactivo Quick-Zol y fueron guardadas a -80°C. 

Para las técnicas de DNA ladder y Western Blot, se guardó la placenta entera a -80°C. Para 

realizar la tinción H&E, las placentas fueron fijadas en paraformaldehído 4%. La citometría 

de flujo se realizó con tejido fresco el mismo día de la extracción. 

Técnicas utilizadas 

Western Blot 

Para analizar los niveles proteicos de Bax (21 kDa), Bcl2 (27-29 kDa), LC3 II B (16 kDa), fmTOR 

y mTOR (290 kDa) en placentas, se realizó una extracción de proteínas totales del tejido. Se 

utilizaron placentas provenientes de fetos de madres controles y de fetos con RCIU de 

madres tratadas con dexametasona. Los tejidos fueron homogeneizados (en 

homogeneizador Ultra-Turrax T25 basic, IKA Labortechnik) en 500 μl de buffer RIPA (ver 

soluciones y buffers), luego se sonicaron por 10 s y se centrifugaron por 10 min a 10000 rpm 

a 4°C. Se recolectaron los sobrenadantes y se tomó una alícuota de cada uno para 

cuantificar la cantidad de proteínas por el método de Bradford (Bradford 1976). 
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Para la desnaturalización y separación electroforética de las muestras, se colocaron 80 μg 

de proteína de cada placenta en buffer muestra (ver soluciones y buffers) con 5% de β-

mercaptoetanol y H2O bidestilada, y se hirvieron durante 5 min. Las muestras y el marcador 

de peso molecular fueron sembrados en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se utilizó el 

sistema discontinuo descripto por Laemmli (Laemmli 1970) con un gel concentrador de 

4,5% y un gel separador de porcentaje distinto según la proteína a evaluar. En el caso de 

Bcl2, al igual que Bax y LC3 II B se utilizó un gel de poliacrilamida del 15%. Para mTOR el gel 

utilizado fue de 6%. La corrida se realizó a temperatura ambiente en buffer de corrida (ver 

soluciones y buffers) durante 1 h a un voltaje constante de 55 V para que se concentre la 

muestra y luego el tiempo necesario para su separación a 100 V.  

Finalizada la corrida, se transfirieron las proteínas en buffer de transferencia (ver soluciones 

y buffers) a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 μm utilizando el sistema de 

transferencia húmedo (Mini‐Protean III de Bio‐Rad) a voltaje constante (100 V) durante 1 h 

y 30 min, a 4°C. Luego, las membranas fueron teñidas con el colorante reversible Rojo 

Ponceau S para verificar que la transferencia se haya realizado adecuadamente. Se lavaron 

con abundante agua corriente y se incubaron en solución de bloqueo (5% de leche 

descremada en PBS), durante 1 h a temperatura ambiente y con agitación. Finalizado el 

bloqueo se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con T-PBS (ver soluciones y buffers).  

Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (ver tabla 2) 

diluidos en PBS, en agitación durante toda la noche en cámara de frio (4°C). Las diluciones 

y en qué animal fueron desarrollados cada uno de ellos se detallan en la tabla 2. Al día 

siguiente, luego de los lavados (3 lavados de 10 min cada uno con T-PBS), las membranas 

se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (ver tabla 2) durante 1 hora en 

agitación y a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados con T-PBS. 
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ANTICUERPO HECHO EN DILUCIÓN 

1ario Anti-LC3 II B Conejo 1/3000 

1ario Anti-Bcl2 Conejo 1/200 

1ario Anti-Bax Ratón 1/200 

1ario Anti-mTOR Conejo 1/200 

1ario Anti-fmTOR Conejo 1/200 

1ario Anti-Tubulina Ratón 1/5000 

1ario Anti-Actina Conejo 1/5000 

2ario Anti-Conejo 

2ario Anti-Ratón 

1/3000 

1/5000 

Tabla 2: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western Blot. Detalle de los 

anticuerpos primarios y secundarios, indicando en qué animal se realizaron y la dilución en 

la que se los utilizó para cada ensayo. 

El revelado consistió en la incubación de las membranas durante 1 minuto con la solución 

de revelado ECL (ver soluciones y buffers). Las membranas se introdujeron en el dispositivo 

Gene Gnome XRQ NM (Syngene), donde una cámara captó la luz emitida por 

quimioluminiscencia y digitalizó la imagen. Se identificaron las bandas de interés calculando 

la movilidad electroforética relativa (Rf o relación de frentes: distancia recorrida en mm por 

la proteína a determinar/distancia en mm del frente) de cada banda y de las bandas 

conocidas del marcador de peso molecular, aplicando una regresión logarítmica. La 

intensidad de las bandas se cuantificó utilizando el programa Image J (NIH). Las bandas 

correspondientes a Bcl2, Bax, mTOR y fmTOR se normalizaron respecto a la β-tubulina, 

mientras que las bandas de LC3 II B respecto a la β-actina. Los resultados se expresaron 

como densidades ópticas relativas de la proteína de interés y la proteína de referencia. 
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RT-qPCR 

Diseño de cebadores 

Se utilizó la página web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a partir de la cual se 

buscaron los transcriptos correspondientes a cada gen, y se eligió el de mayor longitud. Se 

utilizó la misma página para diseñar los cebadores (NCBI-Primer Blast). Al momento de 

seleccionar los cebadores a utilizar, se buscó que el amplicón tenga una longitud de hasta 

200 pares de bases, los cebadores un porcentaje de guanina-citocina (GC) de entre 40 y 60% 

y una temperatura de melting (Tm) entre 55-60°C y que no difiera en más de 1°C la Tm entre 

el cebador sentido y antisentido. Para seleccionar el oligo a utilizar se evaluaron los ∆G de 

los dímeros (intra e inter cebador) y la formación de horquillas con el programa Beacon 

Designer (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/). En todos los casos se seleccionaron los 

oligos con ∆G pequeños, con no más de 2-3 C ó G en sus extremos 3’, sin corridas ni 

repeticiones. Los cebadores se disolvieron en H20 ultrapura (100 µM) y se realizó una 

solución de uso 10 μM del cebador sentido más el antisentido. 

Extracción de ARN 

Se homogeneizaron las placentas (de fetos provenientes de madres controles y de fetos con 

RCIU provenientes de madres tratadas con dexametasona) en Quick-Zol con un 

homogeneizador manual (potter), y se realizó la extracción del ARN total según el protocolo 

del fabricante. Se determinó la concentración del ARN y su pureza (relación 260/280 nm) 

utilizando un espectrofotómetro de microvolúmenes (Eppendor BioPhotometer). Se 

verificó la integridad del material genético mediante el patrón de migración electroforética 

sembrando 6 μg de ARN en un gel de agarosa (1,5%). Una mayor integridad está relacionada 

con la presencia de las bandas correspondientes al ARNr18S y 28S.  Para la 

retrotranscripción solo se utilizaron aquellas muestras de ARN con una alta integridad y con 

una relación de absorbancias 260/280 entre 1,8 y 2. 

http://www.premierbiosoft.com/qOligo/
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Retrotranscripción 

La retrotranscripción consiste en la obtención de ADNc (copia) a partir de ARNm 

(mensajero). Se realizó a partir de 3 μg del ARN total, en un volumen final de reacción de 

20 μl. En primer lugar, el ARN fue tratado con DNAsa I (Mix 1, tabla 3) durante 15 min a 

temperatura ambiente. Luego, se agregó 1 μl de EDTA 25 mM y se incubaron las muestras 

durante 5 min a 65°C. Se agregaron los dNTPs (desoxinucleótidos trifosfato: dATP, dGTP, 

dCTP y dTTP) y los cebadores aleatorios (Mix 2, tabla 3) y se incubaron durante 5 min a 65°C. 

Las muestras se dejaron en hielo durante 7 min, se les agregó inhibidor de RNAsas (Mix 3, 

tabla 3) y se incubaron durante 10 min a 25°C, 50 min a 37°C y 15 min a 70°C. Las 

incubaciones se realizaron en un termociclador T21 IVEMA. Para evaluar contaminación con 

ADN genómico se realizó como control la reacción de retrotranscripción sin agregar la 

enzima M-MLV (blanco sin enzima). 

MIX COMPONENTES 

1 1 μl DNAsa I + 2 μl Buffer DNAsa 

2 1 μl dNTPs + 0,8 μl cebadores aleatorios 

3 4 μl Buffer MMLV + 2 μl H2O up + 0,5 μl inhibidor de RNAsas + 1 µl MMLV 

Tabla 3: Componentes de cada mix utilizadas para la retrotranscripción. up: ultrapura. 

qPCR 

A partir de la obtención del ADNc se realizó la técnica de PCR en tiempo real para 

determinar los niveles de ARNm de los genes de interés (ver tabla 4) y del gen de referencia 

utilizado, el de la enzima hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HPRT). La qPCR se 

llevó a cabo en un termociclador RG6000 Corvette. La composición de la mix de reacción y 

la secuencia de los cebadores utilizados se detallan en las tablas 4 y 5.  
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CEBADOR SENTIDO 5’->3’ ANTISENTIDO 5’->3’ AMPLICÓN 

(pb) 

PCNA AGATGCCGTCGGGTGAATTT TGTTCCCATTGCCAAGCTCT 126 

P16 CGCTTCTCACCTCGCTTGT AGTGACCAAGAACCTGCGAC 83 

P57 GCGCAAACGTCTGAGATGAG CCATCTCCGGTTCCTGCTAC 130 

CICLINA B1 AGCGAAGAGCTACAGGCAAG CTCAGGCTCAGCAAGTTCCA 141 

CICLINA D3 CCTTCTAAGCTCGCCCTGAA GCTCCATCCACTGCCATCATT 86 

FAS ATGCACACTCTGCGATGAAG CAGTGTTCACAGCCAGGAGA 120 

FAS 

LIGANDO 

TCCGTGAGTTCACCAACCAAA CCAGAGATCAGAGCGGTTCC 178 

HPRT AGCTACTGTAATGATCAGTCAACG AGAGGTCCTTTTCACCAGCA 198 

Tabla 4: Secuencias de los cebadores para qPCR y tamaño del amplicón.  

 

COMPONENTES DE LA MASTER MIX CONCENTRACIÓN 

5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (contiene el fluoróforo 

EvaGreen, ADN Polimerasa, dNTPs y MgCl2) 

1X (2.5 μl) 

Cebadores (sentido + antisentido) 0,28 μM (1 μl) 

H2O ultrapura 5 μl 

Tabla 5: Componentes de la mix de reacción para la qPCR. Se utilizan 8,5 μl de la mix para 

cada reacción.  

Las reacciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: en primer lugar, un ciclo de 

activación de la polimerasa durante 12 minutos a 95°C, continuando con 40 ciclos de 

desnaturalización a 95°C por 15 segundos, alineamiento a 60°C por 20 segundos y extensión 

a 72°C por 20 segundos. En el caso del gen HPRT hubo una variación solo en la temperatura 

de alineamiento la cual fue de 58°C.  

Para obtener la eficiencia de los cebadores se realizaron curvas estándares de 5 puntos con 

las siguientes diluciones: 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 y 1/200 a partir de una mix de ADNc que 

contiene 5 μl de ADNc de cada muestra. Cada punto de la curva se realizó por triplicado. 
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Los ciclos desde los que se observa amplificación (CT) fueron obtenidos a partir del umbral 

establecido usando la curva de fluorescencia en función de los ciclos. La eficiencia de los 

cebadores se calculó a partir de la pendiente de la curva estándar (E= 10-1/pendiente). Se 

establecieron eficiencias de entre 0,95-1,05, R2 mayores a 0,9 y pendientes de -3,3. 

Para cuantificar los niveles de ARNm se utilizó el fluoróforo EvaGreen. La fluorescencia se 

midió durante la extensión y se generaron las curvas de amplificación. Para distinguir los 

amplicones se graficaron las curvas de disociación, en las cuales se observó el pico 

correspondiente a la temperatura de melting (Tm) del amplicón.  

En el caso de las muestras se utilizó una dilución final en el tubo de reacción de 1/100. Se 

colocaron para cada reacción individual, 8,5 μl de la master mix (ver tabla 4) y 4 μl de ADNc 

de una dilución 1/32 de cada muestra, alcanzando un volumen final de 12,5 μl. Se utilizaron 

como calibradores para cada corrida 2 puntos de la curva estándar. En todas las corridas se 

realizó un blanco sin ADNc (blanco de muestra). Todas las muestras se midieron por 

triplicado. Para la cuantificación se utilizó el método de curva estándar. Los datos fueron 

procesados con el software Rotor-Gene Q series, provisto por el fabricante del 

termociclador. 

DNA Ladder 

Se homogeneizaron las placentas (aproximadamente 20 mg del tejido) en 500 μl de buffer 

de lisis (ver soluciones y buffers) utilizando un homogeneizador manual (potter). Se 

incubaron con Proteinasa K (100 μg/ml) durante 2 h 30 min a 55°C. Se realizó la 

precipitación de proteínas agregando acetato de potasio 1 M + cloroformo 50% para luego 

centrifugar a 14000 rpm durante 20 min a 4°C. Se colocó la fase acuosa en otro tubo y se 

precipitó el ADN agregando 2,5 volúmenes de etanol absoluto y dejando las muestras 

durante 30 min a -80°C. Se centrifugó a 14000 rpm por 20 min a 4°C y se lavó el pellet con 

etanol 70%. Se guardó a -20 ° C durante toda la noche. 

Al día siguiente, se volvió a lavar con etanol 70% y a centrifugar bajo las mismas condiciones 

por 20 min, se descartó el sobrenadante y el pellet (ADN) se dejó secar a temperatura 

ambiente. Finalmente, el ADN obtenido se resuspendió en 100 μl de agua ultrapura y se 
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realizó la separación electroforética en geles de agarosa al 2%. El patrón de fragmentación 

del ADN se visualizó utilizando un transiluminador con luz ultravioleta luego de incubar el 

gel por 30 min con el agente intercalante Bromuro de Etidio.  

 

Citometría de flujo  

Doble tinción Anexina V-FITC/Ioduro de propidio 

El tejido fresco (1 placenta por animal control o tratado) se disgregó mediante la utilización 

de tijeras y se le agregó 300 μl de buffer de digestión (ver soluciones y buffers). Luego se 

incubó durante 1 h a 37°C en baño térmico resuspendiendo con pipeta cada 15 min. La 

suspensión se filtró pasando por una membrana de 70 μm con el agregado de 1 ml de PBS 

y se centrifugó a 400 g durante 10 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet de células se 

resuspendió en 500 μl de binding buffer (ver soluciones y buffers). Para el recuento de 

células se realizó una dilución 1/1000 en Azul Trypan y se contó el número de células vivas 

en cámara de Neubauer utilizando un microscopio invertido Olympus. Se calculó el volumen 

de muestra para 1x105 células y se llevó a un volumen final de 200 μl con binding buffer. 

Antes de pasar las muestras por el citómetro se le agregó 1 μl de Anexina V (0,15 mg/ml) y 

1 μl de Ioduro de propidio (250 μg/ml). 

Además de las muestras, en cada ensayo se realizaron los siguientes controles: negativo sin 

marca (sin Anexina V ni Ioduro de Propidio, uno por cada placenta), monomarcas (sólo con 

anexina V o sólo con Ioduro de Propidio), y un control positivo de muerte celular (marcado 

con anexina V e Ioduro de Propidio). El control positivo estaba compuesto por una mezcla 

de 500 mil células muertas previamente fijadas con etanol 70% y 500 mil células vivas. 

Un total de 10000 células fueron adquiridas en el citómetro de flujo BD Accuri C6 Plus (BD 

Biosciences). Este análisis discrimina las células intactas (Anexina V-/IP-), las células en 

apoptosis temprana (Anexina V+/IP-) y las células en apoptosis tardía y necróticas (Anexina 

V+/IP+). Los datos se analizaron utilizando el software FlowJo v10 (Rieger, Nelson, 

Konowalchuk & Barreda, 2011).  
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Tinción Hematoxilina y Eosina 

Fijación 

El tejido placentario se fijó en paraformaldehído 4% durante toda la noche en heladera 

(4°C). Al día siguiente, se realizaron 5 lavados rápidos y 3 lavados de 45 minutos cada uno 

con PBS, y se hicieron pasajes de 90 minutos en concentraciones crecientes de etanol (70%, 

96% y 100%) para la deshidratación del tejido. Las placentas se dejaron en butanol hasta el 

momento de la inclusión en parafina.  

Inclusión en parafina 

La parafina líquida filtrada se colocó en los moldes para tacos y se dejó en estufa a 60°C 

toda la noche. Al día siguiente se sumergió el tejido y se dejó en la estufa por 2-3 h para que 

se evapore el butanol y penetre la parafina. Se hizo un pasaje a parafina nueva y se dejó 

reposar 2-3 h más. Luego se sacaron los moldes de la estufa y se orientó el tejido. Se dejó 

solidificar en mesada a temperatura ambiente. Posteriormente se moldearon los tacos (se 

sacó el exceso de parafina y se les dió la forma adecuada) y se montó en casetes de inclusión 

para poder realizar los cortes en micrótomo.  

Cortes con micrótomo 

Los cortes de 5 µm de espesor se realizaron con un micrótomo Leica (Buffalo Grove, IL, USA) 

y se colocaron en portaobjetos silanizados. Luego se secaron en estufa a 37°C por 15-20 

min. 

Tinción Hematoxilina y Eosina 

La tinción de hematoxilina y eosina se realizó con el protocolo de desparafinado, 

hidratación, tinción y deshidratación que se detalla en la tabla 6. 
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REACTIVO TIEMPO 

Xilol I 5 min 

Xilol II 5 min 

Etanol 100 I 5 min 

Etanol 100 II 5 min 

Etanol 96 I 5 min 

Etanol 96 II 5 min 

Hematoxilina 10 min 

H20 corriente Pasaje 

Litio 3 min 

H2O destilada Pasaje 

Eosina 30 s 

Etanol 96 III Pasaje 

Etanol 96 IV Pasaje 

Etanol 100 III Pasaje 

Etanol 100 IV Pasaje 

Xilol III Pasaje 

Tabla 6: Reactivos y tiempos para la tinción HyE.  

Luego de la tinción, se realizó el montaje con Bálsamo de Canadá. Los cortes se observaron 

al microscopio óptico (Nikon Eclipse 200, NY, USA) a distintos aumentos. 

Análisis estadístico 

Para todas las técnicas, la unidad experimental fue la madre. Los resultados fueron 

analizados mediante un análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (tratamiento) en un 

diseño completamente aleatorizado. Las comparaciones entre los grupos se efectuaron 

utilizando la prueba de Tukey. Se consideraron significativas aquellas pruebas con p<0,05. 

Los datos fueron expresados como los valores medios ± error estándar de la media (EE).  
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Antes de verificar los supuestos del modelo se recurrió al uso de herramientas gráficas para 

visualizar el efecto del tratamiento, su variabilidad y los posibles outliers.  

Los supuestos de normalidad y homocedasticidad se estudiaron analíticamente mediante 

la prueba de Shapiro‐Wilks (modificado) y la prueba de Levene respectivamente. En caso de 

ser necesario, los datos que no cumplieron con los supuestos mencionados fueron 

transformados utilizando la transformación más acorde según el comportamiento de los 

datos. 

Las incidencias de RCIU o mortalidad se analizaron efectuando un arreglo de los datos en 

tablas de contingencia t. Mediante el test de chi-cuadrado se analizó la hipótesis de 

independencia entre el tratamiento con dexametasona y la ocurrencia de RCIU o mortalidad 

fetal. Todos los análisis estadísticos fueron efectuados utilizando el programa estadístico 

Infostat (Di Rienzo y col., 2018), Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Córdoba, 

Argentina. 
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RESULTADOS 

 

Comenzamos evaluando la unidad fetoplacentaria en día 15 de gestación y los efectos del 

tratamiento con dexametasona. Resultados previos de nuestro laboratorio indican que en 

los días 16 a 18 del período de gestación, los fetos y las placentas de madres tratadas con 

dexametasona tienen restricción del crecimiento (Arias, Tesis de grado 2017).  

Luego de separar cada unidad fetoplacentaria tomamos registro del peso de cada feto en 

los animales tratados con solución salina (grupo control). El registro obtenido permitió 

calcular el percentil 10 para esa edad gestacional. Luego, a partir de los datos de ambos 

grupos experimentales calculamos el peso promedio del feto y de la placenta, la eficiencia 

placentaria y las tasas de RCIU. A su vez, registramos la cantidad de fetos muertos y/o 

reabsorbidos por cada madre en ambos grupos. 

Cabe destacar que cuando evaluamos la unidad fetoplacentaria en día 15 de gestación lo 

hicimos unas pocas horas luego de la segunda administración de dexametasona (ver figura 

9). 

El percentil 10 para el día 15 de gestación fue de 0,250 g. Esto significa que aquellos fetos 

que tengan un peso por debajo de 0,250 g se consideran fetos con RCIU. El porcentaje 

promedio de fetos con RCIU por madre en los animales control fue del 20,55%. Es decir, en 

promedio un 20,55% de la camada tiene un peso por debajo del percentil 10, lo que se 

corresponde con la RCIU espontánea en esta cepa. Mientras que, el porcentaje promedio 

de RCIU en los animales tratados con dexametasona fue del 35,28% dentro de la camada. 

También se determinó el porcentaje de mortalidad, siendo ésta del 31,85% dentro de la 

camada en hembras controles y del 22,76% en las tratadas con dexametasona. A partir de 

estos valores, y evaluando la unidad fetoplacentaria en los animales control y en los 

tratados con dexametasona, se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 7. 
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TRATAMIENTO CONTROL DEXAMETASONA 

PESO DEL FETO (g) 0,33 ± 0,01 0,31 ± 0,01 

PESO DE LA PLACENTA (g) 0,100 ± 0,003 0,100 ± 0,002 

EFICIENCIA PLACENTARIA (g/g) 3,30 ± 0,05 3,10 ± 0,01 

RCIU (%) 9,09 33,33 

CAMADA 9 ± 1 8 ± 1 

MORTALIDAD (%) 33,33 16,66 

Tabla 7: Datos de la unidad fetoplacentaria en día 15 de gestación. Los animales fueron 

inyectados con solución salina (controles) o con dexametasona (8 mg/kg) en los días 14 y 

15 de gestación. Los valores de peso del feto, peso de la placenta, la eficiencia placentaria 

(peso del feto/peso de la placenta) y el tamaño de la camada corresponden a la media ± EE 

por madre.  La RCIU se indica como el porcentaje promedio de madres que tuvieron 

restricción del crecimiento. Se consideró que una madre presentó RCIU cuando más del 

20,55% de los fetos de la camada presentaron pesos menores al percentilo 10. El porcentaje 

de mortalidad se calculó de igual manera que el de RCIU (considerando que la mortalidad 

espontánea promedio en esta cepa, en día 15 de gestación, es del 31,85% del total de la 

camada). Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor y test a posteriori de Tukey. La 

incidencia de RCIU y de mortalidad en madres se analizó utilizando tablas de contingencia t 

y test de Chi-cuadrado. p<0,05, n=6-25 por grupo experimental. 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, en el día 

15, para ninguno de los parámetros evaluados. 

 

Apoptosis  

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que en día 16 de gestación no sólo se 

observa restricción fetal sino también una disminución del peso placentario en las placentas 

de los fetos de madres tratadas con dexametasona (Arias, Tesis de grado 2017). Decidimos 

evaluar, entonces, si dicho cambio en el peso se podría atribuir a un aumento en las tasas 
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de muerte celular en el tejido. Para llevar a cabo este objetivo, evaluamos muerte celular 

por apoptosis, midiendo inicialmente los niveles proteicos y los niveles de ARNm de 

distintos marcadores apoptóticos y antiapoptóticos en placentas de fetos control y con 

RCIU, mediante la técnica Western Blot y RT-qPCR. Estos análisis se realizaron en placentas 

obtenidas de madres, tratadas con dexametasona o solución salina, en distintos días de 

gestación. 

La apoptosis es un proceso que puede llevarse a cabo a través de dos vías principales de 

señalización. Una de ellas, desencadenada por receptores de muerte celular llamada vía 

extrínseca y la otra, la vía mitocondrial o intrínseca. Decidimos evaluar la expresión de 

mediadores involucrados en cada una de estas vías. 

Marcadores de la vía extrínseca 

- Fas y Fas Ligando 

Fas es el receptor de muerte que induce la vía de señalización extrínseca, y su ligando es 

Fas L. La unión del ligando a su receptor da comienzo al proceso de apoptosis mediante el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras, formando un complejo que activa una cascada de 

señalización intracelular que induce la muerte. 

Se evaluaron los niveles de ARNm en el día 16 de gestación del receptor Fas y de su ligando, 

en placentas control y con RCIU, obteniendo los resultados observados en la figura 10. 
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Figura10: Niveles de ARNm de Fas y Fas ligando en placentas de día 16 de gestación. Los 

niveles de ARNm de Fas y FasL se determinaron en placentas de animales controles y en 

placentas de fetos con RCIU provenientes de hembras tratadas con dexametasona (8 mg/kg 

en los días 14 y 15 de gestación). Los valores se presentan como la media ± EE. El gen de 

referencia utilizado fue HPRT. Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a 

posteriori de Tukey), p<0,05. n=14. 

Los niveles de ARNm del receptor Fas y de su ligando en las placentas de día 16 de gestación, 

no presentaron diferencias significativas entre los grupos evaluados. 

Marcadores de la vía intrínseca 

La vía de señalización intrínseca se encuentra estrechamente regulada por un grupo de 

proteínas que pertenecen a la familia Bcl2. Dentro del grupo se encuentra Bax, que es una 

proteína proapoptótica que induce la vía de señalización y da lugar a la cascada de 

reacciones que promueven la muerte celular. También está Bcl2, que es antiapoptótica e 



Licenciatura en Genética 
Tesis de grado: “Disfunción placentaria asociada a la restricción del crecimiento fetal inducido por glucocorticoides. Estudio de las 
alteraciones en la proliferación y muerte celular del tejido placentario” 
Tesinista: Anaclara Marino 

 

 

49 
 

inhibidora del proceso. Por lo que nos pareció importante evaluar el comportamiento de 

ambos tipos de proteínas, inductoras e inhibidoras de la muerte celular por apoptosis. 

- Bax  

Comenzamos midiendo los niveles de la proteína proapoptótica Bax en placentas, en los 

días de gestación 15, 16, 17 y 18. Las placentas se obtuvieron de animales tratados con 

dexametasona en los días 14 y 15 de gestación (con RCIU) y de animales control. El resultado 

obtenido se muestra en la figura 11. 
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Figura 11: Niveles proteicos de Bax en placentas de día 15 a 18 de gestación. Los niveles 

proteicos de Bax se determinaron por western blot en placentas de animales controles 

y en placentas con RCIU (de animales tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 

15 y 15 de gestación). Los niveles proteicos se normalizaron contra la proteína β-

tubulina. Los valores se presentan como la media ± EE. Arriba: geles representativos. 

Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=6 

para cada tratamiento. DO: densidad óptica; C: control; D: dexametasona; n.d: no 

detectable. 

No hubo diferencias significativas en los niveles proteicos de Bax entre las placentas 

provenientes de fetos con RCIU y las controles en ninguno de los días evaluados. Además, 

en día 18 de gestación no se detectaron niveles proteicos de Bax. 
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- Bcl2 

A su vez, evaluamos los niveles proteicos de la proteína inhibidora de la apoptosis Bcl2, 

obteniendo los siguientes resultados (figura 12): 
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Figura 12: Niveles proteicos de Bcl2 en placentas de día 15 a 18 de gestación. Los niveles 

proteicos de Bcl2 se determinaron por western blot en placentas de animales controles y 

placentas de animales con RCIU (tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 

de gestación). Los niveles proteicos se normalizaron contra la proteína β-tubulina. Los 

valores se presentan como la media ± EE. Arriba: geles representativos. Análisis de la 

varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=6 para cada 

tratamiento. El asterisco indica diferencias significativas entre control vs. dexametasona 

para el día 15 de gestación. DO: densidad óptica; C: control; D: dexametasona. 

Se observó una disminución significativa de los niveles proteicos de Bcl2 en día 15 de 

gestación en placentas de fetos con RCIU respecto a las placentas control. 

A continuación, decidimos complementar el estudio de la apoptosis realizando la marcación 

de Anexina V/Ioduro de propidio y analizándola por citometría de flujo. 

Durante los primeros estadios de la apoptosis, ocurre la translocación de los residuos de 

fosfatidilserina (PS) desde la cara interna de la membrana plasmática hacia la superficie 
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celular. La anexina V (AV) detecta los residuos de PS expuestos en la superficie celular 

cuando ocurre el proceso de apoptosis, permitiendo su detección en etapas tempranas.  

Por otra parte, el Ioduro de propidio (IP) es un indicador de viabilidad celular ya que es un 

intercalante fluorescente del ADN. El ingreso de IP en la célula depende de la permeabilidad 

de la membrana. Las células vivas, o aquellas en apoptosis temprana no serán marcadas por 

el IP debido a la presencia de una membrana plasmática que aún se encuentra intacta. 

Cuando la célula se encuentra en una etapa tardía de apoptosis o en necrosis, la integridad 

de las membranas plasmática y nuclear disminuye, lo que permite su ingreso al interior 

celular.  

Utilizando esta técnica nos propusimos identificar los procesos de apoptosis temprana, 

tardía y necrosis en los días 15, 16 y 17 de gestación, en placentas controles y con RCIU, 

según la marcación con AV y/o IP (ver figura 13). 
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Figura 13: Estrategia de selección de poblaciones y marcación AV/IP. A) Células totales; B) 

Selección de singletes; C) Control negativo sin marca (AV-/IP-) y D) Doble marca (AV+/IP+).  

Los resultados obtenidos por citometría de flujo se detallan en la figura 14 según los días de 

gestación evaluados y los tratamientos. Se muestran los porcentajes de células de cada una 

de las poblaciones analizadas: AV+/IP- (apoptosis temprana), AV+/IP+ (apoptosis 

tardía/necrosis), AV-/IP+ (necrosis), V-/IP- (células intactas) (ver figura 14). 
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Figura 14: Porcentaje de células de cada población en placentas de los distintos días de 

gestación.  Los porcentajes de células AV+/IP-, AV+/IP+, AV-/IP+ y AV-/IP- se determinaron 

por citometría de flujo en placentas de animales controles y en placentas de animales con 

RCIU (tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación). Los valores 

se presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a 

posteriori de Tukey), p<0,05. n=2-3. Azul: control; Rojo: dexametasona.  

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de células de cada población 

en los días de gestación analizados entre las placentas control y las placentas RCIU. 
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Autofagia 

Continuando con la investigación, decidimos evaluar el proceso de autofagia en las 

placentas con RCIU. La autofagia es una vía de reciclaje celular que se caracteriza por la 

formación de vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas, que se encargan de 

endocitar material citoplasmático marcado para su degradación. Estas vesículas, se 

fusionan con lisosomas generando autofagolisosomas que se encargan de la degradación 

del contenido intracelular. Para llevar a cabo este proceso se requiere de la actividad de 

muchas proteínas que median las diferentes etapas.   

- LC3 II B 

Evaluamos los niveles proteicos de LC3 II B en placentas entre los días 15 a 18 de gestación. 

LC3 II B es el componente conjugado de la proteína LC3 I, que se acopla a las membranas 

de los autofagosomas durante el proceso de autofagia. Es un marcador de autofagosomas 

y de activación de la autofagia. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 15. 
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Figura 15: Niveles de la proteína LC3 II B en placentas en los días 15 a 18 de gestación. LC3 

II B se determinó por western blot en placentas de animales controles y en placentas con 

RCIU (animales tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación). 

Los niveles proteicos se normalizaron contra la proteína β-actina. Los valores se presentan 

como la media ± EE. Arriba: geles representativos de cada día de gestación. Análisis de la 



Licenciatura en Genética 
Tesis de grado: “Disfunción placentaria asociada a la restricción del crecimiento fetal inducido por glucocorticoides. Estudio de las 
alteraciones en la proliferación y muerte celular del tejido placentario” 
Tesinista: Anaclara Marino 

 

 

55 
 

varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=6 para cada 

tratamiento. El asterisco indica diferencias significativas entre el control vs. Dexametasona 

en el día 18 de gestación. DO: densidad óptica; C: control; D: dexametasona. 

Se observó un aumento significativo de los niveles proteicos de LC3 II B en las placentas de 

fetos con RCIU respecto a las placentas control en día 18 de gestación.  

- mTOR y fosfomTOR  

Estudiamos los niveles de la proteína mTOR debido a que es un importante inhibidor del 

proceso de autofagia. Este cumple un rol fundamental censando la falta de nutrientes, la 

hipoxia y el desbalance metabólico, siendo la isoforma fosforilada de mTOR la isoforma 

activa. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 16. 
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Figura 16: Niveles de mTOR y fmTOR en placentas de los días 15 a 18 de gestación. Las 

proteínas mTOR y fmTOR fueron evaluadas mediante western blot. Los niveles proteicos 

tanto en las placentas control como en las placentas con RCIU (animales tratados con 8 

mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación) fueron normalizadas a la 

expresión de la proteína β-tubulina. Geles representativos por encima de cada gráfico. A) 

mTOR, B) fmTOR y C) Relación fmTOR/mTOR en día 16 de gestación. Los valores se 

presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Prueba a 

posteriori de Tukey), p<0,05. N=6 para cada tratamiento.  DO: densidad óptica; C: control; 

D: dexametasona; n.d: no detectable. 

No hay diferencias significativas entre los grupos evaluados (placentas control y con RCIU) 

ni para mTOR ni para su isoforma fosforilada. No se detectó mTOR en día 15 ni en día 17 de 

gestación. FmTOR solo se observó en día 16 de gestación. Tampoco observamos diferencias 

en la relación fmTOR/mTOR en el día 16 de gestación. 

Proliferación celular 

El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que conducen al crecimiento y la 

división celular. Este proceso se encuentra dividido en diferentes etapas, las cuales están 

finamente reguladas y controladas por proteínas específicas. 

Ciclinas 

- Ciclina B1 

La ciclina B1 participa al inicio de ciclo celular y se asocia a otras proteínas formando un 

complejo que funciona como una quinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1). Este complejo 

está involucrado en los primeros eventos de la mitosis, como la condensación de los 

cromosomas, la ruptura de la envoltura nuclear y el ensamblaje del huso polar. En este 

trabajo evaluamos los niveles de ARNm de la ciclina B1 en placentas de animales tratados 

con dexametasona y de animales control en día 16 de gestación. Los resultados se observan 

en la figura 17. 
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Figura 17: Niveles de ARNm de la Ciclina B1 en placentas de día 16 de gestación. Los niveles 

de ARNm de la ciclina B1 se determinaron por RT-qPCR en placentas de animales controles 

y en placentas con RCIU (animales tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 

15 de gestación). Lo valores se presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza 

(ANOVA) de un factor (Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=4 para cada tratamiento. El 

gen de referencia utilizado fue HPRT. El asterisco indica diferencias significativas entre 

grupos. 

Se observaron diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero de la Ciclina B1 en 

placentas de día 16 de gestación. Hay una disminución del ARNm en las placentas de fetos 

provenientes de madres tratadas con dexametasona respecto de las placentas control. 

- Ciclina D3 

 La actividad de la ciclina D3 es necesaria para la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo 

celular por lo que nos pareció interesante evaluar la expresión de esta ciclina en placentas 

de fetos con RCIU. Los resultados obtenidos sobre los niveles de ARNm de la ciclina D3 en 

placentas día 16 de gestación se pueden observar en la figura 18. 
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Figura18: Niveles de ARNm de la Ciclina D3 en placentas de día 16 de gestación. Los niveles 

de ARNm de la ciclina D3 se determinaron por RT-qPCR en placentas de animales controles 

y en placentas con RCIU (8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación). Los 

valores se presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor 

(Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=4. El gen de referencia utilizado fue HPRT. 

No se observan diferencias significativas entre los grupos evaluados. 

- Antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) 

PCNA (del inglés Proliferating cell nuclear antigen) es una proteína que se sintetiza en la 

fase G1 temprana y en la fase S del ciclo celular. Se localiza en el núcleo y favorece la síntesis 

de ADN. Además, participa en la vía de reparación de los ácidos nucleicos, por lo que 

también se la considera una proteína antiapoptótica. En día 16 de gestación evaluamos los 

niveles de ARNm de PCNA por RT-qPCR, tanto en placentas control como en las placentas 

de fetos con RCIU. En la figura 19 se observan los resultados obtenidos. 
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Figura19: Niveles de ARNm de PCNA en placentas de día 16 de gestación. Los niveles de 

ARNm de PCNA se determinaron por RT-qPCR en placentas de animales controles y en 

placentas con RCIU (animales tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de 

gestación). Los valores se presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza (ANOVA) de 

un factor (Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=4. El gen de referencia utilizado fue 

HPRT. El asterisco indica diferencias significativas entre grupos. 

Los resultados muestran un aumento significativo en los niveles de ARNm de PCNA en las 

placentas de animales tratados con dexametasona en comparación con las placentas de los 

animales control. 

Inhibidores del ciclo celular 

Así como estudiamos los niveles de ARNm de proteínas que promueven la proliferación 

celular, como las ciclinas y PCNA, también decidimos evaluar inhibidores del ciclo celular. 

- p16 y p57 

Las proteínas p16 y p57 actúan inhibiendo la proliferación. P16 pertenece a la familia de 

inhibidores de la quinasa dependiente de ciclina 4 (INK4), bloqueando su actividad 

fosforilasa. P57 pertenece a la familia CIP (proteínas inhibidoras de ciclinas dependientes 

de quinasas), e inhibe la proliferación bloqueando la acción de las ciclinas A, B y E. Los 

resultados obtenidos a partir de la técnica de RT-qPCR mediante la cual evaluamos los 

niveles de ARNm de ambos inhibidores se pueden observar en la figura 20. 
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Figura 20: Niveles de ARNm de los inhibidores del ciclo celular p16 y p57 en placentas de 

día 16 de gestación. A) ARNm de p16 y B) ARNm de p57. Los niveles de ARNm de ambos 

inhibidores se determinaron por RT-qPCR en placentas de animales controles y en placentas 

con RCIU (animales tratados con 8 mg/kg de dexametasona en los días 14 y 15 de gestación). 

Los valores se presentan como la media ± EE. Análisis de la varianza (ANOVA) de un factor 

(Prueba a posteriori de Tukey), p<0,05. N=9. El gen de referencia utilizado fue HPRT. El 

asterisco indica diferencias significativas entre grupos. 

 

Los niveles de ARNm de p16 no mostraron diferencias significativas entre los grupos 

evaluados (figura 20 A). Sin embargo, sí se registró una disminución significativa en los 

niveles de ARNm de p57 en las placentas de los fetos con RCIU respecto al grupo control 

(figura 20 B). 
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Técnicas a partir de las cuales no obtuvimos resultados 

 

Electroforesis de ADN o DNA Ladder 

Uno de los procesos asociados con la apoptosis es la degradación del ADN de forma 

específica. Las endonucleasas cortan el ADN a nivel internucleosomal generando 

fragmentos discretos del tamaño de (o múltiplos de) un nucleosoma. En una corrida 

electroforética del ADN de células en apoptosis, es posible observar la aparición de un 

patrón característico en escalera o también llamado ladder.  

Decidimos complementar el estudio de la apoptosis placentaria en tejido de día 15, 16, 17 

y 18 de gestación, realizando la extracción del ADN y su separación electroforética en geles 

de agarosa. Pusimos a punto varios protocolos tomados de bibliografía (Pascuali y col. 2015; 

Szpilbarg y col. 2016; Toro y col. 2014). También ensayamos tanto con tejido congelado 

como con tejido fresco. En ningún caso observamos el patrón en escalera típico que pone 

en evidencia el proceso de apoptosis tardía. Si observamos el patrón asociado a 

degradación inespecífica del ADN. 

 

Tinción Hematoxilina y Eosina 

Con el objetivo de estudiar la histoarquitectura placentaria y los posibles efectos del 

tratamiento con dexametasona, decidimos realizar la técnica completa de fijación, 

inclusión, corte y tinción con HyE. 

Comenzamos con la fijación del tejido placentario para posteriormente realizar la inclusión 

en parafina. Se armaron cada uno de los tacos y se montaron en casetes de inclusión para 

luego realizar los cortes en el micrótomo. Finalmente, se realizó la tinción hematoxilina y 

eosina, la cual cumplió con el protocolo de desparafinado, hidratación, tinción y 

deshidratación que se detalla en materiales y métodos. Los cortes se montaron y se 

observaron al microscopio óptico.   
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No logramos obtener cortes histológicos en los que se pudiera observar la histoarquitectura 

del tejido preservada debido a fallas en alguno de los pasos de la técnica. 
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DISCUSIÓN 

 

La restricción del crecimiento intrauterino se define como la incapacidad del feto para 

alcanzar su potencial de crecimiento establecido genéticamente y se manifiesta con un bajo 

peso y/o talla al nacer. Se consideran con RCIU a los nacidos a término con un peso menor 

a 2500 g o, según la edad gestacional, a los nacidos con un peso/longitud corporal menor al 

percentil 10. La RCIU es la segunda causa más frecuente de morbimortalidad perinatal, con 

una prevalencia del número de nacidos vivos con RCIU en Argentina del 7,3% (Pasqualini, 

2009).  

Se ha observado que el exceso de glucocorticoides prenatales puede alterar el crecimiento 

fetal y de esta manera inducir RCIU (Ødegård, 2000; Cuffe y col., 2012; Maulik, 2006). 

Niveles elevados de glucocorticoides circulantes durante el embarazo se producen frente a 

estrés prenatal. Por otro lado, la terapia obstétrica ante la amenaza de parto prematuro, o 

frente a enfermedades autoinmunes e inflamatorias maternas requieren tratamiento con 

glucocorticoides sintéticos. En ambos casos el feto se expone a niveles elevados de GC que 

pueden provocar RCIU (Kay, Bird, Coe & Dudley, 2000; Murphy y col., 2002). 

La placenta conecta la madre con el feto, permitiendo el intercambio de gases, nutrientes 

y residuos (Malassiné y col., 2003). Como se mencionó en la introducción, los cambios en el 

patrón de crecimiento fetal se asocian a alteraciones en la estructura y funcionalidad de la 

placenta que pueden llevar, entre otras cosas, a una disminución del intercambio 

maternofetal (Vedmedovska y col., 2011). 

Una buena estrategia para el estudio de la RCIU, es contar con modelos animales de esta 

patología. Para realizar este trabajo de tesis se utilizó un modelo murino de restricción del 

crecimiento intrauterino por sobreexposición a glucocorticoides previamente desarrollado 

en nuestro laboratorio. Este modelo consiste en la administración de 8 mg/kg/día (s.c.) de 

dexametasona en los días 14 y 15 de gestación, simulando los efectos del exceso de 

glucocorticoides sobre el crecimiento fetal.  
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Previamente en el laboratorio se estudió la unidad fetoplacentaria durante los días 16, 17 y 

18 de gestación (Arias, Tesis de grado 2017). Se encontró que las madres tratadas con 

dexametasona tienen restricción del crecimiento fetal, con una disminución significativa del 

peso promedio del feto y de la placenta. En este trabajo, evaluamos en primer lugar la 

unidad fetoplacentaria en día 15 de gestación, debido a que nuestro objetivo era estudiar 

los mecanismos de apoptosis, autofagia y proliferación celular asociados a la reducción del 

tamaño de la placenta observado en los fetos con RCIU. Como la disminución del peso 

placentario se había observado a partir del día 16 de gestación, decidimos estudiar primero 

la unidad fetoplacentaria en día 15 para ver si había efectos inmediatos de la dexametasona 

sobre el peso fetal y placentario. Por otro lado, además de los cambios macroscópicos que 

podía producir la dexametasona nos parecía conveniente evaluar cambios en los procesos 

de apoptosis, autofagia y proliferación el día previo a la reducción del tamaño placentario. 

Al momento de analizar los resultados de día 15, debemos tener en cuenta que, en el 

modelo de RCIU utilizado en este trabajo, en el día 15 se administra la segunda y última 

dosis del glucocorticoide sintético. Es decir, inyectamos dexametasona unas pocas horas 

antes de extraer y evaluar la unidad fetoplacentaria.  

No se observaron cambios en el peso promedio del feto, en el peso de la placenta ni en la 

eficiencia placentaria en día 15 de gestación. Tampoco observamos diferencias en las tasas 

de RCIU ni de mortalidad entre las hembras control y las tratadas con dexametasona. Estos 

resultados sugieren que la dexametasona no tiene efectos inmediatos sobre el tamaño de 

la placenta ni sobre el crecimiento fetal. Esto podría explicarse debido a la proximidad de la 

última dosis del glucocorticoide que se inyecta el mismo día del análisis. Sin embargo, no 

podemos descartar que las placentas ya estén sufriendo cambios moleculares que lleven a 

que en día 16 se observe una diferencia de peso entre las placentas control y con RCIU. 

La disminución en el peso de la placenta y del feto, y el aumento de la restricción del 

crecimiento en los días 16, 17 y 18, nos llevó a plantear una hipótesis de trabajo en la cual 

sugerimos que mecanismos como la apoptosis, la autofagia y la proliferación celular podrían 

estar alterados en las placentas de fetos con RCIU. Esto provocaría la disminución del peso 
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placentario, lo que llevaría a un órgano disfuncional que promueve la restricción del 

crecimiento fetal y el aumento en las tasas de RCIU en los animales tratados con 

dexametasona.  

Nuestra hipótesis propone en primer lugar, que la apoptosis podría ser uno de los 

mecanismos que participa en el control del tamaño de la placenta en la RCIU. En bibliografía 

hay evidencia tanto en humanos, como en modelos animales de RCIU que indican un 

aumento en los niveles de apoptosis placentaria (Ain, Canham & Soares, 2005; Baisden y 

col., 2007; Endo y col., 2005; Erel y col., 2001; Waddell, Canham & Soares, 2000). 

Previamente en nuestro modelo, estudiamos los niveles proteicos de caspasa 3 clivada 

(caspasa efectora) y de PARP total y clivado (proteína target de caspasa 3) en placentas de 

día 18 de gestación, sin encontrar diferencias entre tratamientos (Arias, Tesis de grado 

2017). Estos resultados en día 18 nos hacen pensar que como la reducción del peso 

placentario se observa a partir del día 16, es posible que el aumento en la apoptosis se 

produzca en la placenta, en días de gestación más tempranos. Para estudiar la apoptosis en 

este tejido, decidimos evaluar los niveles proteicos y los niveles de ARNm de distintos 

marcadores proapoptóticos y antiapoptóticos en placentas de fetos control y con RCIU en 

los días 15, 16, 17 y 18 de gestación. En primer lugar, evaluamos marcadores de la vía 

extrínseca directamente en placentas de día 16 de gestación.  

Evaluamos Fas (receptor de muerte) y Fas ligando, debido a que cumplen un rol 

fundamental en la inducción de la apoptosis, expresándose durante la gestación en 

placentas normales (Kawamura y col., 2001). Cuando se produce la unión del ligando a su 

receptor se inicia el reclutamiento de proteínas adaptadoras que forman un complejo que 

activa la muerte celular. Decidimos evaluar la vía extrínseca debido a que otros trabajos 

muestran que el aumento de la apoptosis placentaria podría estar mediado por la vía de 

señalización de Fas en placentas humanas y de rata con RCIU (Belkacemi, Chen, Ross, & 

Desai, 2009; Rešić Karara, Zekić Tomas, Marušić, Roje & Kuzmić Prusac, 2016). En nuestro 

trabajo observamos la presencia del ARNm de ambos marcadores, Fas y FasL, tanto en las 

placentas de fetos con RCIU como en las placentas control, lo que sugiere que hay apoptosis 
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placentaria en ambas condiciones. A diferencia de lo reportado en los trabajos 

mencionados previamente, nosotros no encontramos diferencias significativas en los 

niveles de ARNm del receptor Fas ni de su ligando entre los grupos evaluados. Es posible 

que esta diferencia se deba a que en dichos trabajos evaluaron los niveles proteicos de Fas 

y FasL por inmunohistoquímica en placenta humana a término (con RCIU), y en placentas 

de rata en un modelo de RCIU distinto, de restricción alimentaria durante la gestación. 

Nosotros estudiamos sólo los niveles de ARNm en placenta de ratón de día 16 de gestación. 

Otro estudio en un modelo de RCIU por administración de glucocorticoides muestra 

reducción del peso placentario, modificaciones en los niveles de proteínas del ciclo celular 

y aumento en los niveles de apoptosis (Braun y col., 2015). En un modelo similar en ratón 

(Baisden y col., 2007) y en dos modelos desarrollados en rata (Ain y col., 2005; Waddell y 

col., 2000) encuentran mayores niveles de apoptosis puntualmente en células del 

trofoblasto.  

Decidimos continuar evaluando el proceso de apoptosis placentaria estudiando marcadores 

de la vía intrínseca, regulada por la familia Bcl2. En placentas de embarazos con RCIU, 

algunos investigadores muestran una reducción de la actividad antiapoptótica de Bcl2 

asociada a menores niveles proteicos. Estos trabajos se realizaron en tejido placentario 

humano, y el diagnóstico de RCIU se basó en la definición estándar de peso al nacer por 

debajo del percentil 10 para la edad gestacional (Börzsönyi y col., 2013; Barrio y col., 2004). 

Otros plantean que el desequilibrio de la apoptosis en las placentas humanas con RCIU se 

explica por una sobreexpresión del gen Bax, observándose un aumento significativo de las 

tasas de apoptosis en estas placentas (Agata y col., 2009; Heazell y col., 2011). 

En este trabajo realizamos un análisis en el tiempo durante los últimos 4 días de gestación 

con el objetivo de evaluar si ocurre y cuándo ocurre la muerte celular por apoptosis en las 

placentas con RCIU. Incluso, teniendo en cuenta un posible efecto rápido de la 

dexametasona, también evaluamos los niveles de proteínas de la vía intrínseca el último día 

de tratamiento, el día 15 de gestación.  
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Comenzamos con la proteína proapotótica Bax, que promueve la liberación del citocromo 

c desde la mitocondria hacia el citosol induciendo la activación de caspasas iniciadoras del 

proceso de apoptosis. En contraste con los estudios mencionados anteriormente (Agata y 

col., 2009; Heazell y col., 2011), nosotros no obtuvimos diferencias significativas en los 

niveles proteicos de Bax entre las placentas control y con RCIU en ninguno de los días 

evaluados. Además, observamos que no había niveles proteicos detectables de Bax en las 

placentas de día 18 de gestación. Del mismo modo, evaluamos la proteína antiapoptótica 

Bcl2 durante los días 15 a 18 de gestación, y encontramos una disminución significativa de 

los niveles proteicos en el día 15 de gestación en placentas de fetos con RCIU respecto a las 

placentas control. Estos hallazgos concuerdan con los de Barrio (2004) y Börzsönyi (2013) 

en placentas humanas (Börzsönyi y col., 2013; Barrio y col., 2004) y sugieren que la 

dexametasona, mediada por una reducción en los niveles de la proteína antiapoptótica 

Bcl2, podría inducir apoptosis en las placentas con RCIU de día 15 de gestación. En 

referencia a esto, Börzsönyi (2013) sostiene que el aumento de la actividad apoptótica 

observada en las placentas con RCIU se produce por una menor expresión de Bcl2, una 

reducción de la actividad antiapoptótica vía Bcl2 y no por un aumento de Bax (Börzsönyi y 

col., 2013). 

Por otro lado, quisimos complementar el estudio de la apoptosis realizando una marcación 

con Anexina V/Ioduro de propidio por citometría de flujo. Esta técnica se basa en 

alteraciones propias de la membrana celular que ocurren durante la apoptosis. La 

fosfatidilserina presente en la membrana se exterioriza cuando las células entran en 

apoptosis y la anexina (conjugada a un fluoróforo), que tiene alta afinidad por la 

fosfatidilserina, se une a ella y marca las células en apoptosis temprana. Por otro lado, el 

ioduro el propidio es un indicador de viabilidad celular debido a que es un intercalante 

fluorescente del ADN. Utilizamos esta técnica para detectar células en apoptosis en los días 

15, 16 y 17 de gestación en las placentas de fetos control y con RCIU, y también para evaluar 

los procesos de apoptosis placentaria temprana, tardía y necrosis. Si bien en nuestro trabajo 

no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de células de cada población 
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en las placentas control y con RCIU, en los días de gestación estudiados, es posible que esto 

se deba a que utilizamos un tamaño muestral pequeño (2 o 3 madres por día y por 

tratamiento). Es nuestra intención a futuro aumentar el número de placentas analizadas 

para poder corroborar que este resultado no se deba principalmente a una falta de robustez 

estadística. De hecho, en otros trabajos en los cuales estudiaron mediante la técnica de 

citometría de flujo o TUNEL (del Inglés, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling) la apoptosis en este tejido, encontraron un aumento en el porcentaje de células 

apoptóticas en las placentas con RCIU (Erel y col., 2001; Heazell y col., 2011; Smith y col., 

1997).  

Por otro lado, debemos tener en cuenta que nosotros únicamente analizamos factores 

relacionados a las vías intrínseca y extrínseca, las cuales se encuentran asociados a la vía 

apoptótica dependiente de caspasas. Sin embargo, el proceso de apoptosis en estas 

placentas podría ocurrir mediante una vía de señalización independiente de caspasas. En 

este sentido, otros trabajos indican que la apoptosis se inicia mediante esta vía tanto en 

placentas normales como en condiciones patológicas como la ruptura prematura de 

membranas (Riddell y col., 2012; Negara y col., 2018). Monson y col. (2017), evaluaron en 

un modelo de RCIU en ovejas la expresión del factor inductor de apoptosis (AIF), que es una 

proteína involucrada en el mecanismo de apoptosis independiente de caspasas. Observaron 

un aumento de los niveles proteicos de AIF en placentas con RCIU durante la gestación 

temprana (Monson, Wright, Galan, Reynolds & Arroyo, 2017). Sería interesante 

complementar el estudio de la apoptosis en las placentas con RCIU en nuestro modelo 

analizando también factores de la vía independiente de caspasas. Asimismo pensamos que 

la muerte celular podría ocurrir no solo por apoptosis, sino también por necrosis como se 

describe en el trabajo de Unek (2014), en el cual encontraron áreas necróticas en la decidua 

en placentas con RCIU (Unek y col., 2014). También se ha propuesto que la muerte celular 

placentaria puede ocurrir por senescencia, dado que se ha detectado aumento de este 

proceso en placentas con RCIU (Monson et al., 2017; Sultana, Maiti, Dedman & Smith, 

2018). En coincidencia con esto, Biron-Shental y col. (2014), en un estudio en placentas 
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humanas de embarazos con RCIU, detecta mayores focos de heterocromatina asociados a 

senescencia (SAHF, del inglés senescence-associated heterochromatin foci) y menores 

niveles de ARNm de la telomerasa transcriptasa reversa (TERT, del inglés telomerase reverse 

transcriptase) (Biron-Shental, y col., 2014).  

En particular, respecto a la apoptosis placentaria, varios trabajos han observado un 

aumento de este tipo de muerte celular en regiones específicas de la placenta como en la 

zona del laberinto o la zona basal (Alqaryyan, Kilarkaje, Mouihate & Al-bader, 2016; Waddell 

y col., 2000). Creemos que, como en nuestro trabajo evaluamos por western blot o PCR la 

placenta entera, es probable que puedan existir cambios en estos mediadores que no son 

detectables. Esto podría deberse a que el proceso de apoptosis esté confinado a alguna 

zona o tipo celular específico y no a la totalidad del tejido placentario.  

Finalmente intentamos también evaluar muerte celular programada por la técnica de DNA 

ladder, en placentas de día 15, 16, 17 y 18 de gestación de hembras tratadas con 

dexametasona y controles. Probamos diferentes protocolos y ensayamos con tejido 

congelado y fresco, sin tener éxito en el desarrollo de la técnica. Lo que observamos en cada 

caso fue el patrón asociado a degradación inespecífica del ADN. 

Continuando con los objetivos del trabajo nos propusimos evaluar si la disminución del peso 

de las placentas con RCIU estaba mediada por un aumento de la autofagia en el tejido. Este 

proceso consiste en una vía de reciclaje celular que se caracteriza por la formación de 

vesículas de doble membrana llamadas autofagosomas que endocitan el material 

citoplasmático marcado para su degradación. La proteína LC3 II se utiliza habitualmente 

como marcador de autofagia (Mizushima, 2004). Curtis y col. (2013), al igual que Hung y col. 

(2012), demostraron que existe un aumento significativo de la proteína LC3 II y un aumento 

en las tasas de autofagia placentaria en estudios realizados en embarazos con RCIU (Curtis 

y col., 2013; Hung y col., 2012). En concordancia con estos resultados, en este trabajo se 

observó que las placentas de fetos con RCIU presentan un aumento significativo de la 

proteína LC3 II en el día 18 de gestación, en comparación con las placentas control. Este 

resultado sugiere que la exposición a GC tiene un efecto prolongado en el tiempo, 
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induciendo un aumento de la autofagia en las placentas a término. El aumento en las tasas 

de autofagia podría estar relacionado a la muerte celular en estas placentas, como parte 

del mecanismo que subyace la fisiopatología placentaria de la RCIU (Gong & Kim, 2014). 

Otro factor asociado a la regulación de la autofagia es mTOR, que funciona como un 

regulador central del metabolismo celular, el crecimiento y la supervivencia en respuesta a 

factores de crecimiento, nutrientes y energía. Específicamente en la placenta, mTOR 

responde a una gran cantidad de señales relacionadas con el crecimiento, incluidas la 

disponibilidad de aminoácidos, glucosa, oxigeno, ácido fólico y factores de crecimiento, 

regulando el transporte de nutrientes y la síntesis de proteínas, que influyen directamente 

sobre el crecimiento fetal (Gupta & Jansson, 2019). En un trabajo previo en placentas 

humanas, se detectó una reducción de la actividad placentaria de mTOR en embarazos con 

RCIU (Roos y col., 2007). También, mTOR disminuye en placentas con RCIU en un modelo 

en ovejas (Arroyo, Brown & Galan 2009). Además, como mencionamos en la introducción, 

mTOR inhibe la autofagia por fosforilación de ULK (activador del proceso) (Kim y col., 2011). 

En este trabajo evaluamos en las placentas con RCIU los niveles de la proteína mTOR y su 

forma fosforilada fmTOR, siendo esta última su isoforma activa. No observamos diferencias 

significativas en ninguno de los casos. En la mayoría de los días evaluados tanto mTOR como 

fmTOR no fueron detectados en placentas controles, ni en aquellas provenientes de fetos 

con RCIU. Sólo pudimos estudiar la relación fmTOR/mTOR en placentas día 16 de gestación 

y no obtuvimos diferencias significativas entre tratamientos. 

Otro evento que se ha visto asociado a la disfunción placentaria en la RCIU es la 

desregulación del ciclo celular. De hecho, en un estudio en ovejas durante la gestación 

tardía, se detectó que hay una disminución de la proliferación celular en placentas de fetos 

con RCIU, y que esto afecta el crecimiento fetal (Greenwood y col., 1999). La placenta 

durante la gestación presenta una capacidad dinámica de autorenovación mediante un 

equilibrio entre la proliferación y la muerte celular (De Falco y col., 2001). Considerando 

que la disminución en el peso placentario podría deberse no sólo a un aumento en las tasas 

de apoptosis y autofagia sino también a un descenso en la proliferación celular (Habli, Jones, 
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Aronow, Omar & Crombleholme, 2013), nos pareció interesante medir en estas placentas 

genes asociados al proceso de activación e inhibición de la proliferación. Hay modelos de 

RCIU por administración de glucocorticoides en los cuales se han estudiado algunas de estas 

proteínas, y se ha observado que están reguladas favoreciendo el descenso de la 

proliferación en placentas de fetos con RCIU provenientes de madres tratadas con 

dexametasona (Baisden y col., 2007; Er y col., 2015). 

Decidimos evaluar el ciclo celular en placentas de día 16 de gestación debido a que éste es 

el día en que se observa una disminución significativa en el peso de las placentas de fetos 

con RCIU, lo que podría estar asociado a alteraciones en la proliferación celular. 

Observamos una disminución significativa en los niveles de ARNm de la ciclina B1 en las 

placentas de fetos con RCIU (de madres tratadas con dexametasona). En contraste con este 

resultado, vimos que los niveles de ARNm de PCNA aumentan significativamente en estas 

placentas en el mismo día de gestación. Esto último difiere con lo reportado por Unek 

(2012) y Er (2015), quienes encontraron niveles disminuidos de PCNA (proteicos y de ARNm) 

en placentas con RCIU de hembras tratadas con dexametasona (Er y col., 2015; Unek y col., 

2012). La discrepancia en los resultados puede deberse a que en estos trabajos los modelos 

de RCIU son en rata de la cepa Wistar y a que estudiaron los niveles proteicos de PCNA por 

imunohistoquímica. Nuestro modelo de RCIU es en ratones BALB/c y nosotros evaluamos 

sólo niveles de ARNm. Además, en estos modelos de RCIU por exceso de GC en rata, 

administran dexamentasona durante la última semana de gestación, a diferencia de nuestro 

modelo donde inyectamos el glucocorticoide sólo en día 14 y 15. Asimismo, el trabajo de Er 

y col., (2015) es en placentas a término, mientras que nosotros estudiamos en día 16 de 

gestación.  

Otro mediador del ciclo celular es la ciclina D3. A diferencia de lo observado por Nogami y 

col., (2016) quienes mostraron una disminución de los niveles de ARNm de esta proteína en 

placentas con RCIU, en nuestro estudio no observamos diferencias significativas entre los 

tratamientos (Nogami y col., 2016). Esto podría deberse a que en dicho trabajo evaluaron 
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los efectos de un glucocorticoide diferente, la corticosterona, en un modelo in vitro en 

cultivo celular a diferencia de nuestro modelo in vivo. 

Para concluir el análisis de proliferación celular estudiamos los niveles de ARNm de dos 

inhibidores del ciclo celular, p16 y p57. Encontramos una disminución significativa en los 

niveles de ARNm de la proteína p57 en las placentas de fetos con RCIU. En contraste con 

esto, y en asociación con un perfil antiproliferativo en este tejido, Er (2015) y Unek (2012) 

mostraron que existe un aumento del inhibidor p57 en placentas con RCIU (Er y col., 2015; 

Unek y col., 2012). Al igual que como se comentó anteriormente, en estos trabajos se 

determinaron niveles proteicos de los marcadores de proliferación celular en placentas de 

rata y se inyectó dexametasona durante la última semana de gestación. Los estudios fueron 

realizados en placentas a término, lo cual podría explicar también las diferencias 

observadas. Parte de los resultados obtenidos en nuestro trabajo sugieren que podría bajar 

la proliferación celular en las placentas de día 16 ya que observamos una disminución del 

ARNm de la ciclina B1. Sin embargo, al mismo tiempo también encontramos aumento de 

señales proliferativas como la disminución del inhibidor p57 y el aumento en los niveles del 

ARNm de PCNA. Los resultados obtenidos no nos permiten definir si la administración 

materna de dexametasona induce un perfil proliferativo o antiproliferativo en la placenta. 

Sin embargo, nuestros resultados sugieren que hay una desregulación del progreso del ciclo 

celular en las placentas con RCIU inducida por sobreexposición a glucocorticoides. Por otro 

lado, en el ciclo celular participan múltiples ciclinas e inhibidores y es un proceso finamente 

regulado. Podríamos analizar entonces otras ciclinas e inhibidores involucrados en este 

proceso, además de otros días de gestación, para obtener resultados que nos permitan 

dilucidar qué ocurre con la proliferación celular en las placentas con RCIU. 

En un trabajo en placentas de ratas tratadas con glucocorticoides, se estudió la apoptosis 

placentaria en distintas regiones del órgano y se encontró un aumento de la apoptosis 

(evaluada por la técnica de ADN Ladder)  en la zona basal en las placentas con RCIU (Waddell 

y col., 2000). También, en un modelo en ratas de RCIU por administración de dexametasona, 

se observó un aumento de la apoptosis placentaria particularmente en la zona de laberinto, 
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mediante la evaluación de p53 y caspasa 3 (Alqaryyan y col., 2016). Estos estudios que 

muestran una regionalización de la apoptosis placentaria nos llevaron a querer estudiar la 

muerte celular programada en cortes de tejido e incluso analizar la histoarquitectura del 

órgano y los posibles efectos del tratamiento con dexametasona. Sin embargo, si bien 

realizamos los cortes y la tinción H&E, nos encontramos con cortes donde el tejido no 

estaba preservado, lo que no nos permitió continuar. Sería interesante repetir con el fin de 

mejorar los cortes histológicos y poder evaluar muerte celular en los distintos estratos 

placentarios. 

En resumen, en nuestro trabajo se observó que la sobreexposición a glucocorticoides 

durante la gestación produce alteraciones asociadas a los procesos de apoptosis, autofagia 

y proliferación placentarias. Observamos una disminución de los niveles proteicos de Bcl2 

lo cual podría sugerir un aumento de apoptosis, temprano en placentas de día 15 de 

gestación. Además, las placentas con RCIU presentaron mayores niveles de LC3 II B en día 

18 de gestación, lo que indica un aumento de la autofagia en placentas a término por 

sobreexposición a GC. Por otro lado, las variaciones en la expresión de marcadores 

asociados a la proliferación como la ciclina B1, p57 y PCNA (día 16) en las placentas de fetos 

con RCIU sugieren que el tratamiento con dexametasona regula la expresión de genes 

asociados a la regulación del ciclo celular. 

Los resultados obtenidos en este trabajo proveen información de los procesos que ocurren 

en la placenta, asociados a la RCIU inducida por sobreexposición intrauterina a GC. De esta 

forma, contribuyen a una mayor comprensión de esta patología, condición necesaria para 

poder, a futuro, pensar en la implementación de terapéuticas, diagnósticos y medidas de 

prevención de la misma. 
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CONCLUSIÓN 

 

En este trabajo: 

- Caracterizamos la unidad fetoplacentaria en día 15 de gestación, sin encontrar 

diferencias en el peso fetal y placentario, ni en las tasas de RCIU y mortalidad entre 

tratamientos. 

- Evaluamos alteraciones a nivel molecular asociadas a las vías de apoptosis, autofagia 

y proliferación celular en la placenta. Concluimos que la sobreexposición a 

glucocorticoides o el tratamiento con dexametasona produce: 

 Una disminución de los niveles proteicos del marcador antiapoptótico Bcl2 

en día 15 de gestación; 

 Un aumento de los niveles del marcador de autofagia LC3 II B en día 18 de 

gestación; 

 Una disminución de los niveles de ARNm de ciclina B1 y p57, así como 

también un aumento de PCNA en día 16 de gestación. 

 

En síntesis, a partir de los resultados obtenidos a nivel molecular podemos decir que 

detectamos tempranamente alteraciones en los niveles de un marcador antiapoptótico en 

las placentas con RCIU y una desregulación en la expresión de genes asociados a la 

proliferación celular. También un aumento de la autofagia en placentas a término. Estas 

alteraciones podrían ser parte de la patogenia a nivel placentario asociada a la RCIU.  
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