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Resumen 

La diosgenina (DG) y la 26-hidroxidiosgenina (26OH-DG) son sapogeninas esteroidales 

inductoras de apoptosis en los folículos ováricos y en el útero de la rata a dosis de 0.1, 

1.0 y 4.0 mg/Kg (ip). En este trabajo probamos su efecto a dosis de 50 µg/Kg. Usamos 

63 ratas adultas jóvenes de la cepa Wistar con ciclos estrales regulares y 200g de peso 

que fueron dividas aleatoriamente en 9 grupos (n=7); ratas administradas con el vehículo, 

con DG y con 26OH-DG (ip) por 3 días en el metaestro, diestro y proestro del ciclo estral. 

Se obtuvo los ovarios y el útero en el diestro, proestro y estro del ciclo siguiente a la 

administración de las sustancias de prueba. Los órganos se pesaron, fijaron e incluyeron 

en parafina, se hicieron cortes histológicos (5 µm) que fueron teñidos con H&E. 

Posteriormente medimos el espesor del endometrio y miometrio y se contaron los 

folículos ováricos. El peso de las ratas, el peso del útero y la duración del ciclo estral no 

se modificaron con la DG o con la 26OH-DG. Sin embargo, el espesor del endometrio, 

miometrio, número de glándulas endometriales, número de folículos y cuerpos luteos 

aumentaron significativamente con DG en el diestro y proestro pero no en el estro. Con 

la administración de 26OH-DG, los parámetros anteriores no se modificaron en relación 

al grupo control. Estos resultados sugieren efecto estimulante de la DG sobre el útero y 

los ovarios que mejorarían la fertilidad. 
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INTRODUCCIÓN 

La DG es una saponina obtenida de los tubérculos de Discorea mexicana o 

barbasco, una de las plantas mexicanas importantes para la industria farmacéutica desde 

el siglo pasado. Esta planta ha sido utilizada para la producción industrial de las hormonas 

esteroides como la progesterona y sus derivados que se utilizan como anticonceptivos y 

en terapias de reemplazo hormonal (Benghuzzi et al., 2003), otro producto es la cortisona, 

un potente antiinflamatorio (Cortés, 2010; Segura et al., 1982). Además, la DG se ha 

usado como antidiabético (Ravikumar & Anuradha, 1999), contra la hipercolesterolemia 

(Sauvaire et al., 1991), como antiinflamatorio y antioxidante (Manivannan et al., 2013). 

También para tratar infartos vasculares cerebrales, alergias y contra la obesidad (Roghani- 

Dehkordi, et al., 2015; Ravikumar & Anuradha, 1999). 

Los efectos de la DG son múltiples y dependientes de la dosis, a 40 µM induce 

apoptosis y a 10 µM diferenciación de los megacariocitos (Cailleteau et al., 2009). 

También, en células de cáncer de ovario induce apoptosis (Gu et al., 2013; Chun et al., 

2014; Selim & Al Jaouni, 2015) al detener el ciclo celular en las fases G1/G0, activa la 

expresión de la proteína p53, un factor proapoptótico, al factor NF-κB, a P21 y a la 

caspasa-3, mediados por Bcl-2 y PARP e induciendo la muerte de las células (Raju & 

Mehta, 2009; Cai et al., 2014). La DG disminuye la viabilidad y la proliferación de las 

células humanas de cáncer de laringe (HEp-2) y de células de melanoma malignas 

(M4Beu) al aumentar la fosforilación de la proteína p53, activa a la caspasa-3, caspasa-9 

y PARP (Corbiere et al., 2004). También reduce la inflamación al inhibir a la 

cicloxigenasa e induce la muerte celular al activar la proteína p53 (Figura 1) y la síntesis 

de colesterol y de ácidos grasos (Raju & Mehta, 2009). 
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Figura 1. Respuestas farmacológicas de la diosgenina tomado y modificado (Raju & 

Mehta, 2009). 

 
En glándula tiroides, la DG inhibe la hiperplasia, la hipertrofia y la secreción de 

hormonas tiroideas, también disminuye la proliferación de sus células al inhibir la 

producción de proteínas asociadas a la división y el ciclo celular (Cai et al., 2014). 

Además, interviene en la diferenciación y activación de apoptosis de las células humanas 

leucémicas (HEL) en forma dosis dependiente, se ha propuesto que la DG activa la vía 

de señalización Sonic Hedgehog (Ghezali et al., 2014). En células cancerosas de seno, la 

DG actúa a través del receptor ESR1 a estradiol, suprime a la ciclina D1 e inhibe la 

proliferación de las células al interrumpir el ciclo celular (Chun et al., 2014). 

Contrariamente, en cultivo de macrófagos la DG (250µg/ml) aumentó hasta 3.2 veces la 

proliferación (Selim & Al Jaouni, 2015), mientras que en cultivos primarios humanos de 

los tirocitos inhibió el ciclo celular dependiente de la dosis (15-30µmol/L) (Bian, et al., 

2011). En células mieloides leucémicas (KBM-5), la DG tuvo un efecto citotóxico 

dependiente de la dosis (Shishodia & Aggarwal, 2006) y en cultivo primario de células 

de Sertoli, la DG aumentó la viabilidad, un efecto que dependió de la concentración (0.01- 

2.5 µM), los autores reportaron interacción compleja que afectó el progreso del ciclo 

celular y la apoptosis haciendo mayor translocación de los receptores ESR1 y ESR2 a 

estradiol (Wu et al., 2015). 

En ratonas ovariectomizadas, la DG aumentó el espesor de la epidermis, sin alterar 

la acumulación de grasa (Tada et al., 2009) y en ratones 5XFAD, reestableció la memoria, 

el crecimiento de los axones y aumentó la actividad sináptica de las neuronas de la corteza 
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y del hipocampo. Se ha propuesto que estas sus acciones de la DG son a través del receptor 

1,25D3-MARRS de respuesta rápida (Tohda et al., 2012). 

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo realizados en ratas de la cepa 

Wistar se probó que tanto DG como la 26OH-DG a 4 mg/Kg administradas por vía 

intraperitoneal inhiben el desarrollo de los folículos ováricos y disminuyen el espesor del 

endometrio y del miometrio uterino (Amaro López, 2015; Hilario-Martinez et al., 2015). 

Sin embargo, la 26OH-DG a dosis de 50 µg/kg (Campos-Sandoval, 2018) y 1.0 mg/kg 

aumentó el número de folículos en desarrollo (Amaro López, 2015). 

En síntesis, la diferenciación, la proliferación o la apoptosis de las células son 

respuestas debidas tanto a factores genéticos como a factores ambientales. En ellas hay 

modificación de la transcripción de diversos genes, la circulación de la sangre aumenta o 

disminuye como resultado de la cantidad de arterias y venas y consecuentemente, el 

aporte de los nutrientes. La desregulación de estos procesos está ligada a diferentes 

estados fisiológicos normales de la reproducción o a patologías como el cáncer, la 

diabetes y la obesidad. Por lo que es atractivo estudiar “in vivo” el efecto farmacológico 

de nuevos compuestos con interferencia el desarrollo celular que son clave para el 

desarrollo de nuevos fármacos. 

 

Los ovarios y el útero en las diferentes fases del ciclo estral de la rata 

El ciclo estral de las ratas tienen 4 fases; proestro, estro, metaestro y diestro. En el 

proestro, los folículos ováricos crecen rápido, pero a la vez, los cuerpos lúteos del ciclo 

previo degeneran, y en el útero hay distención la luz por la acumulación del líquido. En 

el estro, los folículos alcanzan la maduración y ocurre la ovulación, mientras que, en el 

útero, la distensión es máxima e inicia la degeneración vacuolar de su epitelio. En el 

metaestro, se forman los cuerpos lúteos y en el útero la degeneración vacuolar es máxima. 

Finalmente, en el diestro, los cuerpos lúteos crecen y los folículos en crecimiento tienen 

tamaño variable, mientras que el endometrio regenera (de la Cruz & Pásaro, 1998). Estos 

cambios ocurren por acción de la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), que 

actúa sobre la hipófisis anterior e induce la liberación de la hormona estimulante de los 

folículos (FSH) y hormona luteinizante (LH). Por citología vaginal, podemos conocer los 

cambios cíclicos que ocurren en su epitelio a lo largo del ciclo estral de la rata (Figura 2). 

En la tabla 1 se resumen los cambios que ocurren en los ovarios, útero y vagina de las 

ratas durante el ciclo estral. 
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Durante el ciclo estral, las concentraciones hormonales se modifican en las ratas por la 

acción reguladora del eje hipotálamo-hipófisis-ovario (Figura 3) (Asarian & Geary, 

2013). 

 
 

Metaestro Diestro Proestro Estro 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Micrografías representativas de citología vaginal de la rata Wistar teñidas con 

hematoxilina-eosina. Amplificación 10X. 

 

 

 

Tabla 1 Características morfológicas de las células en los ovarios, útero y vagina 

durante el ciclo estral de la rata 

FASE 
Metaestro 

OVARIO ÚTERO VAGINA 
Formación de cuerpos 

lúteos 

 
 

Crecimiento de los 

cuerpos lúteos, folículos 

de varios tamaños. 

 

Crecimiento rápido de 

folículos. Degeneración 

de los cuerpos lúteos del 

ciclo previo. 

Maduración de folículos, 

ovulación. 

Degeneración 

vacuolar, pero 

también 

regeneración. 

Regeneración del 

epitelio uterino. 

 
 

Útero distendido por 

fluido aumentado. 

 
 

Máxima distención, 

Inicio de 

degeneración 

vacuolar del epitelio 
uterino. 

Descamación del epitelio 

queratinizado. Epitelio delgado. 

Invasión de leucocitos. Frotis vaginal 

con abundancia de células escamosas. 

Epitelio delgado, regeneración del 

epitelio, frotis vaginal con 

abundancia de leucocitos y células 

epiteliales. 

Epitelio grueso, células epiteliales 

superficiales, frotis vaginal con 

abundantes células epiteliales. 
 

Epitelio grueso, capa de células 

queratinizadas en superficie, frotis 

vaginal con abundantes células 

escamosas. 

 
Diestro 

 
Proestro 

 
Estro 

(Gartner, 2008) 
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Figura 3. Concentración plasmática de LH, FSH, estradiol y progesterona durante el ciclo 

ovárico de las ratas con ciclos luz/oscuridad de 12: 12 horas (Asarian & Geary, 2013). 

 
 

El endometrio del útero está constituido por epitelio cilíndrico simple y lámina 

propia. El epitelio se compone de células cilíndricas secretorias no ciliadas y ciliadas, en 

tanto que la lámina propia contiene glándulas tubulares simples ramificadas que se 

extienden hasta el miometrio. Aunque las células glandulares se asemejan a las del 

epitelio de superficie, las glándulas carecen de células ciliadas. Mientras que el miometrio 

está compuesto por la capa longitudinal interna, circular media y longitudinal externa de 

músculo liso (Gartner, 2008). 

El desarrollo de los folículos ováricos se divide en cuatro estadios: primordiales, 

primarios, secundarios y preovulatorios. Los folículos primordiales están compuestos por 

una capa de células foliculares aplanadas que rodean el ovocito primario que se separan 

del estroma ovárico por una membrana basal. Hay dos tipos de folículos primarios uni- 

laminares y multilaminares según el número de capas de células foliculares que rodean el 

ovocito. Los folículos secundarios son similares a los primarios excepto por la presencia 

de acumulaciones de líquido folicular entre las células de la granulosa. Los folículos pre- 

ovulatorios, también se conocen como folículos maduros; estos folículos son los que 

liberan el ovocito durante la ovulación. Los folículos que se degeneran son folículos 

atrésicos, un fenómeno que ocurre en cualquier etapa del desarrollo de los folículos 

(Gartner, 2008). 
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JUSTIFICACIÓN 

Por lo anterior, estudiar nuevos compuestos orgánicos con actividad biológica que 

interfieran en la proliferación o en la apoptosis es clave para desarrollar nuevos 

tratamientos contra las enfermedades que afectan a los humanos. Desde el punto de vista 

del desarrollo biotecnológico, estos estudios son importantes para proponer nuevos 

fármacos. 

La diferenciación, proliferación y apoptosis son respuestas de las células debidas 

a factores genéticos y epigenéticos. En ellas, la transcripción de los genes aumenta o 

disminuye modificando la estructura y la función de las células en los tejidos del 

organismo. Los tejidos en desarrollo requieren el aporte de nutrientes dado por la mayor 

circulación de la sangre a través de las arterias y venas que previamente se desarrollaron. 

La desregulación de estos procesos está ligada a numerosas patologías como; cáncer, 

diabetes y obesidad, entre otros. 

Previamente, en nuestro laboratorio se ha probado el efecto de la DG y 26OH-DG 

a dosis de 0.1, 1.0 y 4.0 mg/kg en la rata Wistar y estudiado el desarrollo folicular, la 

ovulación y el desarrollo de endometrio y miometrio uterino. A estas dosis, las dos 

sapogeninas producen apoptosis tanto en los ovarios como en el útero de las ratas. Sin 

embargo, a dosis de 0.1 mg/kg se estimuló el desarrollo folicular (López, 2015; Hilario- 

Martínez et al., 2015). En este trabajo estudiaremos el efecto de la DG y de la 26OH-DG 

a dosis de 50 µg/kg sobre el desarrollo folicular y desarrollo del útero de la rata en 

diferentes momentos del ciclo reproductivo. Lo anterior con el fin de conocer la acción 

de las sapogeninas a dosis bajas en la distinta concentración de hormonas que regulan el 

ciclo reproductivo de la rata. 
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HIPÓTESIS 

La DG o la 26OH-DG estimulan el desarrollo folicular, la ovulación y el 

desarrollo del útero de la rata Wistar. 

 
OBJETIVO GENERAL 

Probar el efecto agudo de la DG y la 26OH-DG sobre los ovarios y el útero de la 

rata Wistar en diferentes fases del ciclo estral. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el desarrollo folicular y la ovulación de ratas administradas con 50 µg/kg de 

DG o 26OH-DG en la fase de metaestro, diestro y proestro. 

2. Evaluar el desarrollo del endometrio y miometrio uterino de ratas administradas con 

50 µg/kg de DG o 26OH-DG en la fase de metaestro, diestro y proestro. 
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DIAGRAMA DE TRABAJO 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Los procedimientos experimentales se realizaron siguiendo los lineamientos de la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 que establece las especificaciones 

técnicas sobre la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Además, 

Javier García Castañeda fue capacitado por profesionales del bioterio “Claude Bernard” 

de la BUAP y certificado para el manejo y vías de administración en ratas de laboratorio. 

Utilizamos ratas de la cepa Wistar con 180-200 gramos de peso del bioterio 

Claude Bernard de la BUAP. Las ratas fueron mantenidas en condiciones estándar; 20 ±2 

grados Celsius, fotoperiodos de luz-oscuridad de 12 horas, humedad al 50 % y a libre 

acceso al alimento y al agua. El seguimiento del ciclo estral (CE) de las ratas lo realizamos 

por citología vaginal entre las 8:00-9:00 horas, las muestras fueron teñidas por 

Hematoxilina & Eosina y analizadas bajo microscopio óptico de campo claro, se tomaron 

fotografías, mismas que se guardaron en PC para posterior análisis. Previo a la 

administración del vehículo, DG o 26OH-DG registramos dos CE consecutivos de 4 días, 

mismos que sirvieron como criterio de inclusión a de los animales experimentales en los 

diferentes grupos. Posteriormente continuamos el registro del CE para conocer el 

momento del sacrificio y la obtener los ovarios y el útero. 

 
 

Administración de DG o 26OH-DG por vía intraperitoneal 

Usamos suspensiones patrón de DG o 26OH-DG de 1.0 mg/ml. Las sustancias fueron 

disueltas en 10 µl de alcohol etílico absoluto, posteriormente se diluyeron con solución 

salina isotónica al 0.9% (SSI) obteniendo una suspensión, la concentración final de 

alcohol etílico fue del 1%. Las suspensiones fueron almacenadas en oscuridad a 4 grados 

Celsius. Antes de la administración, las suspensiones se diluyeron a hasta 100 µg/ml y las 

administramos dosis de 50µg/Kg. Aplicamos dosis únicas por 3 días consecutivos en el 

metaestro (M), diestro (D) y proestro (P) entre las 8:00-10:00 horas y las muestras fueron 

obtenidas en el D, P y E posteriores al tratamiento. 

 
Obtención y tratamiento de los ovarios y útero de las ratas 

Las ratas fueron colocadas en cámara CO2 e inmediatamente después perfundidas 

por vía intracardiaca con SSI por 20 minutos y posteriormente con buffer de fosfatos- 

paraformaldehido al 4 % por otros 20 minutos. Posteriormente disecamos el útero y los 

ovarios  y obtuvimos  su  peso  húmedo  en  una  balanza  de  precisión.  Los  órganos se 
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mantuvieron en paraformaldehido al 4 % hasta su inclusión en parafina. Los ovarios y un 

segmento de un centímetro del cuerno uterino derecho se deshidrataron en alcohol a 

concentración creciente de 70, 80, 96 y 100 %, respectivamente. Después se colocaron en 

xileno, parafina líquida y finalmente se realizaron los bloques de parafina. Posteriormente 

se realizaron cortes histológicos de 5 micras de espesor que se tiñeron con Hematoxilina- 

Eosina. Los cortes se observaron en un microscopio de campo claro, se obtuvieron 

fotografías con una cámara acoplada al microscopio, mismas que se almacenaron en una 

PC. Finalmente medimos el espesor de la mucosa, del miometrio y del endometrio con el 

software Motic 2.0. En los ovarios y con base en su morfología celular contamos los 

folículos preantrales sanos (FPS), folículos preantrales atrésicos (FPA), folículos antrales 

sanos (FAS), folículos antrales atrésicos (FAA). 

 
Inmunohistoquímica 

Los cortes histológicos fueron desparafinados, hidratados y lavados con buffer de 

fosfatos-Triton al 2%; la recuperación antigénica se realizó con buffer de citratos a pH de 

6 a 55 grados Celsius y los epitopes se bloquearon con albumina libre de IgG. El 

anticuerpo primario fue incubado en cámara húmeda por 18 horas, posteriormente lavado 

con buffer de fosfatos mientras que el anticuerpo secundario fue incubado por 2 horas a 

temperatura ambiente y lavado con buffer de fosfatos-tritón al 2% y después con buffer 

de fosfatos. Los núcleos se tiñeron con yoduro de propídio y finalmente los cortes 

histológicos fueron lavados, montados con vectashield y sellados con barniz para uñas. 

Las muestras se mantuvieron a 4 grados Celsius y en oscuridad hasta tomar fotografías 

en el microscopio UV. Las laminillas se observaron usando un microscopio Leica- 

DM100, se tomaron fotografías mismas que se almacenaron en una PC. Por último y con 

el programa IM50 se contabilizaron las células positivas. 

 
Análisis estadístico 

La comparación estadística de los datos se realizó con la prueba t de Student y con 

una prueba ANOVA de 1 vía y los grupos fueron diferentes cuando la probabilidad fue 

menor al 5 %. En las gráficas está el promedio ± EEM del espesor de la mucosa, 

endometrio, miometrio y número de glándulas endometriales. Se calculó el promedio de 

folículos ováricos en las categorías de: folículos preantrales sanos (FPS), folículos 

preantrales atrésicos (FPA), folículos antrales sanos (FAS) y folículos antrales atrésicos 

(FAA). Se obtuvo el número promedio de cuerpos lúteos y de células inmuno-positivas. 
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RESULTADOS 

Peso corporal y peso húmedo de los ovarios y del útero 

En el peso corporal de las ratas administradas con la DG o con la 26OH-DG no se 

modificó en comparación con las ratas administradas con SSI, ANOVA, (Tabla 2). Sin 

embargo, el peso de los ovarios de las ratas administradas con 26OH-DG aumentó en 

relación a las ratas del grupo control. Contrariamente, con DG, el peso de los ovarios 

disminuyó (Tabla 2). El peso del útero de las ratas las ratas tratadas con 26OH-DG no se 

modificó en relación a las ratas del grupo control, mientras que con la administración de 

DG disminuyeron (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Peso corporal y peso húmedo de los ovarios y útero de las ratas Wistar 

administradas con el vehículo (SSI), DG o 26OH-DG a dosis de 50 µg/kg. *p≤0.5 

ANOVA. 

Grupo Peso 

corporal 

Ovarios 

(mg/100g) 

Útero 

(mg/100g) 

Duración 

del CE 

Sacrificio 

Vehículo 198±3 20.1±2.0 177±7.8 4 Diestro 

DG 197±3.8 22.1±1.7 165±13.0 4 Diestro 

26OH-DG 193±2.7 18.7±1.0 189±8.3 4 Diestro 

Vehículo 206±5.3 22.1±2.5 239±32.5 4 Proestro 

DG 212±5.7 23.8±1.3 259±25.3 4 Proestro 

26OH-DG 197±2.3 18.1±1.6 235±24.0 4 Proestro 

Vehículo 202±3.2 24.6±2.0 277±21.2 4 Estro 

DG 202±5.7 29.4±1.3* 261±12.8 4 Estro 

26OH-DG 200±2.3 20.6±1.3* 245±12.9 4 Estro 

 

 
Espesor del epitelio endometrial, endometrio y miometrio uterino 

En la figura 4 se muestran micrografías panorámicas representativas de cortes 

histológicos en sección transversal del útero de las ratas administradas con el vehículo, 

con DG o con 26OH-DG en la fase de diestro, proestro y estro del ciclo estral de las ratas. 

En la figura 5, a mayor aumento regiones representativas que muestra el epitelio 

endometrial, endometrio y miometrio del útero y que a continuación se describen. 

Espesor del epitelio endometrial de las ratas administradas DG aumentó 

significativamente 47 % en el diestro en relación a las ratas control, mientras que con 

26OH-DG disminuyó 17 % en el proestro y no se modificó en la fase de estro (Figura 

6A). Además, el espesor del endometrio de las ratas administradas DG aumentó 

significativamente 48% en el proestro en relación con las ratas control (Figura 6B). 

Mientras que con 26OH-DG, este parámetro no se modificó en ninguna de las fases del 

ciclo estral de las ratas reportadas aquí (Figura 6B). También, el espesor del miometrio 

de las ratas administradas DG aumentó significativamente 41 % en el proestro y 64 % en 
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el diestro en comparación con las ratas control, mientras que con la 26OH-DG no se 

modificó en ninguna de las fases estudiadas (Figura 6C), *p˂0.05, ANOVA. 

En la figura 6D se muestra la gráfica del espesor del útero. En el diestro y proestro 

de las ratas administradas con DG, el espesor del útero aumentó, sin embargo, solo en el 

proestro fue significativamente mayor llegando a 47 %. Con 26OH-DG el espesor del 

útero no se modificó en ninguna de las fases del ciclo estral estudiadas (Figura 6D), 

*p˂0.05, ANOVA. 
 

Figura 4. Micrografías panorámicas representativas de cortes histológicos transversales 

del útero derecho de ratas Wistar administradas con el vehículo, DG o 26OH-DG (50 

µg/kg). Los cortes histológicos fueron teñidos con H&E. Endometrio (e), miometrio (mi), 

epitelio endometrial (ep), glándula endometrial (ge). Escala 200 µm. A) Útero con 

vehículo en el diestro, B) Útero con DG en el diestro, C) Útero con 26OH-DG en el 

diestro, D) Útero con vehículo en el proestro, E) Útero con DG en el proestro, F) Útero 

con 26OH-DG en el proestro, G) Útero con vehículo en el estro, H) Útero con DG en el 

estro, I) Útero con 26OH-DG en el estro. 
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Figura 5. Cortes transversales representativos del útero derecho de las ratas Wistar 

administradas con el vehículo, DG o 26OH-DG (50 µg/kg). Los cortes histológicos 

fueron teñidos con la técnica Tricrómica de Masson. Endometrio (e), miometrio (mi), 

epitelio endometrial (ep), glándula endometrial (ge). Escala, 200 micras. A) Útero con 

vehículo en el diestro, B) Útero con DG en el diestro, C) Útero con 26OH-DG en el 

diestro, D) Útero con vehículo en el proestro, E) Útero con DG en el proestro, F) Útero 

con 26OH-DG en el proestro, G) Útero con vehículo en el estro, H) Útero con DG en el 

estro, I) Útero con 26OH-DG en el estro. 
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Figura 6. A. Espesor del epitelio endometrial; B. Espesor del endometrio; C. espesor del 

miometrio; D. Espesor del total del útero de las ratas Wistar administradas con el 

vehículo, DG o 26OHDG (50 µg/kg). Las barras representan la media y el EEM, *p≤0.5 

ANOVA. 
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Glándulas endometriales 

En las ratas administradas DG, el número de glándulas endometriales aumento 

significativamente 37% en el diestro y 116% en la fase de proestro en relación a los 

animales del grupo control, mientras que con la administración de 26OH-DG no se 

modificó su número en ninguna de las fases des ciclo estral estudiado (Figura 7), *p˂0.05, 

ANOVA. 
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Figura 7. A. Micrografía de sección transversal representativo del útero con glándulas 

del endometrio de las ratas Wistar indicadas con fechas. i, vehículo, ii, DG y iii, 26OH- 

DG. B. Gráfica con el número de glándulas endometriales. Las barras representan la 

media ±EEM, *p≤0.5 ANOVA. 

 

Folículos ováricos sanos y atrésicos 

En las figuras 8, se muestran folículos en diferentes estados de desarrollo; FPS, 

FPA, FAS y FAA teñidos con la tinción de tricrómica de Masson. El número de FPS, 

FAS y FAA aumentaron significativamente 0.97, 0.59 y 0.2 veces respectivamente en los 

ovarios de las ratas administradas DG en el diestro en comparación con el grupo control, 

mientras que con 26OH-DG no se modificaron (Figura 9) indicar en la figura. En el 

proestro incrementaron significativamente los FPS y FAS 0.91 y 0.44 veces 

respectivamente, mientras que los FPA disminuyeron 0.44 y 0.41 veces tanto en ratas 

B 
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administradas con DG como con 26OH-DG (Figura 10). En el estro, los FPA y los FAA 

aumentaron significativamente 0.62 y 0.67 veces en las ratas administradas con DG, 

mientras que con 26OH-DG no se modificó su número (Figura 11), *p˂0.05, ANOVA. 

 

 

 

Figura 8. Cortes histológicos representativos de los ovarios en diestro, proestro y estro 

teñidos con la tinción de Tricrónica de Masson. Vehículo (SSI, 0.9%), DG o 26OH-DG 

(50 µg/kg). Folículo preantrales sanos (FPS), folículo preantrales atrésicos (FPA), 

folículos antrales sanos (FAS) y folículos antrales atrésicos (FAA), cuerpo lúteo (cl). 

Escala 200 µm. A) Ovario con vehículo en el diestro, B) Ovario con DG en el diestro, C) 

Ovario con 26OH-DG en el diestro, D) Ovario con vehículo en el proestro, E) Ovario con 

DG en el proestro, F) Ovario con 26OH-DG en el proestro, G) Ovario con vehículo en el 

estro, H) Ovario con DG en el estro y I) Ovario con 26OH-DG en el estro. 
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Figura 9. Folículos ováricos en la rata Wistar en diestro. Vehículo (SSI, 0.9%), DG o 

26OH-DG (50 µg/kg). Folículos preantrales sanos (FPS), folículos antrales sanos (FAS), 

folículos preantrales atrésicos (FPA) y folículos antrales atrésicos (FAA). Las barras 

representan la media ±EEM, *p≤0.5 ANOVA. 
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Figura 10. Folículos ováricos en la rata Wistar en proestro. Vehículo (SSI, 0.9%), DG o 

26OH-DG (50 µg/kg). Folículos preantrales sanos (FPS), folículos antrales sanos (FAS), 

folículos preantrales atrésicos (FPA) y folículos antrales atrésicos (FAA). Las barras 

representan la media ±EEM, *p≤0.5 ANOVA. 

* 
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Figura 11. Folículos ováricos en la rata Wistar en estro. Vehículo (SSI, 0.9%), DG o 

26OH-DG (50 µg/kg). Folículos preantrales sanos (FPS), folículos antrales sanos (FAS), 

folículos preantrales atrésicos (FPA) y folículos antrales atrésicos (FAA). Las barras 

representan la media ±EEM, *p≤0.5 ANOVA. 

* 



P á g i n a 20 | 38  

Cuerpos lúteos 

El número de cuerpos lúteos aumentó significativamente 0.66 veces en las ratas 

administradas con DG y disminuyó significativamente 0.15 veces en las ratas 

administradas con 26OH-DG (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Cuerpos lúteos en la rata Wistar. Vehículo (SSI, 0.9%), DG o 26OH-DG (50 

µg/kg). Las barras representan la media ±EEM, *p≤0.5 ANOVA. 

 

Identificación por inmunohistiquímica de células caspasa3-positivas en los ovarios 

En las figuras 13, 14 y 15 se muestran micrografías representativas de la 

inmunohistoquímica para caspase-3 en las fases de diestro, proestro y estro del ciclo estral 

de las ratas respectivamente. En los ovarios de las ratas, las células caspasa3-positvas 

fueron las células tecales e intersticiales del ovario, mientras que las células de la 

granulosa no se marcaron en ninguno de los estadios del desarrollo de los folículos 

ováricos. Además, con DG, las células caspasa3-positivas disminuyeron 

significativamente 0.43 y 0.53 veces respectivamente en los folículos en el diestro y 

proestro. 
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Figura 13. Células teco-intersticiales (CTI) caspasa 3-positivas en los ovarios de ratas en 

diestro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo y fueron marcados con ioduro de propídeo y en 

verde las células caspasa3-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; 

cg, células de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 14. Células teco-intersticiales (CTI) caspasa 3-positivas en los ovarios de ratas 

en proestro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la 

media ±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde 

las células caspasa3-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, 

células de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 15. Células teco-intersticiales (CTI) caspasa 3-positivas en los ovarios de ratas en 

estro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde las 

células caspasa3-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células 

de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 

 

Identificación por inmunohistoquímica de células VEGF-positivas en los ovarios 

En las figuras 16, 17 y 18 micrografías representativas de las células VEGF- 

positivas identificadas por inmunohistoquímica. No hubo diferencias de las células 
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VEGF-positivas entre las ratas administradas con DG o 26OG-DG en comparación con 

las ratas del grupo control en ninguna de las fases del ciclo estral reportadas aquí. 

 

 

Figura 16. Células teco-intersticiales (CTI) VEGF-positivas en los ovarios de ratas en 

diestro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde las 

células VEGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células 

de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 17. Células teco-intersticiales (CTI) VEGF-positivas en los ovarios de ratas en 

proestro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la 

media ±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde 

las células VEGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, 

células de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 18. Células teco-intersticiales (CTI) VEGF-positivas en los ovarios de ratas en 

estro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde las 

células VEGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células 

de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 

 
Identificación por inmunohistoquímica de células NGF-positivas en los ovarios 

En las figuras 19, 20 y 21 micrografías representativas de las células NGF- 

positivas identificadas por inmunohistoquímica en el diestro, proestro y estro 

respectivamente. Las células NGF-positivas incrementaron significativamente 0.27 veces 
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en la fase de estro en las ratas administradas con DG en comparación con las ratas control 

y no se modificaron en las fases de diestro y proestro del ciclo estral de la rata. 

 

 

Figura 19. Células teco-intersticiales (CTI) NGF-positivas en los ovarios de ratas en 

diestro. Control, DG y 26OH-DG en diestro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde las 

células NGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células de 

la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 20. Células teco-intersticiales (CTI) NGF-positivas en los ovarios de ratas en 

proestro. Control, DG y 26OH-DG en proestro (A). Gráfica, las barras representan la 

media ±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde 

las células NGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células 

de la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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Figura 21. Células teco-intersticiales (CTI) NGF-positivas en los ovarios de ratas en 

estro. Control, DG y 26OH-DG en estro (A). Gráfica, las barras representan la media 

±EEM (B). Los núcleos están en rojo marcados con ioduro de propídeo y en verde las 

células NGF-positivas marcadas con FITC. Folículos antrales. ov, ovocito; cg, células de 

la granulosa; ct, células tecales. *p≤0.05, ANOVA. Escala 200 µm. 
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El resumen de los marcadores celulares en los ovarios de las ratas administradas 

con el vehículo, DG y 26OH-DG se muestran en la tabla 3. 

 
Tabla 3. Resumen de los marcadores celulares en los ovarios de la rata; caspasa-3, VEGF 

y NGF en los ovarios de las ratas administradas con el vehículo, DG o 26OH-DG. 
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DISCUSIÓN 

En esta tesis estudiamos el efecto de la DG y la 26OH-DG sobre el útero y los 

ovarios de la rata Wistar, el efecto agudo de DG y 26OH-DG a dosis de 50 µg/kg sobre 

el desarrollo celular en el útero y los ovarios en las fases de diestro, proestro y estro. Las 

dos sustancias probadas no afectaron la conducta general de las ratas ni la anatomía 

macroscópica de los órganos viscerales examinados al momento de la autopsia, por lo 

que inferimos que las sustancias resultaron inocuas para el estado fisiológico general de 

los animales usados en el experimento. La administración de las sustancias tampoco 

afectó la duración del ciclo estral en comparación con las ratas del grupo control (4 días) 

por lo que inferimos que las asas de regulación del eje hipotálamo-hipófisis-ovarios 

funciona de manera similar a las condiciones basales naturales. 

Por otro lado, en el útero, la DG aumentó el espesor del endometrio y miometrio 

en las fases de diestro y proestro. Esta respuesta estimulatoria es posible si consideramos 

que DG interviene en procesos de diferenciación o apoptosis de los megacariocitos en 

células HEL humanas dependiendo de la dosis (Ghezali et al., 2014) y en la diferenciación 

de los oligodendrocitos a través de los receptores a estradiol, una respuesta mediada por 

la activación de la vía de las cinasas ERK1/2 que estimulan la remielinización de las fibras 

nerviosas (Xiao et al., 2012). Adicionalmente, el endometrio tiene alta plasticidad durante 

los procesos de regeneración y re-modelamiento celular, considerando que en la 

membrana basal del endometrio posee células madre progenitoras y células madre 

mesenquimales con alta capacidad proliferativa siendo las responsables de la 

regeneración del endometrio en condiciones fisiológicas y patológicas (Ghezali et al., 

2014). Estas respuestas pueden ser estimuladas por el estradiol y la progesterona que 

incrementan en la fase proliferativa del endometrio (fases de metaestro y diestro) (Asarian 

& Geary, 2013; Gellersen & Brosens, 2014). Además, se ha reportado que la DG aumenta 

la translocación de los receptores a estradiol hacia el núcleo incrementando así la 

viabilidad y la proliferación de las células de Sertoli de ratón de la línea TM4 (Wu et al., 

2015). La DG promueve la transición de las fases G1/S del ciclo celular e inhibe la 

apoptosis. La expresión de las proteínas CDK4/6, CDK2, ciclina D1 y ciclina E aumentan 

significativamente 24 horas después de la administración de DG (Wu et al., 2015). Otra 

vía de acción de la DG es la estimulación del factor 1 de crecimiento semejante a la 

insulina (IGF-1) que también promueve el progreso de la fase S y la proliferación de las 

células de la glándula tiroides (Bian et al., 2011). Estas diferentes respuestas de la DG en 

tiempo y magnitud son congruente con la alta afinidad (IC50, 10 nM) (Yen et al.,  2005) 
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de unión que tiene a los receptores a estradiol ESR1 y ESR2 (Chun, et al., 2014; Powers 

& Setzer, 2015; Wang X. et al., 2015). Además de los receptores a estradiol, existen los 

receptores 1,25D3-MARRS de respuesta rápida que también aumentan su expresión en 

las células del endometrio en la fase secretoria temprana y media del endometrio 

(Monohar et al., 2014) y a las cuales la DG se une y ejerce su acción (Tohda et al., 2012). 

El incremento del espesor de la mucosa endometrial también puede deberse a la acción 

estimulante de la DG sobre la diferenciación y desarrollo que ha tenido sobre varios tipos 

de células glandulares y no glandulares (Ghezali el al., 2014; Wang L. et al., 2015) el 

efecto estimulante de la DG también tiene acción sobre el miometrio (Wu et al., 2015). 

Por otro lado, el aumento del espesor del miometrio en la fase de diestro sugiere 

un efecto anabólico. Esta respuesta es viable considerando que la DG estimula la 

proliferación de los fibroblastos cardiacos y disminuyendo la fibrosis del corazón (Zhou 

et al., 2017). En los fibroblastos cardiacos, la DG inhibe la deposición de la matriz 

extracelular por inhibición de la angiotensina II, además suprime la acción del factor de 

crecimiento transformante beta-1 (TGF-β1) y la fosforilación de Smad3 (Zhou et al., 

2017). La DG disminuye la capacidad de adhesión de las musculares lisas (Choi et al., 

2010) al disminuir las moléculas de adhesión intercelular (ICAM-1) y las moléculas de 

adhesión de las células vasculares (VCAM-1) a través del factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF-α) (Choi et al., 2010). 

En el útero, las glándulas endometriales se forman a partir en epitelio luminal y 

aumentan en cantidad en la fase proliferativa del ciclo estral (fases de diestro y proestro), 

su crecimiento depende del factor estimulante de linfocitos y del estradiol que activa la 

vía celular Wnt-β (Shelton et al, 2012). El incremento de las glándulas endometriales que 

obtuvimos en diestro y proestro del ciclo estral sugiere acción sinérgica con el estradiol 

(Asarian & Geary, 2013) y es evidencia de estimular el desarrollo celular, respuesta 

farmacológica que aumentaría la capacidad secretora y de transporte del útero. Esta 

condición mejoraría la fertilidad de las ratas (Shelton et al, 2012), sin embargo, es una 

inferencia que debe probarse experimentalmente con experimentos específicos. Otros 

reguladores del desarrollo del endometrio es la prolactina que también contribuye a la 

morfogénesis de las glándulas endometriales (Ghezali el al., 2014; Wang L. et al., 2015; 

Gray, et al., 2001). Además se han identificado otros factores de crecimiento relacionados 

con la DG, como al factor de crecimiento epidérmico (EGF), al factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), el factor inhibidor de la leucemia (LIF) (Burton, et al., 2007) 

y al factor estimulante de linfocitos (Shelton et al., 2012). 
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A diferencia de la DG, su homologo, la 26OH-DG no modificó el espesor del 

endometrio ni del miometrio de las ratas. Contrariamente, en el proestro, el espesor de la 

mucosa luminal disminuyó. Este resultado es oportuno si consideramos que la 

metabolización de la 26OH-DG sea rápida en comparación con la DG, ya que se ha 

reportado que las moléculas hidroxiladas se metabolizan a mayor velocidad, modificando 

así su biodisponibilidad y en consecuencia su acción farmacológica (Sultana & Saify 

2013; Sultana 2018). Cabe precisar que previamente en otra serie de experimentos, 

obtuvimos que a las 24 y 28 horas, la 26OH-DG disminuyó el desarrollo del miometrio 

(Campos-Sandoval, 2018) sugiriendo que la 26OH-DG tiene diferentes propiedades 

farmacocinéticas en comparación con la DG. Estos experimentos abren otra línea de 

investigación sobre las propiedades farmacocinéticas y de comparación entre las dos 

moléculas en estudio. 

En los ovarios de las ratas administradas con DG, en la fase de diestro y proestro 

aumentaron los folículos sanos siendo indicador de estimular del desarrollo celular 

ovárico. Es aceptado que en los ciclos reproductivos de las ratas adultas jóvenes con ciclos 

estrales regulares (4 días), en las fases de metaestro, diestro y mañana del proestro hay 

baja concentración de FSH y aumenta paulatinamente la concentración de estradiol en 

sangre. El incremento en los folículos ováricos puede estar relacionado con la 

estimulación directa de las células de la granulosa activando los receptores a estradiol 

ESR1 y SR2, o también a los receptores 1,25D3-MARRS de la membrana de respuesta 

rápida, y a los cuales se une la DG (Yang et al., 2017; Thoda et al., 2012) o de manera 

directa en el núcleo activando la transcripción de genes relacionados con la proliferación 

de las células (Ghezali, et al., 2014). Contrariamente, la 26OH-DG aumentó la atresia de 

los folículos, siendo indicador de activar la apoptosis, similar a la respuesta que hemos 

obtenido con dosis mayores (0.1, 1.0 y 4.0 mg/kg). 

El incremento en el número de cuerpos lúteos que obtuvimos con DG es evidencia 

de su acción proteolítica (Chang et al., 2011; Xiao et al., 2012; Ghezali et al., 2014) que 

aumenta en la ovulación de las ratas (Chang et al., 2011; Chen et al., 2011), además de la 

acción antiinflamatoria que posee (Singh et al., 2014; Wang et al., 2015). La acción 

estimulatoria del desarrollo celular en los ovarios es congruente con la disminución de la 

actividad de caspasa-3 que obtuvimos en la fase de diestro y proestro, mientras que las 

células NGF-positivas aumentaron solo en la fase de estro sugiriendo una respuesta 

dependiente de la hormona FSH (Salas et al., 2006). Contrariamente, las células VEGF- 
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positivas no se modificaron con la DG o con la 26OH-DG en los ovarios, inversamente a 

lo observado en pro-osteoclastos de ratón MC3T3-E1 (Yen et al., 2005). 

 
 

Figura 22. Esquema propuesto del mecanismo de acción de la diosgenina por activación 

de los receptores a estradiol ESR1 y ESR2 y 1,25D3-MARRS. Las líneas azules 

representan interacciones, líneas negras inhibiciones, líneas verdes translocación y líneas 

rojas efectos producidos. 

 

 
CONCLUSIÓN 

La DG estimuló el desarrollo del endometrio y miometrio y el desarrollo de los folículos 

ováricos en el diestro y proestro, mientras que la 26OH-DG no tuvo efecto. La DG 

estimuló el desarrollo celular en la fase proliferativa del útero y los ovarios posiblemente 

haciendo sinergia con el estradiol al incrementar la traslocación de los receptores ESR1 

y ESR2, activando a receptores MARRS o por medio del IGF-1, inferencias que deben 

probarse experimentalmente. 

 

PERSPECTIVAS 

1. Probar la acción estrogénica utilizando ratas infantiles. 

2. Probar la regulación de los receptores ESR1, ESR2 y MARRS usando sus 

antagonistas. 

3. Evaluar las rutas intracelulares involucradas (D1, Nf-Ƙb y STAT3 
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Previamente comunicamos que las sapogeninas esteroidales, diosgenina (DG) y 26- 

hidroxidiosgenina (26OH-DG) son inductoras de apoptosis en los folículos ováricos y 
útero de las ratas (0.1, 1 y 4 mg/Kg). En este trabajo evaluamos el efecto de DG y 26OH- 
DG a dosis baja (50µg/Kg) sobre el útero. Utilizamos 63 ratas adultas jóvenes de la cepa 

Wistar del bioterio “Claude Bernard” de la BUAP que presentaban ciclos estrales 
regulares de 4 días. Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 9 grupos (n=7); 3 
grupos control, 3 grupos con DG y 3 grupos con 26OH-DG (ip). Las sustancias fueron 

administradas en dosis diaria en el metaestro, diestro y proestro, las ratas control 
recibieron el vehículo (SSI, 0.9%). El sacrificio de las ratas fue en el diestro, proestro y 
estro siguiente a la administración de las sustancias. El útero se fijó, incluyó en parafina y 

se hicieron cortes de 5µm de espesor que fueron teñidos con H&E. Posteriormente y 
usando un microscopio de campo claro y software Motic 2.0 medimos el espesor de la 
mucosa uterina, endometrio y miometrio. Obtuvimos que el peso de las ratas, peso del 

útero y duración del ciclo estral no se modificaron con los tratamientos. Sin embargo, la 
DG aumentó significativamente el espesor del endometrio y miometrio, además del 
número de glándulas endometriales en el diestro y proestro. Con la administración de 

26OH-DG, los parámetros anteriores no se modificaron en relación al grupo control. El 
aumento del espesor del endometrio y miometrio sugiriere sugiere propiedades 
anabólicas sobre el útero, y el incremento de las glándulas endometriales indica mayor 

actividad secretora, en ambos casos se favorecería la capacidad de migración e 
implantación del útero. La 26OH-DG no tuvo efecto sobre el desarrollo del útero 
probablemente por menor absorción y biodisponibilidad, inferencias que debemos probar 

experimentalmente. 
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