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INTRODUCCIÓN

En este volumen se publican los subsidios del Período 2013–2015, se 
han volcado todos los informes finales de los grupos de investigación que 
desarrollaron sus tareas en ese lapso.

Con esta publicación la Fundación Alberto J. Roemmers mantiene su 
compromiso adquirido hace mas de treinta y cinco años de apoyar a la inves-
tigación médica en nuestro país a través de subsidiar planes rigurosamente 
seleccionados todos los años

Se han visto beneficiados más de 1.000 grupos de investigación a lo 
largo de todo el país en temas de Investigación Básica, Aplicada y de Epide-
miología y Salud Pública
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ROL DE LA INTERACCIÓN CELULAR T-B EN EL 
CONTROL DE LA INFECCIÓN VIRAL POR EL 

VIRUS DE LA HEPATITIS C Y POR EL VIRUS DE LA 
INMUNODEFICIENCIA HUMANA.

Dra. María Noel Badano
Laboratorio de Inmunología, Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET, 

Academia Nacional de Medicina

SÍNTESIS EN INGLÉS

HIV/HCV co-infection leads to a chronic immune activation state. As 
cytokines profile and levels reflect the interaction between immune cells and 
the state of immune activation, we analyzed interleukins levels in a cohort of 
HIV/HCV hemophilic patients. 

We classified patients in: those who received continuous antiretrovi-
ral therapy (ART) for over a year (G1, n=28) and those who did not (G2, 
n=14). 

G1 presented IL-10 and IL-2 plasma levels similar to control groups (C). 
Instead, G2 showed significantly higher interleukins levels than controls and 
G1 (IL-10: G1: 7.9; G2: 13.2, C1: 7.5; C2: 6.2; IL-2: G1: 5.3; G2: 9.0, C1: 4.3; 
C2: 4.0 pg/ml, p<0,05). 

To confirm that ART was involved in the cytokine levels normalization, 
we measured interleukins before (pre-ART) and after (post-ART) of ART ini-
tiation. Interleukins levels post-ART within G1 were significantly diminished 
compared to pre-ART. 

Lastly, we analyzed interleukins in relation to the hepatic condition. We 
observed that patients with signs of hepatic damage showed higher IL-10 
amounts. 

Our results show that patients that achieve HIV viral control and do not 
show markers of advanced hepatic disease display normal interleukins levels. 
On the contrary, patients that fail to control both infections and display signs of 
advanced fibrosis showed the highest IL-10 amounts.

Inflammatory cytokine production and immune activation play a key role 
in the immunopathology of HIV/HCV coinfection and liver fibrosis. Our results 
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showed that an effective ART is not only required to achieve viral suppres-
sion, but it may also contribute to attenuate the immune activation as reflected 
by the normalization of the interleukins levels. 

Finally, as IL-10 can be produced by liver cells and has been linked to liver 
inflammation, the hepatic microenvironment could be an important source 
of IL-10 contributing to development of liver fibrosis and the increased IL-10 
amounts in HIV/HCV patients controlling HIV infection. 

SÍNTESIS 

Las citoquinas juegan un papel importante en el control de la homeos-
tasis del sistema inmune. Sin embargo, la infección con diversos agentes 
virales puede conducir a un desbalance en el perfil de citoquinas producidas 
tanto in vivo como in vitro.

Las células Th1 son las principales efectoras de la inmunidad celular 
contra patógenos intracelulares, mientras que las células Th2 son esenciales 
para la producción de anticuerpos por las células B. Se ha sugerido que tanto 
durante el curso de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana 
(HIV), como por el virus de la hepatitis C (HCV), se produce un desbalance 
entre las respuestas Th1-Th2 y que el mismo estaría involucrado en la pato-
génesis de la infección. Por otro lado, los datos acerca del rol de las citoqui-
nas en la progresión de la enfermedad hepática en pacientes coinfectados 
HIV/HCV son inciertos.

Nuestro grupo estudia desde hace varios años a una cohorte de pacientes 
con hemofilia coinfectados HIV/HCV, que adquirieron la enfermedad hace más 
de 30 años atrás a través de la administración de concentrados de los factores 
de coagulación que estaban contaminados con los virus. Debido a que la enfer-
medad de base requiere de un monitoreo continuo, contamos con muestras 
provenientes de distintas etapas de la coinfección, lo cual nos permite hacer un 
seguimiento de la evolución de la enfermedad en estos pacientes.

Dado que la coinfección HIV/HCV está asociada a niveles muy altos de 
activación inmune crónica y una de las formas de medir la activación inmu-
ne es mediante el análisis de las citoquinas, decidimos estudiar en el grupo 
de pacientes con hemofilia coinfectados el estado de activación del sistema 
inmune y el impacto de la terapia antirretroviral (ART) sobre el mismo, anali-
zando los niveles de interleuquinas plasmáticas. 

Por lo tanto, clasificamos a los pacientes en dos grupos: aquellos que 
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estuvieron bajo ART de forma continua por más de un año, mostrando buena 
adherencia y respuesta a la misma (G1, n=28) y aquellos que nunca iniciaron 
ART o que mostraron poca adherencia o respuesta a la misma (G2, n=14). Se 
midieron los niveles de IL-10 e IL-2 plasmática en ambos grupos de pacientes 
y se compararon con los niveles presentes en los grupos controles, confor-
mados por donantes de sangre sanos (C1) y por pacientes con hemofilia no 
infectados (C2).

No observamos diferencias significativas en los niveles de IL-10 e IL-2 
entre G1 y los controles. 

Por otro lado, los niveles de IL-10 e IL-2 resultaron significativamente 
aumentados en G2 con respecto a G1 y los controles (media IL-10 ± DS: G1: 
7.9 ± 0.8; G2: 13.2 ± 1.8, C1: 7.5 ± 0.5; C2: 6.2 ± 0.9; media IL-2 ± DS: G1: 5.3 
± 0.7; G2: 9.0 ± 2.7, C1: 4.3 ± 0.2; C2: 4.0 ± 0.2 pg/ml, p<0,05).

Por otra parte, al analizar los niveles de IL-10 previos (pre-ART) y 
posteriores (post-ART) a la implementación de la ART, observamos que 
los valores post-ART en G1 resultaron significativamente disminuidos 
comparados con los pre-ART (11.0 vs 7.9 pg/ml; p<0.01). 

Por otro lado, observamos que en G2 los niveles plasmáticos de IL-10 se 
mantuvieron siempre elevados desde las etapas tempranas de la confección.

Posteriormente analizamos el impacto de la ART sobre la reconstitución 
del sistema inmune analizando el estado inmunológico y virológico de los 
pacientes. Como se esperaba, observamos mayores niveles de células T 
CD4+ (media cel/mm3± DS: 592 ± 57 vs 239 ± 34; p<0.005) y una menor 
carga viral de HIV (mediana copias/ml: 1.7 vs 4.1; p<0.005) en G1 con 
respecto a G2.

El análisis de los niveles de interleuquinas en relación con el estado 
inmunológico y virológico, reveló que los niveles de interleuquinas presen-
taron una correlación negativa con los recuentos de células T CD4+ (r=-0.5; 
p=0.01) y una correlación positiva con la carga viral de HIV(r = 0,5; p= 0,01).

Estos resultados sugieren que la ART además de lograr el éxito en la 
respuesta virológica, podría ser capaz de disminuir la activación inmune, 
incrementando de esta manera el número de células T CD4+ y revirtiendo 
el desbalance de citoquinas, lo cual favorecería la reconstitución del sistema 
inmune en pacientes que logran contener la replicación del HIV.

Por último, analizamos los niveles de interleuquinas en relación al estado 
hepático de los pacientes, utilizando los marcadores no invasivos de fibrosis 
hepática APRI, FORNS y FIB-4, de manera de estimar el daño hepático. No 
se observaron diferencias significativas en los índices APRI, FORNS y FIB-4 
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entre G1 y G2. 
Sin embargo, observamos que tanto en G1 como en G2, algunos pacien-

tes (G3) presentaban valores de IL-10 que estaban muy por encima de la 
mediana de IL-10 de su respectivo grupo. Al investigar en G3 los marcadores 
no invasivos de fibrosis hepática (APRI, FORNS y FIB-4), observamos que 
los mismos resultaron significativamente incrementados. 

Nuestros resultados indican que aquellos pacientes coinfectados que 
logran contener la replicación del HIV y que no muestran signos de enfer-
medad hepática avanzada presentan niveles de IL-10 e IL-2 normales. Por el 
contrario, aquellos pacientes HIV/HCV que no logran contener ambas infec-
ciones y que presentan marcadores de fibrosis hepática avanzada presentan 
los mayores valores de IL-10 plasmática.

Además los resultados sugieren que una ART continua no solo sería 
fundamental para contener la replicación viral, sino que además parecería 
contribuir en la disminución de la activación inmune, revirtiendo la produc-
ción de interleuquinas plasmáticas y el número de células T CD4+ a niveles 
normales.

En la era de ART, la muerte relacionada con el hígado surge como la 
principal causa de mortalidad en pacientes HIV/HCV. Nosotros hemos obser-
vado que aquellos pacientes coinfectados con signos de enfermedad hepá-
tica avanzada presentan niveles incrementados de IL-10. Dado que la IL-10 
puede ser secretada por las células del hígado, además de por las células 
del sistema inmune; y sus niveles podrían afectar el grado de inflamación 
hepática; en los pacientes coinfectados que contienen la replicación del HIV y 
que presentan signos de fibrosis hepática, el microambiente hepático podría 
estar actuando como una fuente de IL-10 influyendo de esta manera en el 
desarrollo de la fibrosis hepática y en el estado de activación inmune.
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SUMMARY 

Bilirubin is an endogenous antioxidant with cytoprotective properties, 
and several studies highlight its potential in the treatment of pro-oxidant 
diseases. We demonstrated that oxidative stress (OS), a key feature in most 
hepatopathies, induces cholestasis by actin cytoskeleton disarrangement 
and further endocytic internalization of key canalicular transporters, such as 
the bile salt export pump (Bsep) and the multidrug resistance-associated pro-
tein 2 (Mrp2). We evaluated the capability of physiological concentrations of 
unconjugated bilirubin (UB) to limit OS and the impairment in biliary secretory 
function induced by the model pro-oxidant agent, tert-butylhydroperoxide 
(tBuOOH). UB fully prevented the formation of reactive oxygen species (ROS) 
and membrane lipid peroxidation induced by tBuOOH in isolated rat hepato-
cytes. In the isolated rat hepatocyte couplet model, UB (17.1 µM) prevented 
the endocytic internalization of Bsep and Mrp2 and the impairment in their 
secretory function induced by tBuOOH. UB also prevented actin disarran-
gement, as evaluated by both plasma membrane bleb formation and actin 
fluorescent staining. Experiments in isolated perfused rat livers showed that 
UB prevents the increase in oxidized glutathione biliary excretion and the drop 
in bile flow and the biliary excretion of specific Bsep and Mrp2 substrates. 
We conclude that both physiological concentrations of UB are sufficient to 
prevent the biliary secretory failure induced by OS, by counteracting actin 
disarrangement and the consequent internalization of canalicular transpor-
ters relevant to normal bile formation. On the other hand, our recent in vivo 
experiments revealed that elevated endogenous levels of bilirubin prevent bile 
flow impairment and lipid peroxidation, as well as endocytic internalization of 
Mrp2 induced by tBuOOH, thus reinforcing the important role of bilirubin in 
preserving biliary secretory function under OS conditions.
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EFECTO PROTECTOR DE LA BILIRRUBINA EN LA INJURIA 
OXIDATIVA HEPATOCELULAR

Autor/es: Cecilia Lorena Basiglio
Institución: Instituto de Fisiología Experimental (IFISE-CONICET)

SÍNTESIS

La colestasis se define como una reducción del flujo biliar que trae como 
consecuencia la acumulación de sales biliares y otros compuestos tóxicos en 
el hígado y en la sangre, produciendo injuria hepatocelular, fibrosis y, even-
tualmente, cirrosis. Considerando que existen pocas opciones terapéuticas 
para esta condición, reviste especial interés la comprensión de los mecanis-
mos por los cuales se produce esta progresión del daño hepatocelular. Se 
sabe que el estrés oxidativo (EO) es un evento altamente frecuente en las 
enfermedades colestásicas, donde se generan especies reactivas del oxíge-
no (ROS, por sus siglas en inglés) como consecuencia del daño mitocondrial 
ocasionado por las sales biliares acumuladas por la falla secretora, así como 
por citoquinas pro-inflamatorias. Este EO podría ser no sólo consecuencia 
sino también agente causal de alteración funcional secretora del hepatocito. 
Se establecería por lo tanto un círculo vicioso que agravaría y perpetuaría la 
injuria colestásica inicial, ya que los ROS producidos por las sales biliares 
acumuladas ocasionarían falla secretora de estos compuestos tóxicos y, por 
lo tanto, más generación de ROS. A este respecto, nuestro grupo ha demos-
trado que niveles bajos de EO producen colestasis asociada a internalización 
de transportadores canaliculares y alteraciones de las uniones estrechas 
intercelulares. Históricamente, nuestro grupo se ha dedicado al estudio de 
los mecanismos fisiopatológicos que operan en colestasis y su prevención 
y/o reversión por diversos agentes terapéuticos. Utilizando duplas aisladas 
de hepatocitos de rata, un modelo in vitro para el estudio de la función secre-
tora hepatocanalicular, hemos demostrado que la internalización endocíti-
ca de transportadores canaliculares es un evento clave en la ocurrencia del 
fenómeno colestásico. También en el modelo de duplas, hemos demostrado 
que tBuOOH induce internalización endocítica de Bsep, uno de los princi-
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pales transportadores canaliculares. Nuestro grupo también ha demostrado 
que el mecanismo que subyace a la internalización de transportadores cana-
liculares en situaciones de EO involucra la desorganización del citoesqueleto 
de actina. La actina se redistribuye desde la zona pericanalicular al resto del 
cuerpo celular con la consecuente formación de ampollas en la membrana 
plasmática. 

La bilirrubina (BR) es un pigmento biliar endógeno generado a partir de 
la degradación del grupo hemo, mediante la acción secuencial de las enzi-
mas hemoxigenasa y biliverdina reductasa. Históricamente considerada un 
producto de desecho del catabolismo endógeno, se asume actualmente que 
la BR es un importante antioxidante endógeno con propiedades citoprotecto-
ras. Los efectos antioxidantes de BR in vitro incluyen: depuración de radica-
les peroxilos, inhibición de la peroxidación de lípidos de membrana y depu-
ración de especies reactivas del nitrógeno. La BR unida a albúmina, en su 
forma no conjugada, contiene un sistema extendido de dobles enlaces con-
jugados y un par de átomos de hidrógeno reactivos que, muy probablemente, 
estén involucrados en su acción antioxidante, vía donación de hidrógeno a 
una especie radical. Notablemente, la unión de BR a albúmina incrementa 
su capacidad de depuración de radicales libres, en una reacción en la cual la 
BR es convertida estequiométricamente en biliverdina, su precursor metabó-
lico. La evidencia con que se cuenta hasta el momento refuerza la hipótesis 
que la BR, debido a su potente y versátil actividad antioxidante junto con la 
capacidad de la enzima biliverdina reductasa para reciclar rápidamente la 
BR, contribuye notablemente a las defensas antioxidantes del organismo. 
En situaciones de colestasis, sin embargo, el pigmento predominante tanto 
en plasma como dentro del hepatocito es la BR conjugada, la cual no nece-
sariamente presenta propiedades antioxidantes similares a la de su análogo 
no conjugado. A diferencia de la BR conjugada, la BR libre (o la unida a albú-
mina) presenta puentes hidrógeno en su estructura química, un factor consi-
derado importante para sus efectos antioxidantes. En efecto, gracias a esta 
configuración, la BR libre puede reaccionar con la cadena lateral del radical 
peroxilo por donación de un átomo de hidrógeno unido al C-10 del puente 
meteno central de la molécula del tetrapirrol. Un mecanismo alternativo facti-
ble de ocurrir con la BR conjugada (carente de puentes hidrógeno) es la adi-
ción del radical peroxilo al tetrapirrol, pero la existencia de dicho mecanismo 
para la BR diglucuronizada no ha sido probado, aunque existiría la siguiente 
evidencia indirecta a favor: i) el ditaurato de BR, un modelo de BR conjugada 
no fisiológico, tiene capacidad para depurar radicales peroxilos y ii) los lipo-
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peroxidos pueden oxidar tanto a la BR no conjugada como a los glucurónidos 
de BR producidos en el entorno microsomal. Diversos estudios llevados a 
cabo hasta la fecha destacan el valor potencial de la BR en el tratamiento 
de enfermedades cardiovasculares y pulmonares, así como también en la 
injuria por isquemia-reperfusión post-transplante y en la respuesta inmune. 
Esta presunción acerca del efecto beneficioso de la BR ha sido confirmada y 
extendida por nuestros estudios sobre el efecto hepatoprotector de la BR no 
conjugada en la lisis inducida por activación del sistema del complemento, los 
cuales han sido compendiados en un trabajo de revisión de nuestra autoría. 

En el último trabajo original publicado, demostramos que el EO induce 
colestasis por desorganización del citoesqueleto de actina y posterior inter-
nalización endocítica de transportadores canaliculares claves, como Bsep y 
Mrp2. Evaluamos la capacidad de concentraciones fisiológicas de BR para 
limitar ese EO y la alteración en la función secretora biliar inducida por el 
agente pro-oxidante modelo tBuOOH. Encontramos que BR en su forma no 
conjugada previene completamente la formación de ROS y la peroxidación 
de lípidos de membrana inducida por tBuOOH en el modelo de hepatocitos 
aislados de rata. La BR no conjugada, a una concentración fisiológica 17,1 
μM, previno la internalización de Bsep y Mrp2 y la alteración en la función de 
estos transportadores inducida por tBuOOH en el modelo de duplas aisladas 
de hepatocitos de rata. En este mismo modelo, se observó que la BR tam-
bién previene la desorganización de actina, evaluada tanto por la formación 
de ampollas (“blebs”) de membrana como por la marcación fluorescente de 
actina. Experimentos en hígado aislado y perfundido de rata nos permitieron 
demonstrar que BR no conjugada previene el aumento en la excreción biliar 
de glutation oxidado y la caída en el flujo biliar y en la excreción biliar de 
sustratos específicos de Bsep y Mrp2. En este trabajo, concluimos que con-
centraciones fisiológicas de BR no conjugada son suficientes para prevenir la 
falla secretora biliar inducida por EO, todo lo cual revela un papel importante 
de BR en la preservación de la función secretora biliar en condiciones de 
EO. En un intento de evaluar la factibilidad de modular, con mínimos efectos 
sistémicos, los niveles endógenos de BR como alternativa terapéutica para 
contrarrestar la colestasis inducida por EO en condiciones más cercanas a 
las fisiológicas, y por ende más fácilmente extrapolables al humano, se ensa-
yó la modulación in vivo de la actividad HO-1. Esta enzima representa la fase 
limitante de la producción endógena de BR a partir del grupo hemo, por lo 
que su inhibición o activación redunda en cambios opuestos en los niveles 
endógenos del pigmento. Para ello, ratas Wistar macho adultas fueron tra-
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tadas con hemina, un inductor de HO-1. Encontramos que BR previene la 
caída del flujo biliar y la lipoperoxidación inducidas por el agente pro-oxidante 
tBuOOH. Así mismo, observamos que en el grupo control, Mrp2 se encontró 
confinada al espacio canalicular, mientras que tBuOOH provocó una deslo-
calización de este transportador hacia la región pericanalicular. Este proceso 
de internalización endocítica fue prevenido por el pretratamiento de los ani-
males con hemina. A partir de los resultados obtenidos concluimos que la 
elevación de los niveles intrahepáticos de BR protege al hígado de la injuria 
oxidativa, previniendo la colestasis que se genera consecuentemente. Esto 
contribuiría a limitar la progresión de hepatopatías colestásicas que cursan 
con altos niveles de EO, y permitiría explicar por qué otras hepatopatías con 
altos niveles de EO cursan sin alteraciones colestásicas evidentes. 
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ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE GENES ASOCIADOS A 
CARACTERÍSTICAS EMBRIONARIAS Y SU VINCULACIÓN 
CON LA RADIO-QUIMIORESISTENCIA DE LAS CÉLULAS 

TUMORALES

Milena Batalla
Comisión Nacional de Energía Atómica

Durante el primer trimestre de trabajo, se estudió la expresión de marcadores 
embrionarios en las líneas celulares de cáncer colorrectal (CRC) quimiosen-
sibles T-84 y Caco-2 y en sublíneas celulares quimiorresistentes (SLRs) a 
5-fluorouracilo (5FU): T-84R-5FU y Caco-2R-5FU que hemos generado a par-
tir de las líneas sensibles mencionadas en nuestro laboratorio. Se evaluó la 
expresión de los siguientes marcadores embrionarios en el modelo mencio-
nado: OCT4, Nanog, SOX-2 por inmunofluorescencia. Se obtuvieron niveles 
significativamente superiores de expresión de OCT-4 y Nanog en las SLRs 
respecto de las líneas parentales. 

Figura 1: Inmunofluorescencia de OCT-4, Nanog, SOX-2 en líneas de cáncer colorrec-
tal sensibles y resistentes a 5-FU. Magnificación 200X.

	 Caco-2	 Caco-2 R5-FU	 T-84	 T-84 R5-FU
	 DAPI	 OCT-4	 DAPI	 OCT-4	 DAPI	 OCT-4	 DAPI	 OCT-4

   

A los fines de una evaluación semicuantitava de los ensayos de inmunofluo-
rescencia, se confeccionó la siguiente puntuación (SCORE):
	  I:	 0-30% de las células con marcación fluorescente.
	 II:	 30-70% de las células con marcación fluorescente.
	 III:	 70-100% de las células con marcación fluorescente.
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 Resumen IFI Score

Marcador Caco-2 Caco-2 R5-FU T-84 T-84 R5-FU

OCT-4 I (0 %) II (34%) I (0%) II (31%)

Nanog I (0%) I (19%) I (0%) I (15%)

SOX-2 I (0%) I (0%) I (0%) I (0%)

Se evaluó, también, la capacidad de formación de colonosferas de las dife-
rentes SLRs y de sus respectivas contrapartes sensibles en un medio no 
adherente. Brevemente, las SLRs y sus contrapartes sensibles se cultivaron 
en superficies no adherentes en medio de cultivo DMEM/F12 en presencia de 
factores de crecimiento b-FGF y EGF y carente de suero fetal bovino en su-
perficie durante 15 días. Las colonosferas obtenidas fueron contabilizadas en 
el microscopio óptico con un aumento de 200X de magnificación. Se obtuvo 
que la formación de colonosferas fue significativamente mayor en las SLRs 
a 5-FU respecto de las líneas parentales (***p<0,0001). En base a estos re-
sultados, en el laboratorio se procederá a evaluar la calidad de los enriqueci-
mientos en células madres tumorigénicas putativas mediante la expresión de 
marcadores de superficie putativos de células madre cancerígenas (CD44, 
CD133, CD166) y en marcadores de células madres embrionarios (OCT-4, 
Nanog, SOX-2). 

Figura 2: Formación de colonosferasde las SLR y sus contrapartes sensibles. Mag-
nificación 200X

	 Caco-2	 Caco-2 R5-FU	 T-84	 T-84 R5-FU

   

Figura 3: Cuantificación de colonosfe-
ras. La formación de colonosferas en 
las SLRs es mayor a las líneas paren-
tales (***p<0,0001).
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Durante el segundo trimestre de trabajo, en el laboratorio se estudió la 
expresión de marcadores putativos de células madre cancerígenas y mesen-
quimales en líneas celulares de CRC parentales quimiosensibles T-84, 
Caco-2 y HCT-116 y las sublíneas celulares quimiorresistentes (SLRs) a 5FU: 
T-84R-5FU, Caco-2R-5FU y HCT-116 R-5FU desarrolladas en nuestro labo-
ratorio.

Figura 3: Citometría de flujo de marcadores CD44, CD166; CD73 en líneas de cáncer 
de colon parentales y resistentes a 5-FU.

	 –T-84 –T-84R-5FU	 –Caco-2 –Caco-2R-5FU	 –HCT-116 –HCT-116R-5FU

CD44  
 

CD166

CD73
 

Del análisis citométrico se puede observar: una disminución de la expre-
sión de CD44 en todas las sublíneas resistentes (entre 20% y 40%) respecto a 
la parental sensible. Incremento de la expresión de CD73 en sublíneas resis-
tentes (18% y 45% de incremento). Disminución de la expresión de CD166 
en Caco-2 y HCT-116 resistentes a 5-FU. En el caso de T-84 se observan 2 
poblaciones una de mayor expresión (42%) y una de nivel de expresión infe-
rior (10%) a la línea parental sensible.

En este periodo, también se evaluó el crecimiento tumoral de dichas 
líneas parentales y resistentes a 5-FU en ratones inmunodeficientes. Se 
inyectaron por vía subcutánea en el flanco trasero derecho e izquierdo de 
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cada ratón número creciente de células (104; 105; 106) en ratones nude de 
6 a 8 semanas de edad. Se observó el crecimiento tumoral en los ratones 
cada 4 días. Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo con la 
aprobación del Comité de Ética Animal de La Comisión Nacional de Energía 
Atómica (CICUAL).

Figura 3: Crecimiento tumoral de a) líneas T-84 vs T-84 R-5FU; y b) HCT-116 vs HCT-
116 R-5FU

	 a)	 b) 

 

La línea T-84 y t84-R5FU no presentaron crecimiento tumoral, resultados si-
milares se obtuvieron con las líneas Caco-2 y Caco-2R5FU (datos no most-
rados). 
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El crecimiento tumoral de HCT-116R5FU fue significativamente inferior 
a HCT-116 (p<0,05).

En los próximos pasos se realizaran experimentos de silenciamiento de 
OCT-4 y quimiosensibilizacion en sublíneas resistentes a 5-FU in vitro. Se 
estudiara la factibilidad como blanco de silenciamiento de los marcadores 
de superficies evaluados por citometría de flujo. Se seguirá avanzando en la 
búsqueda de una estrategia de quimiosensibilizacion in vivo de las sublíneas 
resistentes.

Durante el tercer trimestre de trabajo, en el laboratorio se realizó la 
optimización del ensayo de silenciamiento contra el gen blanco Oct-4. Para 
ello, se realizaron experimentos de silenciamiento utilizando siRNA contra el 
gen OCT-4 en las sublíneas resistentes a 5-FU. Brevemente, se realizaron 
experimentos de transfección utilizando ARN de interferencia pequeños Oct-
4 (siRNA) (Santa Cruz Biotechnology; sc-36123) compuesto de un pool de 
siRNAs específicos, y un siRNA control a 20 y 40nM; en células de la línea 
T-84 R5-FU utilizando Lipofectamine 2000® (Invitrogen). Los resultados de 
la transfección fueron evaluados por Inmunofluorescencia a las 24 hs post-
silenciamento.

Figura 4: Ensayo de silenciamiento contra el gen Oct-4, Inmunofluorescencia de Oct-4 
en sublínea T-84 R5-FU. Magnificación 200X.

	 DAPI	 Oct-4
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Durante el cuarto trimestre de trabajo, en el laboratorio se estudió la 
vinculación del gen Oct-4 sobreexpresado en las sublíneas resistentes y la 
quimioresistencia. Para ello, una vez optimizado el ensayo de silenciamiento 
a dicho gen en la sublínea T-84R 5-FU, se evaluó mediante un ensayo de 
viabilidad celular la respuesta a 5-FU de las sublíneas resistentes a 5-FU 
silenciadas con siRNA –OCT-4 y siRNA-Control. Brevemente, las células 
transfectadas con siRNA fueron tratados con diferentes concentraciones de 
5-fluorouracilo (1x10-7–1x10-2 M). A las 48 o 72 horas, los ensayos de via-
bilidad celular se realizaron por incubación con 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
3,5-diphenylformazan, Thiazolyl blue formazan, MTT (Sigma). El colorante 
formazán generado por la actividad de deshidrogenasas se midió a 560nm, 
el valor de absorbancia es proporcional al número de las células vivas.

Figura 5: Ensayo de silenciamiento contra el gen Oct-4,y posterior ensayo de quimio-
sensibilizanción a 5-FU en sublínea quimiorresistente T-84R5-FU.

Los valores de concentración inhibitoria 50 (IC50) promedio para cada 
condición fueron:
	 -	 IC50 T-84R5-FU siRNA control: 1.37 x10E-4 M 5-FU
	 -	 IC50 T-84R5-FU siRNA Oct-4 20nM: 9.90 x10E-5 M 5-FU
	 -	 IC50 T-84R5-FU siRNA Oct-4 40nM: 8.71 x10E-5 M 5-FU

Los resultados de IC50 de las curvas dosis – respuesta de las líneas 
silenciadas utilizando siRNA-Oct-4 frente a 5-FU no presentan diferencia sig-
nificativas frente a las silenciadas con el siRNA control (p>0.13). 
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Sin embargo, al evaluar los porcentajes de proliferación en cada punto 
de la curva, se observa menores porcentajes de proliferación para T-84R5-
FU siRNA 40nM (70%), a partir de concentraciones menores a 1x10E-5 M 
de 5-FU observándose diferencia significativa respecto del control 100% 
(p>0.05). 

En resumen, en un modelo in vitro de quimioresistencia adquirida gene-
rado a través de la exposición de líneas celulares de cáncer colorrectal paren-
tales Caco-2, HCT-116 y T-84 a concentraciones crecientes de 5-FU por un 
periodo de 6 meses, se obtuvieron las sublíneas celulares de cáncer colo-
rrectal Caco-2 R5-FU, HCT-116 R5-FU y T-84 R5-FU. En dichas sublíneas 
se evaluó la expresión de genes asociados a embriogénesis (SOX-2, Oct-4 y 
Nanog) por inmunofluorescencia. De los genes estudiados, Oct-4 se encon-
tró sobreexpresado en todas las sublíneas resistentes a 5-FU, encontrándo-
se ausente en las líneas parentales. Posteriormente, se optimizó el ensayo 
de silenciamiento del gen Oct-4 mediante el uso de RNA de interferencia 
pequeños contra el gen Oct-4 y las células transfectadas fueron expuestas 
a dosis crecientes de 5-FU. Los resultados de IC50 no mostraron diferencia 
significativa respecto del control. Sin embargo, las transfectadas con 40nM 
de siRNA Oct-4, expuestas a concentraciones de 5-FUinferiores a 1x10E-5 
M fueron sensibilizadas en un 30%, mostrando diferencia significativa res-
pecto del control (p>0.05). 
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EFECTOS DE LA OBESIDAD JUVENIL SOBRE EL PROCESO 
NEURODEGENERATIVO EN EL RATÓN PDAPP-J20, MODELO 

DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Juan Beauquis, Ángeles Vinuesa, Patricio Pavía, Carlos Pomilio, 
Flavia Saravia.

Laboratorio de Neurobiología del Envejecimiento, Instituto de Biología y Medicina 
Experimental (IBYME), CONICET, Vuelta de Obligado 2490, Buenos Aires.

El objetivo general de este proyecto fue el estudio del efecto de la obesi-
dad inducida a edades tempranas sobre el proceso neurodegenerativo pre-
sente en un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer (EA). Se propuso 
como hipótesis que el consumo de una dieta con alto contenido de grasa 
puede promover o exacerbar los cambios neurodegenerativos en el ratón 
PDAPP-J20, modelo de la EA. Durante la ejecución del proyecto se completó 
una primera etapa en la que se logró poner a punto el modelo de obesidad 
juvenil en ratones C57Bl/6, caracterizando las alteraciones cerebrales y con-
ductuales en respuesta a la dieta. En una etapa posterior se avanzará en el 
estudio del efecto de la dieta hiperlipídica en ratones PDAPP-J20. Para el 
logro del objetivo se indujo la obesidad en ratones C57Bl/6 mediante la admi-
nistración de una dieta rica en grasas desde el destete hasta los 5 meses de 
vida. Se realizó una evaluación integral de las alteraciones metabólicas, de 
los cambios gliales y vasculares presentes en hipocampo y amígdala, y de las 
deficiencias conductuales y cognitivas asociadas.

Se utilizaron ratones C57Bl/6 machos criados en el bioterio del IBYME 
en condiciones estándar de temperatura y humedad. Los animales consu-
mieron dieta hiperlipídica (HFD) o dieta estándar para ratón desde el destete, 
a los 21 días de vida, hasta los 5 meses de edad. Se administró una HFD en 
la que un 45% de las calorías provinieron de la grasa o una dieta control (DN, 
6% calorías de la grasa). En la figura 1 se presenta el protocolo experimental 
realizado.

Se estudió la evolución del peso corporal en respuesta a la exposición 
a la HFD o DN (Fig 2). Se encontró que los animales HFD tuvieron un mayor 
aumento de peso con respecto a los controles y que esta diferencia fue signi-
ficativa desde la semana 4 de administración de la dieta.
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Figura 1. Protocolo experimental. La exposición a la dieta se realizó entre las 3 y 22 
semanas de vida. Previo a la eutanasia se realizaron pruebas conductuales.

Figura 2. Gráfico de ganancia de peso corporal con respecto al peso inicial, alimenta-
dos con dieta alta en grasa (HFD) y normal (DN) desde el destete, * p<0,01.

Al finalizar el protocolo experimental, la glucemia se encontró significa-
tivamente aumentada en los ratones HFD (Fig 3). Se midieron parámetros 
lipídicos en plasma, en colaboración con el grupo del Dr Fernando Brites en 
el Htal. de Clínicas, Facultad de Medicina, UBA. Como se observa en la figura 
3, los triglicéridos no se modificaron entre grupos experimentales pero se 
comprobó un aumento del colesterol total y el colesterol HDL en los ratones 
HFD respecto a los DN. 
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Figura 3. Glucemia y perfil lipídico al finalizar el protocolo. *p<0,01

Complementariamente, se realizaron pruebas conductuales para deter-
minar el perfil cognitivo y emocional de los animales. En la semana previa a 
la eutanasia se realizó la prueba de reconocimiento de localización novedosa 
de un objeto (NLR, Fig 4)) para evaluar memoria dependiente de hipocampo 
colocando al ratón en una caja plástica (30 x 30 cm) junto con dos objetos 
idénticos en dos esquinas adyacentes de la caja permitiendo explorar por 
10’ (T1). Luego de retirar al ratón se relocalizó a uno de los dos objetos. Al 
cabo de 60’ (ITI, intervalo entre trials) se reintrodujo al ratón en la caja y se le 
permitió explorar por 10’ (T2). Se cuantificó el tiempo que cada ratón exploró 
cada objeto en T2 y se calculó el % del tiempo que dedicó a cada objeto. Se 
encontró que los animales HFD no fueron capaces de reconocer el objeto 
desplazado mientras que los controles lo hicieron correctamente (p<0.05, t 
de Student de 1 muestra vs. 50%).

Figura 4. Prueba de reconocimiento de localización novedosa de un objeto. Esquema 
del protocolo experimental. Cuantificación del porcentaje de preferencia por el objeto 
desplazado. *p<0,05 vs. nivel del azar.
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Se realizó la prueba de campo abierto (OF, open-field, Fig 5) para deter-
minar parámetros referidos a la conducta exploratoria y a la ansiedad. La 
prueba se implementó utilizando una caja de 55 x 55 cm dividida en 5 x 5 
cuadrados en la que se colocó a cada ratón durante 5 minutos. Se realizó 
estadística multivariada y se determinó la función discriminante utilizando los 
factores % tiempo en la periferia, cruces y entradas al centro. La función 
discriminante fue positiva al asociarse al aumento en el % de tiempo en la 
periferia y en las entradas al centro y a la disminución en el número de cru-
ces. Se vio que fue negativa para los HFD (-1.30±0.26) y positiva para los 
Tg (1.62±0.23), difiriendo entre los grupos (p<0.05) indicando un perfil símil 
ansioso.

Figura 5. Prueba de campo abierto. *p<0.05.

Para llevar a cabo la prueba de construcción de nido (Figura 6) se expuso 
a los ratones individualmente durante 24 horas al material para construir el 
nido. Los resultados muestran un impedimento significativo del grupo HFD en 
construir el nido (prueba de Chi2 a partir de las categorías SI/NO construc-
ción de nido) y además un menor porcentaje de papel roto (p<0,05).

Figura 6. Prueba de construcción 
de nido. Los animales HFD mostra-
ron un impedimento en la construc-
ción de nido en la comparación con 
los controles DN (p<0,05).
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Utilizando cortes coronales de cerebro conservados a -20ºC se realizó 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, utilizando la técnica de cortes 
flotantes siguiendo protocolos reportados previamente (Beauquis et al., 2010; 
Beauquis et al., 2014). Se evaluaron cambios en poblaciones neuronales en 
hipocampo y amígdala que podrían subyacer a los cambios conductuales 
encontrados.

Se estudió la neurogénesis adulta en el hipocampo. El proceso neurogé-
nico ocurre en la adultez en regiones restrictas del cerebro, principalmente 
en la zona subventricular y en la zona subgranular del giro dentado del hipo-
campo. En esta última, las nuevas neuronas intervienen en mecanismos de 
codificación de la memoria dependiente de hipocampo y una disminución de 
la neurogénesis se ha visto asociada en múltiples estudios a un pero desem-
peño en pruebas cognitivas en ratones. Se realizó inmunohistoquímica para 
doublecortin (DCX), marcador de neuronas jóvenes de hasta 3 semanas de 
vida, y se cuantificó su número (Figura 7). Por microscopía óptica se detectó 
una disminución en la capacidad neurogénica del giro dentado en el grupo 
HFD con respecto al control (CD).

Figura 7. Cuantificación del número de neuronas DCX+ en el giro dentado del hipo-
campo. *p<0,05

Se realizó inmunohistoquímica para NeuN, marcador que permite iden-
tificar neuronas maduras y, mediante análisis computarizado de imágenes 
obtenidas en microscopio óptico, determinar el volumen de estructuras cere-
brales. Se estimó el volumen del hipocampo y no se encontraron diferencias 
entre los grupos experimentales (figura 8).
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	Figura 8. Cuantificación del volumen 	 del hipocampo uti l izando cor tes 	
cerebrales inmunomarcados con NeuN.

Se estudió la activación neuronal en la amígdala como parámetro que 
podría subyacer a la conducta tipo ansiosa encontrada en la prueba del cam-
po abierto. Se realizó inmunohistoquímica para c-fos, proteína que aumenta 
su expresión cuando hay disparo de potenciales de acción, constituyendo 
un indicador indirecto de actividad neuronal. Se evaluó la inmunomarcación 
en la amígdala central y basolateral ya que esta estructura cerebral tiene, 
entre otras funciones, un rol en el procesamiento de emociones, ansiedad 
entre otras. Se cuantificó el número de núcleos c-Fos+ presentes utilizando 
microscopía óptica y se encontró un marcado aumento en la amígdala de los 
animales que consumieron la HFD (figura 9). 

Figura 9. Cuantificación del número de núcleos c-Fos+ en amígdala. *p<0,05. Micro-
fotografías representativas de la inmunohistoquímica para c-Fos en la amígdala. En el 
recuadro se muestra una magnificación de los núcleos positivos.

Se evaluó la población microglial del hipocampo como parámetro aso-
ciado al status inflamatorio cerebral. En este estudio distinguimos dos sub-
regiones del hipocampo: hilio de giro dentado y stratum radiatum de CA1. 
Estudiamos la densidad de células positivas para Iba-1 (marcador específico 
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microglial), parámetro que aumenta en condiciones de inflamación del siste-
ma nervioso. Encontramos en el hilio del giro dentado de ratones alimentados 
con la dieta alta en grasa (HFD) una mayor densidad de células Iba-1+ (4.03 
± 0.16 vs. 5.71 ± 0.19 células Iba1+/600000 µm3) que en los ratones controles 
(CD; Fig 10A). En stratum radiatum (Fig 10B) no encontramos diferencias 
significativas.

Figura 10. Cuantificación de la densidad de células Iba-1+ en hilio (A) y stratum radia-
tum (B).*P<0,05.

	 A	 B

Como indicador de la activación microglial realizamos un análisis del área 
del soma de las células Iba-1+ en hilio del giro dentado y en stratum radiatum. 
Esta medición se llevó a cabo utilizando el programa de análisis de imágenes 
ImageJ (NIH) para delimitar las áreas correspondientes al soma de microglía 
Iba-1. En los ratones HFD encontramos un incremento del área del soma de la 
microglía tanto en hilio (Fig 11A) como en stratum radiatum (Fig 11B).

Figura 11. Cuantificación del área del soma de la microglía Iba-1+ en hilio (A) y en 
stratum radiatum (B). *P<0,05.

	 A	 B
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A continuación se muestran imágenes representativas de la inmunohis-
toquímica de Iba1 en hipocampo (Fig 12).

Figura 12. Inmunohistoquímica para Iba-1 en hipocampo. Microfotografías represen-
tativas a bajo aumento con las áreas analizadas delineadas en línea punteada (izquier-
da) y a alto aumento en hilio (centro) y stratum radiatum (derecha).

La diabetes tipo 2 y la obesidad son enfermedades metabólicas de alta 
incidencia y factores de riesgo para procesos neurodegenerativos como la 
enfermedad de Alzheimer. Su impacto sobre el sistema nervioso central y la 
conducta es muy relevante aunque poco conocido. En ratones C57Bl/6 que 
consumieron dieta HFD durante 5 meses corroboramos aumento de peso, 
resistencia a insulina, hipercolesterolemia y acumulación de lípidos en hepa-
tocitos y estos cambios se acompañaron de un incremento de la neuroin-
flamación evidenciada por alteraciones microgliales y una disminución de 
la neurogénesis y del volumen del hipocampo. Funcionalmente los ratones 
expuestos a la HFD demostraron impedimento cognitivo y conducta ansiosa, 
alteraciones también presentes en patologías neurodegenerativas como AD.

Existe amplia evidencia que ante la exposición a una dieta hiperlipídica 
se monta una respuesta multisistémica en el organismo abarcando la resis-
tencia central y periférica a la insulina, aumento de adipoquinas y factores 
proinflamatorios, incremento de especies reactivas del oxígeno, daño vascu-
lar y de la barrera hematoencefálica, entre otras alteraciones. Las alteracio-
nes en la señalización de insulina no solo provocan cambios en el metabolis-
mo de los hidratos de carbono y la utilización de la energía sino que también 
afectan vías de crecimiento y supervivencia celular en el sistema nervioso 
central. En los ratones expuestos a la HFD encontramos una disminución de 
la neurogénesis evidenciada por la marcación para DCX. Este déficit podría 
subyacer a los defectos de memoria y aprendizaje encontrados en la prueba 



Fundación Alberto J. Roemmers	 39

NLR, dependiente en gran medida de la función del hipocampo. El aumento 
de la actividad neuronal en la amígdala podría estar relacionado con la con-
ducta ansiosa encontrada en la prueba de campo abierto.

Estos cambios cerebrales neuronales podrían ser primarios, en respues-
ta a las alteraciones metabólicas provocadas por la HFD y además podrían 
estar afectados secundariamente por cambios gliales. Habitualmente existen 
efectos que tienden a resolver el daño (aumento de la fagocitosis, aislamien-
to de la noxa, etc) y otros que propagan o expanden el daño (secreción de 
mediadores pro-inflamatorios, pérdida de funciones homeostáticas, etc). En 
nuestro estudio encontramos un aumento de la densidad y del tamaño de la 
microglía marcada con Iba-1, sugiriendo activación glial. 

En futuros trabajos nos proponemos estudiar las características de la 
activación microglial en respuesta a la HFD y evaluar los efectos de la modu-
lación de la inflamación. 

El hecho de que se observen cambios similares en ratones que mode-
lizan la enfermedad de Alzheimer hace que el estudio en profundidad de la 
dinámica e interrelación entre patologías metabólicas y neurodegenerativas 
sea fundamental para identificar potenciales blancos terapéuticos. 

SUMMARY

The main goal of this project was to study the influence of diet-induced 
obesity on the neurodegenerative process in an animal model of Alzheimer’s 
disease (AD). Our hypothesis stated that consumption of a high-fat diet 
(HFD) can promote or exacerbate neurodegenerative changes in the brain 
of PDAPP-J20 mice, model of AD. During the execution of the project, a first 
stage was completed where the diet-induced obesity protocol was set up in 
C57Bl/6 mice. The objective was to characterize brain and behavioral altera-
tions that occur after HFD exposure. To accomplish this objective we induced 
obesity in adult C57Bl/6 male adult mice through administration of HFD (45% 
of the calories from fat vs. 6% in control diet) from weaning at 21 days until 5 
months of age. We made a thorough characterization of metabolic, histologi-
cal and behavioral changes associated to obesity. After exposure to HFD we 
found increased weight gain, insulin resistance, dyslipidemia and lipid accu-
mulation in hepatocytes. Histologically, we detected decreased hippocampal 
neurogenesis, reduced hippocampal volume, increased glial reactivity and 
induced neuronal activation in amygdala. These histological changes were 
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accompanied by increased anxiety and impaired hippocampus-dependent 
memory shown by behavioral testing. Altogether, our results show that HFD 
intake induced morphological and functional alterations that are similar to 
those described in PDAPP-J20 mice, model of AD. In a subsequent phase 
of this project we will study the effect of HFD on PDAPP-J20 mice, focusing 
on the promotion and/or acceleration of the disease by concomitant obesity. 
The study and comprehension of neural mechanisms involved in the CNS 
response to obesity and associated metabolic changes will contribute to the 
implementation of protective strategies to prevent or alleviate neurodegene-
ration. Considering the lack of treatment for AD, the possibility to modulate 
its pathogenesis could represent a significant advance in the development of 
therapeutic measurements.
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RESUMEN

El receptor muscarínico de acetilcolina (subtipo M4) (RM4) es un blanco 
terapéutico potencial en el abordaje de la esquizofrenia, el abuso de drogas 
y trastornos neurodegenerativos, tales como las enfermedades de Alzheimer 
y Parkinson. La comprensión de los mecanismos moleculares que subyacen 
a la regulación de la expresión y la función de este receptor es esencial para 
el diseño y la caracterización de nuevos ligandos M4 selectivos. Estudios 
previos sugieren que la desensibilización y la internalización homólogas del 
RM4 pueden ser facilitadas por fosforilación mediada por kinasas de recep-
tores acoplados a proteínas G (GRK) y unión a arrestinas (Arr). En este tra-
bajo, caracterizamos la interacción entre RM4 y Arr-2, luego de la exposi-
ción a agonistas, y evaluamos el papel de GRK2 en esta interacción. Células 
HEK 293T coexpresando las proteínas de fusión RM4-Luciferasa de Renilla 
(RM4-RLuc) y Arr-2-proteina fluorescente amarilla (Arr-2-YFP) fueron trata-
das con carbacol, y la señal BRET fue monitoreada mediante luminometría. 
Carbacol promovió un incremento de la señal BRET dependiente del tiem-
po y la concentración, evidenciando la traslocación de Arr-2 al RM4. Estos 
efectos fueron completamente bloqueados por atropina. El agonista parcial 
pilocarpina también promovió un incremento de la interacción entre Arr-2 y 
RM4 en forma dependiente de la concentración, exhibiendo un menor efecto 
máximo pero una potencia similar, en comparación con carbacol. Niveles 
crecientes de expresión de GRK2 o su dominante negativa GRK2K220A no 
lograron modificar la interacción RM4/Arr-2 inducida por agonista, sugirien-
do que la misma no parece estar facilitada por GRK2, sea ésta endógena o 
sobreexpresada. Concluimos que la traslocación de Arr-2 al RM4 promovida 
por agonista puede ser evaluada mediante BRET en células HEK 293T 
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intactas. Este ensayo podría ser utilizado en la identificación y caracterización 
de nuevos ligandos de RM4 como potenciales agentes terapéuticos para la 
esquizofrenia y enfermedades neurodegenerativas.

INTRODUCCIÓN

Por su localización preferencial postsináptica en el cuerpo estriado 
el receptor muscarínico M4 (RM4) regula la actividad celular relacionada 
con procesos específicos tales como aprendizaje, memoria, cognición, 
recompensa, y movimiento. En este contexto se comprende que alteraciones 
en la neurotransmisión mediada por RM4 hayan sido vinculadas a la 
patogénesis de la esquizofrenia, las adicciones a sustancias de abuso, y 
algunas enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson) [1]

La señalización dependiente de proteína G mediada por el RM4 comienza 
con la activación del receptor por el agonista endógeno acetilcolina. El RM4 
activado se acopla preferentemente a la proteína heterotrimérica Gi/o, que 
al activarse une GTP. Como consecuencia, la subunidad Giα se separa del 
complejo βγ e inhibe la actividad de la enzima adenilato ciclasa, provocando 
un descenso en los niveles celulares de AMPc. El complejo βγ, por su parte, 
puede modular la actividad de canales iónicos y promover la activación de 
señales intracelulares (ej. fosforilación de ERK1/2). 

Según el mecanismo clásico, la activación de un receptor acoplado a 
proteínas G (GPCR) por agonista promueve, además de su interacción 
con proteínas G, la fosforilación del mismo - en dominios intracelulares- 
catalizada por kinasas de GPCR (GRKs). Como consecuencia, el receptor 
fosforilado interacciona con proteínas adaptadoras (arrestinas). Estas 
moléculas especializadas: a) inhiben la interacción del receptor con proteínas 
G, promoviendo la desensibilización del receptor; b) reclutan proteínas que 
intervienen en el tráfico de receptores (ej. AP2, Arf6, RhoA, NSF, Clatrina), 
gatillando procesos tales como la endocitosis del receptor [2]; c) proveen 
el andamiaje para el reclutamiento de otras proteínas (Src, MAPK, etc), 
generando nuevas vías de señalización independientes de proteínas G [3].

Recientemente se demostró la existencia de ligandos que, al 
interaccionar con un determinado GPCR, son capaces de modular 
selectivamente vías de señalización acopladas preferentemente a proteínas 
G o bien aquellas preferentemente mediadas por arrestinas. La utilización 
de estos ligandos sesgados (biased ligands) para modular diferencialmente 
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las señales asociadas a la estimulación de un GPCR dado contempla, 
consecuentemente, la posibilidad de activar aquellas rutas bioquímicas 
preferentemente asociadas a efectos terapéuticos e inhibir aquellas 
vinculadas a efectos adversos 

La posibilidad utilizar fármacos capaces de modular la señalización 
mediada por RM4 para el tratamiento de la esquizofrenia y la enfermedad 
de Alzheimer (agonistas), o la enfermedad de Parkinson (antagonistas) está 
actualmente limitada por dos factores: a) La carencia de ligandos selectivos 
para RM4, dado que los ligandos no selectivos existentes presentan 
numerosos efectos adversos como consecuencia de la interacción con 
otros RM, principalmente RM2 o RM3. b) El desconocimiento de las rutas 
de señalización mediadas por RM4, particularmente aquellas dependientes 
de arrestinas. En este trabajo evaluaremos la capacidad del RM4 activado 
por agonista para interaccionar con arrestina-2, en tiempo real, en células 
vivas. Adicionalmente, investigaremos los efectos de distintos ligandos 
muscarínicos ortostéricos sobre la interacción RM4/Arr-2, así como el rol de 
GRK2 como facilitador de la misma. 

OBJETIVOS

3.1. Objetivo General: Dilucidar los mecanismos moleculares que 
rigen la regulación de la expresión y la función de receptores 
muscarínicos M4 (RM4)

3.2. Objetivos Específicos:

•	 Generar un ensayo luminométrico que permita monitorear en tiempo real 
la interacción entre el RM4 y arrestinas en presencia de agonista

•	 Evaluar las propiedades farmacodinámicas de ligandos muscaríni-
cos según sus capacidades para modular la interacción RM4/arresti-
na-2 	

•	
•	 Evaluar el rol de GRK2 como facilitador de la interacción entre RM4 y 

arrestina-2 inducida por agonista
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MATERIALES Y MÉTODOS

La interacción entre RM4 y Arr-2 en presencia de agonista fue detectada 
mediante la metodología de “transferencia de energía bioluminiscente en 
resonancia” (BRET). Para detectar esta interacción, se utilizó un sistema 
BRET1, similar al propuesto originalmente por Angers y col [4]. El mismo 
estuvo compuesto por dos proteínas de fusión: RM4 fusionado a la luciferasa 
de Renilla (RM4-RLuc) y Arr-2 fusionada a YFP (Arr-2-YFP) Brevemente, 
células HEK 293T fueron cotransfectadas en forma transitoria con los 
plásmidos codificantes de ambas proteínas de fusión con/sin sobreexpresión 
GRK2 o su mutante dominante negativa GRK2K220R. Luego de 36 h, 
las células fueron resuspendidas en buffer Krebs-Ringer-Hepes (KRH). 
Los niveles de expresión de las proteínas Arr-2-YFP y RM4-RLuc fueron 
monitoreados mediante la determinación de los valores de fluorescencia 
total (F) (Exc: 485 nm, Em: 520 nm) y luminiscencia total (L) en presencia de 
celenteracina h 5 uM, respectivamente. Por otra parte, se trataron alícuotas de 
suspensión celular con concentraciones variables del agonista muscarínico 
en presencia de coelenterazina h 5 µM, y 15 min después se determinó la 
intensidad de la luz emitida en los rangos 440-500 nm y 510-590 nm. Todas 
las incubaciones se llevaron a cabo en un fluoroluminómetro de placa a 25 ºC. 
Las datos obtenidos fueron expresados como ‘relación BRET’, definida como 
[(emisión a 510-590 nm)/(emisión a 440-500 nm)] en presencia y ausencia de 
agonista. El efecto del agonista fue calculado como: ∆BRET= Relación BRET 
(en presencia de agonista) – Relación BRET (en ausencia de agonista). 

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de transfectar células con una cantidad constante de RM4-RLuc 
y cantidades variables de Arr-2-YFP (en presencia o ausencia de GRK2), las 
mismas fueron tratadas con carbacol 10 µM o buffer KRH a 25ºC. Al graficar 
la señal BRET obtenida en función de “log F/L” se obtuvieron curvas de 
titulación según un modelo de función sigmoidea (Figura 1, panel izquierdo). 
De estos datos extraemos tres conclusiones principales: a) En ausencia de 
agonista, el reclutamiento de Arr-2 exhibe un leve aumento gradual a medida 
que se incrementa su expresión, sugiriendo que la interacción constitutiva 
entre RM4 y Arr-2 es mínima; b) En presencia de carbacol, la señal BRET 
se incrementa significativamente, sugiriendo que el receptor activado por 



Fundación Alberto J. Roemmers	 45

el agonista aumenta su afinidad por Arr-2; c) La expresión de GRK2 no 
modifica apreciablemente la interacción RM4/Arr-2, tanto en presencia como 
en ausencia de agonista, indicando que esta interacción no es facilitada por 
GRK2 sobreexpresada. Con estos datos se construyó un gráfico “ΔBRET 
vs F/L”, que muestra las variaciones del efecto neto del agonista sobre la 
interacción RM4/arrestina (ΔBRET), en presencia y ausencia de GRK2. Las 
hipérbolas obtenidas obtenidas sugieren una interacción específica entre 
RM4 y Arr-2 en presencia de agonista (Figura 1, panel derecho). Observamos, 
en este caso, que las dos curvas (+/- GRK2) son prácticamente idénticas, 
confirmando que la sobreexpresión de GRK2 no modifica el efecto específico 
del agonista para promover reclutamiento de Arr-2 al RM4. 

Figura 1

La interacción RM4/Arr-2 en presencia de agonista fue caracterizada 
mediante curvas de tiempo y concentración de ligando. Células expresando 
el par BRET RM4-RLuc/Arr-2-YFP en un rango acotado de relación F/
L= 0,15-0,20 (con/sin sobreexpresión de GRK2), fueron tratadas a TA con 
carbacol 10 µM a distintos tiempos, o bien con diferentes concentraciones del 
agonista durante 20 min. La curva de tiempo reveló un aumento gradual de la 
señal BRET, alcanzando valores máximos a los 15-20 min de exposición al 
agonista (Figura 2, panel izquierdo). Asumiendo que existe un exceso de Arr-2, 
respecto de la concentración del RM4 en la célula, los datos fueron ajustados 
mediante regresión no lineal a una cinética de pseudo-primer orden [5]. La 
sobreexpresión de GRK2 no modifica significativamente el efecto máximo ni 
la constante de velocidad del reclutamiento de Arr-2 al RM4, registrándose 
constantes de velocidad (K) similares, en presencia y ausencia de GRK2 
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sobreexpresada (Tabla 1). Por otra parte, el efecto del agonista resultó 
claramente dependiente de su concentración (Figura 2, panel derecho). La 
similitud en los parámetros farmacodinámicos Emax y EC50 obtenidos con o 
sin sobreexpresión de GRK, confirma que el reclutamiento de Arr-2 al RM4 
en células HEK 293T es independiente de la sobreexpresión de esta kinasa 
(Tabla 1). 

Figura 2

Tabla 1 

Cinética Curva concentración-respuesta

Condiciones Emax (mB) K (min-1) Emax (mB) pCE50 (μM)

+ GRK2 18,0 ± 0,9 0,117 ± 0,017 17,6 ± 0,7 5,88 ± 0,09

- GRK2 18,3 ± 1,1 0,085 ± 0,011 16,8 ± 0,7 5,91 ± 0,09

Para evaluar si niveles variables de expresión de la kinasa lograban 
modificar la interacción RM4/Arr-2, se transfectaron células con el par 
BRET M4-RLuc/Arr-2-YFP, conjuntamente con cantidades variables de la 
construcción GRK2. Al tratar estas células con carbacol 10 µM a TA durante 
20 min, tanto la ausencia como la presencia de cantidades variables de 
construcción GRK2, generaron señales BRET similares, confirmando que 
diferentes niveles de expresión de GRK2 no modifican el reclutamiento de 
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Arr-2 al RM4 (Figura 3, panel izquierdo). A continuación nos preguntamos 
si la presencia de niveles endógenos de esta kinasa en células HEK 
293T era responsable, al menos en parte, de los efectos observados. 
Para evaluar esta hipótesis, investigamos los efectos de una mutante 
dominante negativa de GRK2 (GRK2K220R), deficiente en su capacidad 
para fosforilar GPCR e inhibidor competitivo de GRK2 [6]Jefferson Cancer 
Institute, Thomas Jefferson University, Philadelphia, Pennsylvania 19107.</
auth-address><titles><title>A beta-adrenergic receptor kinase dominant 
negative mutant attenuates desensitization of the beta 2-adrenergic 
receptor</tit le><secondary-tit le>J Biol Chem</secondary-tit le></
titles><pages>13084-7</pages><volume>269</volume><number>18</
number><edition>1994/05/06</edition><keywords><keyword>Anima
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A M P- D e p e n d e n t  P r o te i n  K i n a s e s /g e n e t i c s / *m e t a b o l i s m< /
key wo rd><key wo rd>H umans< / key wo rd><key wo rd>M o lec u la r 
Sequence Data</keyword><keyword>*Mutagenesis</keyword><keyw
ord>Oligodeoxyribonucleotides</keyword><keyword>Phosphorylatio
n</keyword><keyword>Receptors, Adrenergic, beta-2/*metabolism</
keyword><keyword>Receptors, Prostaglandin E /metabol ism</
keyword><keyword>Transfection</keyword><keyword>beta-Adrenergic 
Receptor Kinases</keyword></keywords><dates><year>1994</year><pub-
dates><date>May 6</date></pub-dates></dates><isbn>0021-9258 (Print, 
monitoreando el reclutamiento de Arr-2 al RM4 en células transfectadas con 
cantidades crecientes de GRK2K220R. La Figura 3 muestra que la mutante 
de GRK2 no modifica el reclutamiento de Arr-2 al RM4 y que los efectos en 
presencia de la misma son idénticos a los observados en presencia de GRK2 
WT, sugiriendo que la interacción RM4/Arr-2 inducida por agonista no está 
mediada por GRK2 en células HEK 293. En función de estos resultados, 
podemos hipotetizar que en esta línea celular la interacción RM4/Arr-2 
en presencia de agonista sería a) facilitada por otra isoforma de GRK, b) 
independiente de GRKs, o c) independiente de fosforilación, lo cual ya ha sido 
postulado en la literatura [7]. 

Nota: La expresión de GRK2 (WT y mutante) ha sido monitoreada 
mediante Western Blot utilizando un anticuerpo específico anti-GRK2 (datos 
no mostrados). 
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Figura 3

Con el objeto de evaluar el comportamiento farmacológico de un clásico 
agonista muscarínico parcial en relación a su capacidad para promover 
reclutamiento de Arr-2 al RM4, se evaluaron los efectos de pilocarpina, en 
concentraciones variables, sobre la señal BRET en células expresando el 
par BRET RM4-RLuc/Arr-2-YFP. La Figura 4 muestra la curva de pilocarpina 
resultante, conjuntamente con la curva del agonista total (carbacol) detallada 
anteriormente (Figura 2, panel derecho). Pilocarpina indujo un incremento de la 
señal BRET en forma dependiente de la concentración, alcanzando un efecto 
máximo inferior al inducido por carbacol (aprox. un 42% del efecto del agonista 
total), pero exhibiendo una potencia comparable (Tabla 2). Analizando los 
datos mediante el método operacional [8] es posible determinar los valores 
de la constante de disociación del agonista parcial (KA= 8,73 µM), que refleja 
la afinidad del ligando por el su receptor, y la constante de transducción (tau) 
(τ= 0,60), que constituye una medida práctica de la eficacia Estos datos 
numéricos son consistentes con un comportamiento farmacológico típico de 
un agonista parcial para pilocarpina en nuestro sistema BRET. 

Figura 4
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Tabla 2 

Agonistas Emax (mB) pCE50 KA (μM) Tau
(τ)

Carbacol 17.1 ± 0.6 5,89 ± 0.08 -- --

Pilocarpina 7.2 ± 0.7§ 5,51 ± 0.27 8,73 0,60

Para concluir la caracterización del reclutamiento de Arr-2 al RM4 
inducido por agonista, decidimos monitorear la especificidad de los efectos 
del agonista total en presencia de un antagonista muscarínico competitivo. 
Células expresando el par BRET RM4-RLuc/Arr-2-YFP en una relación F/L 
=0,15-0,20 fueron preincubadas con atropina en concentraciones variables 
durante 20 min a TA y luego se evaluó el efecto de carbacol (10 µM) sobre la 
señal BRET. La Figura 5 muestra el efecto inhibitorio del antagonista sobre 
de la interacción RM4/Arr-2 estimulada por carbacol, en forma dependiente 
de la concentración. El análisis de los datos mediante regresión no lineal 
permitió la determinación de la concentración inhibitoria media (CI50= 1,78 
µM), que caracteriza la potencia inhibitoria del antagonista, así como su 
efecto inhibitorio máximo Imax= 1,8 ± 0,9 mB), el cual indica una inhibición 
total del efecto del agonista a concentraciones máximas de antagonista. 
La modificación de la ecuación de Cheng y Prussoff [9] propuesta por D.A. 
Craig [10] permite obtener una estimación de la constante de disociación del 
antagonista (Ki= 1,11 µM). 

Figura 5
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CONCLUSIONES

a)	 Se ha caracterizado por primera vez la interacción entre RM4 y Arr-2 
utilizando la metodología de BRET en células HEK 293T intactas

b)	 Dicha interacción ocurrió en presencia de agonista y resultó indepen-
diente de GRK2 sobreexpresada. 

c)	 En células HEK 293T el reclutamiento de Arr-2 a RM4 no es facilitado por 
GRK2 endógena: Eventualmente, esta interacción podría ser facilitada 
por otra isoforma de GRK endógena, ser independiente de GRKs o inclu-
so no requerir fosforilación del receptor. 

d)	 En este sistema BRET RM4/Arr-2 pilocarpina se comportó como agonis-
ta parcial, y atropina como antagonista total.

e)	 En el futuro, el sistema BRET generado podría utilizarse para la identifi-
cación y caracterización de nuevos ligandos de RM4 como potenciales 
agentes terapéuticos para la esquizofrenia y enfermedades neurodege-
nerativas. 

SUMMARY

The M4 muscarinic acetylcholine receptor (M4R) is a potential 
therapeutic target in schizophrenia, drug abuse, and neurodegenerative 
disorders, such as Alzheimer´s and Parkinson´s diseases. Understanding 
the molecular mechanisms underlying the regulation of the expression and 
function of this receptor is essential in order to design and characterize 
new M4 selective ligands. Previous studies suggested that homologous 
desensitization and internalization of M4R can be facilitated by G protein-
coupled receptor kinases (GRK)-mediated receptor phosphorylation and 
arrestin (Arr) binding. In this work we characterized the interaction between 
M4R and Arr-2 following agonist exposure, and assessed the role of GRK2 in 
this interaction by bioluminescence resonance energy transfer (BRET) in live 
cells. HEK 293T cells coexpressing fusion proteins M4R-Renilla Luciferase 
(M4R-RLuc) and arrestin-2-Yellow Fluorescent Protein (Arr-2-YFP) were 
treated with carbachol, and the BRET signal was monitored by luminometry. 
Carbachol promoted a concentration- and time-dependent increase in the 
BRET signal, which is indicative of Arr-2 traslocation to the M4R. These 
effects were fully inhibited by atropine. Partial agonist pilocarpine also 
promoted a concentration-dependent enhancement of Arr-2 binding to the 
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M4R, showing a lower maximal effect but similar potency, as compared with 
carbachol. Increasing expression levels of either WT GRK2 or dominant 
negative GRK2K220A failed to modify the extent of arrestin translocation 
suggesting that agonist-induced M4R/Arr-2 interaction does not appear to be 
facilitated either by endogenous or overexpressed GRK2. We conclude that 
agonist promoted-recruitment of Arr-2 to the M4R can be assessed by BRET 
in live HEK 293T cells. This assay could be used to identify and characterize 
new M4R ligands as potential therapeutic agents for schizophrenia and 
neurodegenerative diseases.
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ABSTRACT

Aplastic Anemia (AA) and hypoplastic Myelodysplastic Syndromes 
(hMDS) are hypoplastic bone marrow failure syndromes characterized by a 
hypocellular bone marrow and peripheral cytopenias. Since they present with 
overlapping clinical features, a differential diagnosis is often difficult to arrive. 
These disorders could share a pathophysiological background related to the 
hematopoietic suppression likely being T-cell immune-mediated. The main 
mechanisms involve an increase of TNF-α and IFN-γ cytokines produced 
by cytotoxic T and T helper (Th)1 cells and, therefore, an apoptosis rise. 
Furthermore, perturbations of the T cell balance and an abnormal regulation 
of other cytokines, such as IL-6 and TGF-β1, have also been observed.

The aim of this work was to study polymorphisms associated with a 
differential expression of TNF, IFNG and IL6 genes and to establish their 
relationship with susceptibility and/or clinic-pathologic features in patients 
with AA and hMDS. Furthermore, to determine the expression level of these 
cytokines, including TGFB1, and to characterize the imbalance among T 
regulatory, Th1, Th2 and Th17 cells in AA through the measurement of their 
respective transcription factors FOXP3, TBET, GATA3 and RORγt.

The obtained results suggest that the studied polymorphisms would 
not be associated with AA susceptibility; while TNF polymorphisms may 
increase the propensity to develop hMDS. However, the studied polymorphic 
variants could be related to severity of the cytopenias and responsiveness to 
immunosuppressive therapy in AA, suggesting that they may act as genetic 
modifiers of the diseases. It was also observed an expression level increase 
of TNF and IL6, with a decrease of TGBF1. Finally, the ratio among TBET/
RORγt, GATA3/RORγt, TBET/FOXP3 and GATA3/FOXP3 might reflect a 
T regulatory deficiency impairment, supporting a pro-inflammatory state, 
mainly Th1 and Th2, which may contribute to the pathogenic mechanisms 
related to the bone marrow failure observed in patients with AA.
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RESUMEN

La Anemia Aplásica (AA) y los Síndromes Mielodisplásicos hipoplási-
cos (SMDh) son Síndromes de Falla Medular hipoplásica caracterizados 
por presentar hipocelularidad medular y citopenias periféricas. Debido a la 
existencia de zonas de intersección clínica, en muchos casos resulta difícil 
el diagnóstico diferencial. La supresión hematopoyética observada podría 
relacionarse a una base pato-fisiológica inmune común mediada por células 
T. Los principales mecanismos involucran un incremento de las citoquinas 
TNF-α e IFN-γ producidas por linfocitos T helper (Th)1 y T citotóxicos, y el 
consecuente aumento de la apoptosis. También se observa un desbalance 
implicando diferentes subsets de linfocitos T y la desregulación de citoquinas 
como IL-6 y TGF-β1.

El objetivo fue estudiar polimorfismos asociados con la expresión dife-
rencial de TNF, IFNG e IL6, y establecer su relación con susceptibilidad y/o 
características clínico-patológicas en pacientes con AA y SMDh. Además, 
determinar los niveles de expresión de estas citoquinas, incluyendo TGFB1, 
y de los factores de transcripción Foxp3, T-bet, GATA-3 y RORγt en AA, a fin 
de caracterizar el desbalance entre los linfocitos T regulatorios, Th1, Th2 y 
Th17, respectivamente.

Los resultados sugieren que los polimorfismos estudiados no estarían 
asociados con susceptibilidad a AA; mientras que, existiría una relación entre 
el SNP del gen TNF y riesgo a SMDh. Las variantes polimórficas estudia-
das estarían relacionadas con la severidad de las citopenias y la respuesta 
al tratamiento inmunosupresor en AA, pudiendo actuar como modificadores 
genéticos de la enfermedad. También se observa un incremento en la expre-
sión de TNF e IL6, y una disminución de TGBF1. El aumento significativo de 
las relaciones TBET/RORγt, GATA3/RORγt, TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3 
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reflejaría una disminución en la diferenciación y/o función de células T regu-
latorias favoreciendo un estado pro-inflamatorio, principalmente hacia Th1 y 
Th2, lo cual podría contribuir con los mecanismos patogénicos relacionados 
a la falla medular en los pacientes con AA.

INTRODUCCIÓN

Los Síndromes de Falla Medular hipoplásica (SFMh) comprenden un gru-
po de enfermedades hematológicas, entre las que se encuentran la Anemia 
Aplásica (AA) y los Síndromes Mielodisplásicos hipoplásicos (SMDh). El diag-
nóstico diferencial entre ambas patologías resulta difícil debido al solapamiento 
de características clínicas: hipocelularidad medular y citopenias periféricas. La 
presencia de cambios displásicos en la médula ósea (MO) y un cariotipo alte-
rado favorecen el diagnóstico de SMDh, aunque la celularidad reducida de los 
aspirados medulares suele dificultar ambas determinaciones [1-3].

La superposición clínica entre la AA y los SMDh podría reflejar mecanis-
mos patogénicos compartidos involucrando un desorden autoinmune subya-
cente, evidenciado por la respuesta efectiva de los pacientes a las terapias 
inmunosupresoras (TIS) [2, 4-5]. Los principales mecanismos inmunes efec-
tores implicados en la supresión de la hematopoyesis y el incremento de los 
índices de apoptosis son: linfocitos T helper (Th) 1, linfocitos T citotóxicos, 
con la consecuente liberación de citoquinas pro-inflamatorias, especialmen-
te Interferón-gama (IFN-γ) y Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-α) [4, 6]. 
También se ha discutido el rol potencial de células Th17 [7-8] en cuya diferen-
ciación se involucran el Factor de Crecimiento Transformante-beta (TGF-β1) 
e Interleuquina (IL)-6 [9]. TGF-β1 también es importante para la funcionalidad 
y diferenciación del subset T regulatorios (Treg) [9-10]. La adecuada función 
de los linajes Th1, Th2, Th17 y Treg requiere de un equilibrio entre los factores 
de transcripción responsables de su diferenciación: T-bet, GATA-3, RoRγt y 
Foxp3, respectivamente, así como también de un perfil particular de citoqui-
nas [9-10].

El estudio de polimorfismos funcionales en genes que codifican para 
estas citoquinas es de gran interés ya que permiten evaluar una predispo-
sición genética a desarrollar desórdenes autoinmunes, incluyendo SFMh, y 
definir asociaciones con manifestaciones clínicas específicas [11-17].

Por lo tanto, los objetivos del presente proyecto fueron analizar polimor-
fismos asociados con la expresión diferencial de los genes TNF, IFNG e IL6 
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en pacientes con AA y SMDh; y establecer su relación con susceptibilidad 
y/o características clínico-patológicas. Además, determinar los niveles de 
expresión génica de las citoquinas TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, y de los factores 
de transcripción TBET, GATA3, RORγt y FOXP3, a fin de caracterizar una 
posible desregulación inmune en los pacientes con AA.

MATERIALES Y MÉTODOS

Pacientes
Se estudiaron 69 pacientes con AA y 19 con SMDh, de manera retros-

pectiva y prospectiva (1987-2014). Los pacientes con AA se diagnosticaron 
y clasificaron acorde a los criterios de Camitta y col. [18]; y los pacientes con 
SMDh según los criterios de Valent y col. [1].

Extracción de ácidos nucleicos
El ADN genómico y el ARN total se extraen de muestras medulares y/o 

sangre periférica (SP), mediante extracción fenol-cloroformo y TRIZOL (Invi-
trogen), respectivamente.

Estudio de polimorfismos
El SNP (Single Nucleotide Polymorphism) -308 G/A TNF se estudió 

mediante PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism. Los productos 
amplificados fueron digeridos con la enzima NcoI y resueltos en un gel de 
poliacrilamida (PAGE) (29:1; 12%), revelado mediante tinción argéntica [19]. 
El polimorfismo de repetición +875 CAn IFNG mediante una amplificación 
por PCR-PAGE (19:1; 10%) y posterior tinción argéntica [11]. Los SNPs +874 
A/T IFNG y -174 G/C IL6 mediante PCR-alelo específica, en multiplex con el 
gen control de amplificación HBB, y posterior visualización en gel de agarosa 
al 2% [13].

Análisis de expresión génica
Los genes TNF, IL6, IFNG, TGFB1, TBET, GATA3, RORγt y FOXP3 se 

cuantifican por PCR en tiempo real utilizando un termociclador Rotor-Gene 
6000 (QIAGEN), con el sistema SYBR Selected Master Mix (Applied Biosys-
tem). La cuantificación es relativa al gen control GAPDH y se calcula por el 
método comparativo 2-ΔCt [20].
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Análisis estadístico
Los test estadísticos utilizados fueron: Fisher o Chi-cuadrado, variables 

categóricas; test de t, Mann-Whitney o Kruskal-Wallis: variables continuas; y 
análisis de correspondencia simple y múltiple: análisis multivariados. Se uti-
lizó el programa estadístico InfoStat versión 2008 (Universidad Nacional de 
Córdoba, Argentina) y el nivel estadísticamente significativo se fijó en p<0,05.

RESULTADOS

Estudio de polimorfismos
Frecuencias genotípicas y alélicas

Los resultados muestran que la frecuencia del genotipo -308 (A/A+G/A) 
TNF, asociado a alta producción, se encuentra aumentada significativamente 
en los pacientes con SMDh respecto a los controles, siendo esta diferen-
cia aún mayor respecto a AA. También, puede observarse que la frecuencia 
del genotipo +875 12/12CA IFNG, asociado a alta producción, se encuentra 
aumentada en los SMDh respecto a AA. Los resultados del SNP +874 A/T 
IFNG fueron similares debido al fuerte desequilibrio de ligamiento encontrado 
entre el alelo +874T y el alelo 12CA (D’= 0,99). El análisis del SNP -174 G/C 
IL6 no mostró diferencias significativas (Figura 1).

Figura 1: Estudio de los polimorfismos -308 G/A TNF, +875 CAn IFNG y -174 G/C IL6 
en pacientes con AA, SMDh y controles.

Frecuencias genotípicas y alélicas, absolutas (n) y relativas (%). † Test exacto de Fisher, ‡ test 
Chi-cuadrado, OR: Odds ratio.
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Asociación de los polimorfismos con características clínicas
En los pacientes con AA el análisis del SNP -308 G/A TNF mostró que 

la presencia del alelo -308A se asoció con menor edad, mayor riesgo de pre-
sentar recuentos de neutrófilos ≤200/μL y, por ende, neutropenia más severa. 
El genotipo (A/A+G/A) mostró una frecuencia mayor en los pacientes con AA 
muy severa, consistente con la asociación entre el alelo -308A y neutropenia 
más profunda. El análisis del polimorfismo +875 CAn IFNG reveló que la pre-
sencia del alelo 12CA en el genotipo (12/12CA + 12/no-12CA) se asoció con 
anemia más severa y mayor riesgo de presentar niveles de hemoglobina <7 
g/dL. El estudio del SNP -174 G/C IL6 no arrojó diferencias significativas en 
relación a las características clínicas analizadas.

Tabla 1: Características clínicas al diagnóstico de los pacientes con AA en relación a 
la presencia de los polimorfismos estudiados

a: alta; i: intermedia; b: baja. * Debido al n=6, la categoría alta se agrupó con la intermedia para 
el análisis. † Test de Mann-Whitney, ‡ test Exacto de Fisher, § test de t, # test Chi-cuadrado, OR: 
Odds ratio. Los restantes parámetros clínicos analizados no arrojaron diferencias significativas.

La respuesta a la combinación de globulina anti-timocítica y ciclospo-
rina como TIS fue evaluada a los 6 meses [2] en 38 pacientes con AA. El 
análisis de correspondencia múltiple muestra que los genotipos asociados a 
producción alta e intermedia de IFNG se relacionan principalmente con una 
respuesta parcial. Mientras que, los genotipos de producción baja e interme-
dia de IL6 se asocian con alcanzar una respuesta completa (Figura 2A). El 
análisis de correspondencia simple (Figura 2B) muestra que los pacientes 



58	 Anales 2013-2015

que no responden a la TIS poseen el genotipo asociado con baja producción 
de IFNG y alta producción de IL6.

Figura 2: Análisis de los polimorfismos en los genes IFNG e IL6 y su relación con el 
grado de respuesta alcanzada

(A) Análisis de correspondencia múltiple representando las relaciones entre los polimorfismos 
de IFNG (eje 1) e IL6 (eje 2) y el grado de respuesta. (B) Análisis de correspondencia simple. RC 
y RP: respuesta completa y parcial, s/R: sin respuesta. Genotipo combinado IFNG_IL6. a: alta, i: 
intermedia, b: baja. † Test Chi-cuadrado.

Con respecto al estudio de estos polimorfismos en los pacientes con 
SMDh, sólo se observaron tendencias de asociación entre la presencia del 
alelo -308A TNF y menor edad (30 vs. 43 años; p=0,160), y el alelo 12CA 
IFNG con menor edad (32 vs. 43 años; p=0,153) y anemia más severa (7 vs. 
9 g/dL; p=0,181).

Análisis de expresión génica
Los estudios de expresión génica fueron realizados, a partir de muestras 

de SP, en 34 pacientes con AA y 23 individuos controles. De los pacientes 
analizados, 12 se encontraban bajo TIS, 13 sin tratamiento (al diagnóstico y/o 
citopénicos) y 6 en remisión (3 no determinados), al momento de la toma de 
muestra.

Expresión génica de las citoquinas TNF, IL6, IFNG y TGFB1
La población total de AA presentó niveles génicos significativamente 

aumentados de TNF e IL6, y una disminución de TGFB1; mientras que, no 
mostró diferencias en los niveles de IFNG respecto al grupo control (Figura 
3). Particularmente, IL6 se encontró significativamente incrementada en el 
grupo de AA sin tratamiento respecto a los controles.
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Figura 3: Expresión génica de TNF, IL6, IFNG y TGFB1 en AA y controles normales 
(CN)

Los gráficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada 
grupo. † Test de Mann-Whitney.

Expresión génica de los factores de trascripción TBET, GATA3, RORγt y 
FOXP3

La población total de AA presentó niveles génicos significativamente 
disminuidos de RORγt y FOXP3; mientras que, no mostró diferencias en los 
niveles de TBET y GATA3 respecto al grupo control (Figura 4). Los pacientes 
bajo TIS son los que presentaron los menores niveles de RORγt y FOXP3 
versus el grupo control.

Figura 4: Expresión génica de TBET, GATA3, RORγt y FOXP3 en AA y controles 
normales (CN)

Los gráficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada 
grupo. † Test de Mann-Whitney.

Las relaciones entre los factores de transcripción TBET/RORγt y GATA3/
RORγt (Figura 5A), y TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3 (Figura 5B) mostraron 
un aumento significativo en la población de AA versus los controles.
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Figura 5: Relación entre la expresión génica de TBET, GATA3, RORγt y FOXP3 en AA 
y controles normales (CN)

(A) Evaluación del balance entre las diferentes respuestas efectoras. (B) Evaluación del balance 
entre las respuestas efectoras y la respuesta regulatoria. Los gráficos indican el valor correspon-
diente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada grupo. † Test Mann-Whitney.

CONCLUSIÓN Y DISCUSIÓN

La AA y los SMDh presentan zonas de intersección clínica y, dada la 
respuesta efectiva a las TIS, probablemente compartan mecanismos fisio-
patogénicos relacionados a mecanismos inmunes [3-6, 21].

Los genes que codifican para citoquinas poseen polimorfismos funcio-
nales de gran interés para evaluar predisposición genética a desórdenes 
autoinmunes. Nuestros resultados sugieren que los polimorfismos en los 
genes TNF, IFNG e IL6 no estarían asociados con susceptibilidad a AA [17, 
20]; mientras que, la presencia del alelo -308A TNF estaría relacionado con 
susceptibilidad a SMDh. Los criterios de inclusión/ exclusión de pacientes, 
el tamaño de la serie y el origen étnico podrían explicar algunos resultados 
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discordantes en AA [11-13]. Hasta el momento, sólo Serio y col. han evaluado 
estos polimorfismos en una serie reducida de 10 pacientes con SMDh, sin 
encontrar una relación significativa [16].

Si bien no pudo definirse una asociación con susceptibilidad a AA, la 
presencia del alelo -308A TNF se asoció con menor edad y neutropenia más 
profunda, contribuyendo a un cuadro más severo al diagnóstico. Además, 
los alelos 12CA y +874T IFNG se asociaron con menor nivel de hemoglobina 
[17, 20]. Hasta el momento, éste es el primer estudio que relaciona estos poli-
morfismos con características clínicas en AA. Los polimorfismos en IFNG e 
IL6 afectarían al grado de respuesta a las TIS. Sólo dos trabajos describen 
una relación de polimorfismos en IFNG [15, 17] o en TNF [22] con la tasa de 
respuesta. Este perfil de polimorfismos podría contribuir en la identificación 
de pacientes que se beneficiarían con las TIS y, por el contrario, acelerar la 
búsqueda de un donante cuando se prediga refractariedad al tratamiento. 
Para los SMDh, no se encontraron asociaciones significativas en relación a 
las características clínicas, siendo un factor clave la serie reducida analizada.

El perfil de expresión génica en AA mostró un aumento de TNF e IL6 y 
una disminución de TGFB1; sin diferencias en los niveles de IFNG [20]. Th1 
es una de las principales vías involucradas en la inhibición de la hematopo-
yesis, con alta producción de citoquinas pro-inflamatorias TNF-α e IFN-γ. Si 
bien la mayoría de los trabajos observan altos niveles de estas citoquinas en 
la MO de los pacientes [23-26], su expresión en SP muestra datos discordan-
tes [8, 27-28]. IL-6 participa en la respuesta inmune celular Th17; sin embar-
go, el significado del incremento aún no está claramente definido. Aunque los 
trabajos que evalúan la contribución de TGF-β1 en la patogénesis son esca-
sos; los resultados de Rizzo y col., coinciden con su reducción significativa 
en los pacientes con AA [29].

Las relaciones TBET/RORγt y GATA3/RORγt incrementadas, por defec-
to de la expresión de RORγt, indicarían una prevalencia de las respuestas 
efectoras Th1 y Th2 sobre Th17. La polarización hacia Th1 frente a Th2 ha 
sido descripta en AA [30-32]; así como también, el aumento de Th2 en adi-
ción a Th1 [8]. Por otro lado, el incremento de las relaciones TBET/FOXP3 y 
GATA3/FOXP3, por defecto en la expresión de FOXP3, indicaría una preva-
lencia de las respuestas efectoras (Th1 y Th2) respecto a la respuesta Treg. 
Los estudios en AA evidencian una disminución de células Treg en MO y 
SP de los pacientes [7-8, 32]. Los resultados obtenidos de expresión génica 
podrían vincularse con una disfuncionalidad de las células Treg favoreciendo 
un estado pro-inflamatorio Th1 y Th2 con altos niveles de TNF e IL6.
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Como conclusión general, los polimorfismos en los genes de citoquinas 
estudiados podrían actuar como modificadores genéticos en SFMh, profun-
dizando la severidad de las citopenias y mediando la respuesta a tratamiento. 
Además, un estado pro-inflamatorio con una deficiencia en la diferenciación 
y/o función de Treg cooperaría con la susceptibilidad y/o defectos intrínsecos 
de los progenitores hematopoyéticos en el desarrollo de la AA.
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ABSTRACT

Aplastic Anemia (AA) and hypoplastic Myelodysplastic Syndromes 
(hMDS) are hypoplastic bone marrow failure syndromes characterized by a 
hypocellular bone marrow and peripheral cytopenias. Since they present with 
overlapping clinical features, a differential diagnosis is often difficult to arrive. 
These disorders could share a pathophysiological background related to the 
hematopoietic suppression likely being T-cell immune-mediated. The main 
mechanisms involve an increase of TNF-α and IFN-γ cytokines produced by 
cytotoxic T and T helper (Th)1 cells and, therefore, an apoptosis rise. Further-
more, perturbations of the T cell balance and an abnormal regulation of other 
cytokines, such as IL-6 and TGF-β1, have also been observed.

The aim of this work was to study polymorphisms associated with a diffe-
rential expression of TNF, IFNG and IL6 genes and to establish their relations-
hip with susceptibility and/or clinic-pathologic features in patients with AA and 
hMDS. Furthermore, to determine the expression level of these cytokines, 
including TGFB1, and to characterize the imbalance among T regulatory, Th1, 
Th2 and Th17 cells in AA through the measurement of their respective trans-
cription factors FOXP3, TBET, GATA3 and RORγt.

The obtained results suggest that the studied polymorphisms would not 
be associated with AA susceptibility; while TNF polymorphisms may increase 
the propensity to develop hMDS. However, the studied polymorphic variants 
could be related to severity of the cytopenias and responsiveness to immuno-
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suppressive therapy in AA, suggesting that they may act as genetic modifiers 
of the diseases. It was also observed an expression level increase of TNF 
and IL6, with a decrease of TGBF1. Finally, the ratio among TBET/RORγt, 
GATA3/RORγt, TBET/FOXP3 and GATA3/FOXP3 might reflect a T regulatory 
deficiency impairment, supporting a pro-inflammatory state, mainly Th1 and 
Th2, which may contribute to the pathogenic mechanisms related to the bone 
marrow failure observed in patients with AA.
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ROL DEL OVARIO EN LA INFERTILIDAD ASOCIADA 
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SINTESIS 

INTRODUCCIÓN 
La endometriosis es una enfermedad inflamatoria estrógeno dependien-

te, caracterizada por la presencia de tejido endometrial fuera del útero. 
A pesar de que hasta un 20% de las mujeres con endometriosis pueden 

ser asintomáticas, la mayoría de ellas típicamente presentan dolor pélvico 
crónico, dismenorrea, formación de adhesiones, dispareunia e infertilidad. 

Existe una relación clara entre la endometriosis y la infertilidad eviden-
ciada por el hecho de que la prevalencia de esta enfermedad es del 6 al 10% 
en la población total de mujeres en edad reproductiva mientras que es del 25 
al 50% en la población de mujeres infértiles. Además de que del 30 al 50% de 
las pacientes con endometriosis es subfertil o infertil. Varios mecanismos han 
sido propuestos para explicar esta asociación, aunque no se ha encontrado 
una relación causa-efecto definida. 

La reserva ovárica hace referencia al remanente del pool de folículos 
primordiales en los ovarios en un momento determinado, así como también 
al potencial reproductivo de cada oocito. Es por ello, que la reserva ovárica 
refleja la edad reproductiva de la mujer. Dado el grado de invasión que con-
llevaría el obtener una muestra representativa del ovario para el análisis de 
la reserva ovárica, los estudios en pacientes son principalmente medidos a 
través de parámetros indirectos, como ser los niveles de FSH, LH, estradiol, 
inhibina-B y de la hormona antimülleriana (AMH); y parámetros ecográficos, 
tales como: el conteo de folículos antrales y el volumen ovárico. Todos estos 
parámetros han sido relacionados con el declive de oocitos asociado con la 
edad. Entre todos los marcadores, AMH se ha propuesto como el predictor 
más adecuado de la reserva ovárica, ya que sus niveles séricos permanecen 
constantes bajo cambios hormonales o tratamientos. 
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La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso genética-
mente controlado mediante el cual las células inducen su propia muerte. Se 
conocen dos vías principales por las cuales se lleva a cabo la muerte celular 
programada: la vía extrínseca o de los receptores de muerte y la vía intrín-
seca o mitocondrial. Ambas convergen en la forma de ejecución, donde el 
proceso es llevado a cabo por unas proteínas efectoras características llama-
das caspasas. Una de las principales caspasas efectoras de la apoptosis es 
la caspasa-3, la cual se expresa como proenzima sin actividad biológica que 
tienen que activarse para poder ejercer su acción.

El control y la regulación de la vía mitocondrial ocurre a través de los 
miembros de la familia de las proteínas de Bcl-2. Esta familia se distingue fun-
cionalmente en dos grupos: las proteínas encargadas de impedir la muerte 
celular, conocidas como anti-apoptóticas (como Bcl-2 y Bcl-Xl), y las proteí-
nas que promueven la muerte celular, denominadas pro-apoptóticas (como 
Bax y Bcl-XS). 

De forma cíclica, el ovario atraviesa por períodos de proliferación celu-
lar y apoptosis respondiendo a los cambios en la secreción hormonal. De 
manera que la muerte celular programada juega un papel fundamental en la 
función ovárica al encontrarse involucrada tanto en la atresia folicular, duran-
te el proceso de reclutamiento del folículo dominante, como en la luteólisis, 
durante la finalización del ciclo ovulatorio. La mayoría de los folículos que 
inician su diferenciación en el ovario degeneran y desaparecen a través de 
un proceso llamado atresia folicular y solo unos pocos son seleccionados 
para la ovulación. La atresia es mediada por la apoptosis de las células de la 
granulosa murales.

La luteólisis se define como el proceso en el cual el cuerpo lúteo pierde 
su función, disminuye su tamaño y desaparece posteriormente del ovario. La 
regresión del cuerpo lúteo consta de dos fases, la luteólisis funcional, que se 
caracteriza principalmente por la reducción de la producción de progestero-
na, y la luteólisis estructural, que se define como la involución estructural del 
cuerpo lúteo e involucra la apoptosis de las células luteínicas. 

Objetivo
En base a estos antecedentes el objetivo general del trabajo consistió en 

analizar el efecto de la endometriosis sobre el ovario, específicamente sobre 
el rol de la apoptosis y el desarrollo de las estructuras ováricas.
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Metodología
Se utilizaron ratas hembra vírgenes Sprague Dawley de 2 meses de edad 

a las que se les indujo endometriosis quirúrgicamente mediante el transplan-
te de fragmentos de cuerno uterino al mesotelio del intestino. El grupo control 
consistió en ratas sham. Luego de 4 semanas de realizada la cirugía se cicla-
ron los animales durante 2 ciclos y se sacrificaron en la mañana del proestro. 
Al momento del sacrificio, se retiraron los ovarios. Uno se fijó en paraformal-
dehido 4% mientras que el otro ovario se congeló a -70°C. 

El número y porcentaje de las distintas estructuras ováricas (folículos 
primordiales, primarios, preantrales, antrales, preovulatorios y atrésicos, y 
cuerpos luteos) se evaluaron en cortes histológicos de ovario teñidos con 
hematoxilina-eosina. 

Los niveles de apoptosis se determinaron en cortes histológicos de ova-
rio mediante el método de Tunel utilizando un kit comercial. 

La expresión de las proteínas relacionadas con la apoptosis (Bax, Bcl-2, 
Bcl-XS, Bcl-XL, caspasa-3 y procaspasa-3) y AMH se evaluó en extractos 
totales de ovario mediante la técnica de western blot.

El diámetro de los cuerpos lúteos se evaluó en cortes histológicos de 
ovario teñidos con hematoxilina-eosina que se analizaron mediante el pro-
grama Image J. 

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante el “t” test de 
Student. Los resultados se expresaron como media ± SEM. Se consideraron 
estadísticamente significativos solamente aquellos valores cuyo p ≤ 0.05. 

Resultados
Con el objetivo de estudiar el efecto de la endometriosis sobre el desa-

rrollo folicular, se evaluó el número de folículos primordiales, primarios, pre-
antrales, antrales tempranos, antrales maduros, preovulatorios y atrésicos en 
cortes de ovario de ratas con endometriosis y ratas sham.

Se halló una disminución significativa en el número de estructuras ovári-
cas totales en el ovario de ratas con endometriosis (p<0,01). Al analizar cada 
una de estas estructuras por separado se observó que este efecto se debía 
a una reducción significativa del número de folículos primordiales (p<0,01), 
primarios (p<0,01) y preantrales (p<0,05).

El porcentaje de estructuras ováricas totales se encontró significativa-
mente reducido en los ovarios de ratas con endometriosis en comparación 
con las ratas sham (p<0,01). Al estudiar la proporción de cada tipo de folículo 
se determinó que había una disminución significativa en el porcentaje de folí-
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culos primarios (p<0,01) y un aumento en la proporción de folículos atrésicos 
(p<0,05).

Dada la disminución de folículos primordiales y primarios observada en 
las ratas con endometriosis, decidimos evaluar el efecto de la endometriosis 
sobre la expresión de AMH como marcador de la reserva ovárica. Observa-
mos que la expresión de AMH en el ovario de las ratas con endometriosis 
estaba disminuida significativamente comparada con la expresión en el ova-
rio de las ratas sham (p<0,05).

Para analizar el efecto de la endometriosis sobre los cuerpos lúteos se 
evaluó el número y tamaño de estas estructuras en ratas con endometriosis y 
en ratas sham. No se observaron diferencias significativas en el número total 
de cuerpos lúteos, ni en el porcentaje total de estas estructuras entre ratas 
con endometriosis y ratas sham. Sin embargo, se observó una reducción sig-
nificativa del diámetro de los cuerpos lúteos en las ratas con endometriosis 
en comparación con los cuerpos lúteos de las ratas sham (p<0,05).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la endometriosis sobre la apop-
tosis en los folículos ováricos y cuerpos lúteos, se llevó a cabo la técnica de 
Tunel en cortes histológicos de ovarios provenientes de ratas con endome-
triosis y ratas sham. No se encontraron diferencias significativas al estudiar el 
número total de células apoptóticas en folículos antrales tempranos, folículos 
antrales maduros y folículos preovulatorios entre ambos grupos de ratas. Sin 
embargo, se halló una aumento significativo del porcentaje de folículos antra-
les maduros positivos para Tunel en las ratas con endometriosis en compara-
ción con las ratas sham (p<0,05). No se observaron diferencias significativas 
entre los dos grupos de ratas en el porcentaje de folículos antrales tempranos 
y preovulatorios positivos para Tunel.

En el caso de los cuerpos lúteos, se observó un aumento significativo 
en el número de células apoptóticas por área de cuerpo luteo en el grupo de 
animales con endometriosis en comparación con el grupo sham (p<0,01). 
Por otro lado, no se vieron diferencias significativas entre las ratas sham y 
las ratas con endometriosis en el porcentaje de cuerpos luteos positivos para 
Tunel. 

Con el objetivo evaluar qué proteínas regulan la apoptosis en el ovario, 
estudiamos la expresión de Bcl-2, Bax, Bcl-XL, Bcl-XS, Procaspasa-3 y Cas-
pasa-3 mediante la técnica de Western Blot. No se observaron diferencias 
significativas en la expresión de las proteínas Bcl-2, Bax, Bcl-XS y Bcl-XL y 
Caspasa-3 entre los ovarios de las ratas sham y los de las ratas con endo-
metriosis. Sin embargo se vio que la relación Bcl-XS/Bcl-XL y la expresión de 
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Procaspasa-3 estaban aumentadas significativamente en el grupo de ratas 
con endometriosis en comparación con el grupo sham (p<0,05).

Discusión y conclusión
Hallamos una disminución tanto en el número como en la proporción de 

las estructuras ováricas totales en las ratas con endometriosis. Sin embargo, 
al analizar el número total de cuerpos lúteos y su proporción en los ovarios 
de ratas con endometriosis y ratas sham, no observamos diferencias signifi-
cativas, por lo tanto el efecto observado se debe a una reducción en el núme-
ro y proporción de folículos primordiales, primarios y preantrales. Asimismo 
hemos observado que la expresión de AMH está disminuida en los ovarios de 
las ratas con endometriosis. Conjuntamente, estos datos nos sugieren que la 
presencia de tejido endometrial ectópico en un mes de inducción, sin encon-
trarse directamente sobre el ovario, fue suficiente para desencadenar una 
reducción significativa de la reserva ovárica, aunque no se vieron diferencias 
en los estadios más avanzados. 

Asimismo, en este trabajo observamos un aumento en la proporción 
de folículos atrésicos en los ovarios de rata con endometriosis. A pesar de 
que la atresia puede ocurrir en cualquier estadio durante la foliculogénesis 
la mayoría de los folículos se vuelven atrésicos durante el estadio antral y el 
proceso a través del cual desencadenan este mecanismo degenerativo es 
la apoptosis. En base a esto, decidimos evaluar el efecto de la endometrio-
sis sobre la apoptosis en los folículos antrales tempranos, antrales maduros 
y preovulatorios, así como también en los cuerpos lúteos. Observamos un 
aumento significativo en el porcentaje de folículos antrales maduros positivos 
para Tunel en las ratas con endometriosis, así como también un aumento en 
el número total de células apoptóticas en los cuerpos lúteos. Además vimos 
un menor tamaño de los cuerpos lúteos en las ratas con endometriosis. Estos 
resultados sugieren que la endometriosis estaría promoviendo la atresia foli-
cular y la luteólisis estructural.

La familia de proteínas de Bcl-2 constituye un regulador central de la 
activación de las caspasas, siendo la caspasa-3 la caspasa efectora más 
importante. Las funciones anti-apoptóticas y pro-apoptóticas de los miembros 
de esta familia determinan la vida o muerte de las células. La sobre-expresión 
de Bcl-2 y de Bcl-XL inhibe la muerte celular, mientras que Bax y Bcl-XS 
impiden la prolongación de la supervivencia celular. 

Nuestros resultados indican que la endometriosis aumenta 
significativamente la relación Bcl-XS/Bcl-XL, así como también genera un 
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incremento significativo de los niveles de procaspasa-3. A pesar de obtener 
claros resultados de apoptosis en las estructuras ováricas, no observamos 
diferencias significativas en la expresión de Bcl-2, Bax, Bcl-XS, Bcl-XL y 
caspasa-3 entre ratas con endometriosis y ratas sham. Esto podría deberse 
a que en este trabajo hemos analizamos el extracto proteico total del ovario.

En conclusión, nuestros resultados sugieren que la inducción 
experimental de la endometriosis en ratas causa una reducción de la reserva 
ovárica y un aumento tanto en la atresia folicular como de la luteólisis. Estos 
datos apoyan la hipótesis de que las alteraciones en la función del oocito y en 
la foliculogénesis podrían estar implicadas en la infertilidad asociada con la 
endometriosis. Las proteínas Bcl-XS/Bcl-XL podrían estar involucradas en la 
desregulación de la apoptosis en el ovario en este modelo.

ABSTRACT

Several works demonstrate an association between endometriosis and 
infertility. Although a definite cause-effect relationship is still controversial it’s 
known that ovary is affected by endometriosis. Apopotosis is a mayor mecha-
nism involved in ovarian pahtophysiology since it regulates follicular atresia 
and luteolysis. 

The objective of this work was to evaluate the effect of endometriosis 
on follicles, corpora lutea and apoptosis in the ovary in an endometriosis rat 
model. 

We experimentally induced endometriosis through auto-transplantation 
of uterine tissue to the bowel mesentery of Sprage Dawley rats. Sham ani-
mals were used as controls. Four weeks after surgery animals were cycled 
and sacrificed during proestrus. Ovarian structures were counted in ovary 
sections stained with hematoxilyn-eosin. Apoptosis was analyzed by Tunel. 
Apoptosis related proteins (Bax, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-XS, procapase-3 and cas-
pase-3) and AMH expression in ovaries were assessed by western blot. 

The number of total ovarian structures was reduced in endometriosis 
(p<0.01). Endometriosis rats showed a reduced number of primordial, primary 
and preantral follicles (p<0.05) and a decrease in the percentage of primary 
follicles besides an increase in the percentage of atretic follicles (p<0.05). 
Corpora lutea diameter was decreased in endometriosis (p<0.05). The per-
centage of late-antral follicles with apoptosis was increased in endometriosis 
(p<0.05). Apoptosis was increased in corpora lutea in endometriosis (p<0.01). 
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There were no changes in Bax and Bcl-2 expression however the ratio Bcl-
XS/Bcl-XL and the expression of procaspase-3 were increased in endome-
triosis (p<0.05). AMH expression were decreased in ovaries of endometriosis 
rats (p<0.05)

These results suggest that experimental endometriosis induction 
in rats causes a reduction in ovarian reserve and an increase in 
follicular atresia and luteolysis. These data support the hypothesis that 
abnormal folliculogenesis and impaired oocyte function would be implicated 
in endometriosis associated infertility. Bcl-XS/Bcl-XL would be involved in the 
regulation of ovarian apoptosis in this model. 
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RESUMEN 

Se realizó un estudio de comparación de 4 cebadores de PCR 
contrastados con un gold estándar establecido para la detección de 
Brucella spp en 595 muestras clínicas de caninos. Se obtuvieron valores 
de Sensibilidad (S) y Especificidad (Esp) en el siguiente orden: cebadores 
ITS66/ITS279 S: 69.80% (64.42-75.18) E: 93.94% (97.06-96.82) ,B4/B5 S: 
45.64% (IC 39.81-51.46) E: 95.62% (IC93.13-98.12), JPF / JPRca S: 39.26% 
(IC33.55-44.97) E: 97.1% (95.30-99.32) O1/O2 S: 22.82% (17.89-27.75) E: 
99.66% (IC 98.84-100). Se concluyó que la mejor PCR en la detección fue el 
gen ribosomal del espaciador 16s-23s rDNA seguido por el gen BCSP31 y 
Omp2a omp2b los dos por igual siendo casi inútil el gen I711. 

INTRODUCCIÓN

La Brucella canis ha sido reconocida como el agente etiológico causan-
te de la brucelosis canina provocando abortos en hembras y orquiepeididmitis 
en machos. Se ha encontrado en criaderos comerciales, refugios y animales 
vagabundos. Está distribuida a lo largo del mundo con diferentes prevalencias 
según país y región. Se elimina por flujos genitales, orina en machos y material 
proveniente de abortos (Carmichael and Green, Serikawa et al 1979). En Argen-
tina existen estudios de prevalencia que oscilan entre el 7 y 15 % de reactivos 
serológicos (López et al 2009, Boeri et al 2008). Si bien el potencial zoonótico no 
es elevado comparado con otras especies de Brucella ( mellitensis, suis y abor-
tus), existen reportes de casos en inmunodeprimidos, niños y brotes familiares 
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( Lucero et al 2009, 2010) El diagnóstico se realiza por métodos serológicos 
con técnicas de tamizaje muy sensibles como la aglutinación rápida en placa 
(RSAT) (Carmichael, L.L. et al., 1987) y con el agregado de 2 mercaptoetanol 
(RSAT 2-ME) debiendo estas ser confirmadas por pruebas más específicas 
como el inmuno ensayo ligado a enzimas indirecto (IELISA) (LUCERO et al., 
2002) O la inmunodifusión en agar gel (AGID) (OIE 2004) . El estándar de oro 
es el cultivo bacteriano el cual no siempre se logra ya que, a pesar de los largos 
períodos de bacteriemia, después de los 6 meses pos infección esta se vuel-
ve intermitente (WANKE, M.M, 2004). Algunos autores recomiendan múltiples 
muestras de sangre para tener un resultado positivo (hollet 2006). 

La reacción en cadena de la polimerasa (pcr) se ha ido incorporando 
al diagnóstico buscando las regiones del genoma más conservadas del 
microorganismo estudiado obteniéndose diferentes resultados de acuerdo a 
la técnica utilizada (romero et a 1995a, 1995b, leal-klevezas et al 1995, keid 
et al., 2007A, 2007b, 2010). 

El objetivo de este estudio fue comparar la sensibilidad / especificidad de 
4 PCR distintas para la detección de Brucella spp. a partir de orina, sangre 
entera y flujos patológicos en caninos.

MATERIALES Y METODOS

Se realizó un estudio comparativo observacional transversal intrasujeto 
durante el período octubre 2013 /octubre 2015 en caninos machos y hembras 
de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y de diferentes criaderos comercia-
les de la provincia de Buenos Aires (Castelar-Ituzaingó- del viso). 

Se muestrearon animales entre 8 meses y 9 años de edad que concurrie-
ron al servicio de cirugía del IZLP, de criaderos comerciales con presencia de 
la enfermedad y libres de la libre de la misma. No se incluyeron aquellos que 
presentaran signos clínicos de enfermedades no compatibles con Brucelosis 
ni los que estuvieran bajo tratamiento antibiótico. Las muestras de sangre se 
obtuvieron de la vena yugular externa separando alícuotas para serología, 
bacteriología y PCR. Para serología se dejo coagular 2 mililitros de sangre a 
temperatura ambiente, para PCR 1 mililitro se colocó dentro de un tubo con 
citrato de sodio al 2% y para bacteriología se colocaron en forma aséptica 3 
mililitros en un frasco comercial para Brucella. 

Para las muestras de orina se obtuvieron 6 mililitros por sondaje vesical 
utilizando sonda K-30 o K-33 según el tamaño del animal colocando 3 mili-



Fundación Alberto J. Roemmers	 75

litros en un tubo falcon estéril para bacteriología y 1,5 mililitros en tubo libre 
de ARNasas para PCR (dos tubos completando un total de 3 ml de orina). 
Se conservaron en heladera a 4 ºC hasta su procesamiento. Con un hisopo 
de dacrón se realizaron hisopados vaginales colocándolos en un tubo para 
PCR conteniendo buffer TE (Tris edta) para su conservación y posterior pro-
cesado. 

METODO PATRÓN ORO (Gold Standard) se tomó la combinación de los 
resultados diagnósticos hallados en las siguientes pruebas: 

•	 RSAT: como técnica de tamiz, con antígenos de referencia del Instituto 
Malbrán o SENASA (Servicio Nacional de sanidad animal) (Carmichael 
et al.,1987)
•	 AGID: (OIE 2014) 
•	 IELISA: de acuerdo al protocolo (Lucero et al., 2002)

•	 RSAT 2-ME. (Carmichael et al.,1987)
•	 Aislamiento bacteriano: Para bacteriología se llevaron a cabo las reco-

mendaciones bibliográficas (Alton et al., 1988) realizándose cultivos de 
sangre entera y orina.

•	 Epidemiología compatible: 
•	

	 .) Convivencia con animales positivos 	
	 .) Origen: de criadero / refugio / vía pública/casa de familia
	 .) Antecedentes de servicios no testeados, estadía en pensionado, 

salida con paseador
	 .) Hábitos: se clasificó a partir de la información referida por el respon-

sable en 
			   º	 Domiciliario : no sale o lo hace con correa 
			   º	 peri domiciliario : sale con supervisión 
			   º	 vagabundo: sin dueño, callejero

	 .) Antecedentes de servicios: si, no, no sabe

•	 Signos y síntomas compatibles con Brucella spp.: presencia de orquitis-
epididimitis-atrofia testicular-dermatitis escrotal-muerte embrionaria-
falla en la concepción-aborto-muerte perinatal-natimortos-cachorros 
débiles-linfoadenopatía-dolor de columna-disco espondilitis. 
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PRUEBAS MOLECULARES (PCR) para detección de género Brucella spp.
La extracción del ADN se realizó con columnas de extracción High Pure 

PCR Template preparation kit Roche-applied-sience siguiendo el protocolo 
del fabricante. Se utilizó como control positivo la cepa B canis RM6/66 y como 
control negativo agua ultrapura para PCR. 
1.	 PCR CEBADORES B4/B5, amplifica la región BCSP31. (Bailey et al 

1992)
2.	 PCR CEBADORES ITSS66 / ITSS279 región 16S-23S rDNA del espa-

ciador. (Keid et al 2007)
3.	 PCR CEBADORES JPF/JPRca región omp2a omp2b. (Imaoka et al 

2007)
4.	 PCR CEBADORES O1/O2, región IS711 ( Nakas AF et al 2002)

RESULTADOS

Un total de 595 muestras incluyendo sangre, flujos y orina fueron proce-
sadas teniendo dos grupos equilibrados de sanos y enfermos. Los 4 ensayos 
de PCR fueron realizados a la totalidad de los caninos y se contrastaron con 
el Gold Estandar establecido en este trabajo para calcular los valores de cri-
baje. Los resultados obtenidos fueron los siguiente: cebadores ITS66/ITS279 
S: 69.80% (64.42-75.18) E: 93.94% (97.06-96.82) ,B4/B5 S: 45.64% (IC 
39.81-51.46) E: 95.62% (IC93.13-98.12), JPF / JPRca S: 39.26% (IC33.55-
44.97) E: 97.1% (95.30-99.32) O1/O2 S: 22.82% (17.89-27.75) E: 99.66% (IC 
98.84-100) 

Tabla 1.
Resultados de S, Esp de 4 cebadores en 595 muestras contrastadas con 

el gold estándar.

 B4/B5 ITS66/ITS279 JPF/JPRca O1/O2

S 45.64 % (IC 39.81 -51.46) 69.80 % (IC 64.42 - 75.18) 39.26 % (IC 33.55- 44.97) 22.82% (IC 17.89 - 27.75)

Ep 95.62 % (IC 93.13 - 
98.12)

93.94 % (IC 97.06 - 96.82) 97.31 % (IC 95.30 – 99.32) 99.66% (IC 98.84-100)

IC: intervalo de confianza 95%
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DISCUSIÓN

El diagnóstico de la brucelosis canina requiere de varios estudios para 
poder llegar a un resultado confiable no existiendo en estos días una sola 
prueba con la cual podamos definir bien el problema (Carmichael and Shin 
1996). Las técnicas serológicas de tamizaje y confirmatorias siguen siendo 
las más confiables. 

El diagnóstico molecular de las enfermedades infecciosas ha ido cre-
ciendo en los últimos años con resultados alentadores a la hora de la toma 
de decisiones. 

En este trabajo se compararon 4 genes: BCSP31 (gen de membrana), 
16s-23s rRNA (ribosomal del espaciador), IS711 (secuencias de inserción) y 
omp2 (gen de membrana). EL Gold estándar definido por combinaciones de 
diferentes pruebas diagnósticas se decidió debido a la baja sensibilidad del 
cultivo bacteriológico. Los resultados de sensibilidad analítica de los ceba-
dores testeados dieron distintos valores los cuales no coincidieron en todos 
los casos con la sensibilidad in vivo de las muestras clínicas. Esto podría 
deberse a que los componentes de la matriz de ADN pudíeron haber interfe-
rido en la reacción como ser inhibidores propios de la muestra (grupo hemo, 
urea, mucopolisacáridos etc) degradación del target o cantidad del mismo 
por debajo del límite de detección (Romero et a 1995a, 1995b). En algunos 
casos, el aislamiento bacteriano no concordó con la PCR y viceversa. En el 
primer caso pudo deberse a que la muestra al tener al menos algunas bac-
terias viables, la siembra en medios de cultivo especiales enriquecidos para 
Brucella tiene el potencial de desarrollar con mucha facilidad. Si en dicha 
muestra se encontrara al menos una bacteria, la PCR no la detecta ya que, 
salvo en el ensayo del gen 16s-23s en muestras de orina que con tres bac-
terias alcanza para tener un resultado positivo, detecta por encima de 2900 
bacterias. En los casos que hubo PCR positiva y no hubo detección con el 
gold estandar ya sea por métodos serológicos o cultivos bacterianos, pudo 
deberse a animales que hayan tenido contacto con Brucella pero en dosis 
menores a las requeridas para el desarrollo de la enfermedad (dosis infec-
tante mínima 104 via conjuntival, 106 UFC/mL via oral Carmichael and Green 
2012). 

El gen BCSP31 de membrana ha sido muy estudiado para diagnóstico 
con resultados altos de sensibilidad y especificidad (Baily et al 1992). Nues-
tros hallazgos mostraron una muy buena especificidad pero baja sensibilidad 
(44.97%). La de S y Esp no coincidió con los publicados por otros autores qui-
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zás por los distintos métodos de extracción de ADN o el tipo de diseño para 
el muestreo. El gen ribosomal 16s-23s del espaciador mostró los mejores 
resultados de S y Esp respecto a los otros dos genes aunque no coinciden 
con el 100% reportado por otros autores (Keid et al2007a). En nuestro trabajo 
comparamos los 4 ensayos de PCR con un Gold estándar establecido a 
diferencia de los autores brasileños. Las secuencias de inserción (IS711) no 
mostraron buenos resultados quizás por la poca cantidad de copias que se 
encuentran en B canis respecto a otras Brucellas. Además, en este estudio, 
se utilizaron los cebadores desarrollados por Nakkas a et al 2002 los cuales 
luego de utilizar el BLAST NCBI para su análisis, observamos una excelente 
alineación y 100 % de identidad por lo que se pensó que podrían ser útiles en 
la amplificación de productos de muestras clínicas. 

El gen de membrana omp2a y omp2b no mostró buenos resultados. 
Estos fueron utilizados en muestras de cultivos bacterianos puros (Imaoka 
et al 2007). Los cebadores utilizados en nuestro estudio amplifican regiones 
específicas de Brucella canis según los investigadores japoneses sin 
embargo, en muestras clínicas no mostraron buenos resultados. 

La tabla 1 muestra los diferentes valores de cribaje obtenidos. Luego 
del análisis de los IC se puede concluir que el gen 16s-23s ribosomal del 
espaciador es el que mejor S tuvo respecto a los otros cebadores de PCR 
(los IC no se solapan) y que el gen BCSP31 junto con el JPF / JPRca están 
en segundo lugar en la detección de Brucella spp en muestras clínicas de 
caninos I los IC se solapan). 
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ABSTRACT

A comparison study was performed, between 4 PCR primers wich were 
contrasted with an established gold standard for detection of Brucella spp, 
in 595 clinical samples from dogs. Sensitivity values (S) and Specificity (Sp) 
were obtained in the following order: primers ITS66 / ITS279 S: 69.80% 
(64.42-75.18) E: 93.94% (97.06-96.82), B4 / B5 S: 45.64% (IC 39.81-51.46) 
E: 95.62% (IC93.13-98.12), JPF / JPRca S: 39.26% (IC33.55-44.97) E: 97.1% 
(95.30-99.32) O1 / O2 S: 22.82% (17.89-27.75 ) E: 99.66% (CI 98.84-100). We 
concluded that the best PCR detection was the ribosomal gene interspacer 
16S-23S rDNA followed by BCSP31 and omp2b gene Omp2a both equally 
being almost useless I711 gene.
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RESUMEN

La yerba mate (Ilex paraguariensis) es una bebida que contiene cafeína y 
es conocido que la cafeína tiene impacto negativo sobre la densidad mineral 
ósea (DMO) cuando la ingesta de calcio (Ca) es deficiente. El objetivo de este 
trabajo fue evaluar el efecto de la yerba mate sobre el hueso. Para ello se uti-
lizaron ratas Sprague Dawley divididas en cuatro grupos (n=6/grupo): Control 
+ Ca 0,2 g%; Control + Ca 0,9 g%; Yerba + Ca 0,2 g%; Yerba + Ca 0,9 g%. Al 
final del experimento, se obtuvieron las tibias y los fémures para evaluar la 
DMO y realizar análisis morfométricos, histomorfométricos y biomecánicos 
óseos. No hubo diferencias en los parámetros óseos entre las ratas con y sin 
consumo de yerba mate. Se observó un efecto negativo de la dieta baja en 
Ca sobre la DMO y las variables morfométricas, histomorfométricas y biome-
cánicas. Sólo se observó interacción entre el contenido de Ca de la dieta y 
la yerba mate en el volumen de hueso trabecular. Esto podría indicar que el 
efecto negativo de la baja ingesta de Ca sobre el volumen óseo se invierte 
en parte por la yerba mate. Sin embargo, la misma no fue capaz de revertir 
el efecto negativo del bajo contenido de Ca sobre las propiedades biomecá-
nicas y conectividad trabecular. En síntesis, al menos en nuestro estudio, la 
yerba mate no tendría un efecto negativo sobre el hueso siendo seguro para 
la salud ósea de los consumidores.

Palabras clave: Ilex paraguariensis, yerba mate, hueso.

INTRODUCCIÓN

La yerba mate (Ilex paraguariensis) es una bebida que contiene cafeína 
y es muy popular en América del Sur. El mayor consumo se da en Uruguay 
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(6-8 kg/persona/ año) seguido por Argentina (5 kg/persona/año) [1]. Se pre-
para con extractos de Ilex paraguariensis y contiene metilxantinas, flavonoi-
des, vitamina A, C y complejo B, ácido clorogénico, quercetina, entre otros 
compuestos; que ejercen diferentes acciones farmacológicas [1] tales como 
acción hipolipemiante [2,3], efecto anti-obesidad [4,5], efecto antiinflamatorio 
e inmunomodulador [6,7,8], propiedades antifúngicas [9] y pro-vasculares y 
angiogénicas [10].

El consumo de la cafeína tiene un impacto negativo sobre la densidad 
mineral ósea (DMO) [11,12], sobre todo cuando se asocia con las dietas bajas 
en calcio [11,13,14]. Por lo tanto, se podría pensar que el consumo de la yerba 
mate tuviese también efecto negativo sobre el hueso debido a su contenido 
de cafeína. Aunque la concentración de cafeína en el mate es baja (330 hasta 
480 mg/l) en comparación con el café (promedio de 600 mg/l), en Argentina 
el 50% del consumo de cafeína en los adultos ingresa por el mate, seguido 
por el café (36%), debido a que el consumo total de cafeína depende no sólo 
de su concentración, sino también del volumen ingerido de cada uno [1,15]. 

A pesar del posible efecto negativo de la yerba mate sobre la masa ósea 
en base al contenido de cafeína, una publicación mostró mayor DMO (+9,7%) 
de columna lumbar en mujeres posmenopáusicas que tomaban al menos 
1 litro de mate/día en comparación con controles que no bebían mate (0,952 
g/cm2 vs 0,858 g/cm2, respectivamente; p<0,0001) [16]. Datos similares se 
observaron en cuello femoral donde la DMO fue mayor (+6.2%) en las consu-
midoras de mate que en los controles (0.817 g/cm2 vs 0,776 g/cm2, respec-
tivamente; p=0,0002). 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la yerba mate sobre 
el tejido óseo en ratas a través de estudios de densitometría, morfometría, 
histomorfometría y biomecánica ósea. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales
Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Sprague Dawley hembras 

de 30 días de edad (60-80 g de peso corporal). Las mismas fueron alojadas 
en un cuarto con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y temperatura constante 
de 24±1ºC. Todos los experimentos se llevaron a cabo de conformidad con 
las normativas internacionales para el cuidado de los animales [17].
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Se utilizaron 24 ratas, asignadas al azar en dos grupos: Control y Yerba 
según recibieran agua o una infusión de yerba mate como bebida ad libitum. La 
infusión de yerba mate (25 g de yerba mate en 1 litro de agua a 90 °C) con un 
contenido de cafeína de 370 mg/l se administró durante 90 días. Los grupos de 
control y Yerba también se dividieron de acuerdo con el contenido de Ca en la 
dieta: 0,2 g% o 0,9 g%. Por lo tanto, se conformaron 4 grupos experimentales 
(n=6 por grupo): Control + Ca 0,2 g%; Control + Ca 0,9 g%; Yerba + Ca 0,2 g%; 
Yerba + Ca 0,9 g%.

Al final del experimento, las ratas se sacrificaron en cámara de CO2; y se 
obtuvieron las tibias y fémures para realizar los estudios óseos.

Medición de la DMO por absorciometría de rayos X
Al final del experimento, la densidad mineral ósea (DMO, mg Ca/cm2) se 

midió mediante un equipo de rayos X (Work Ray 70 KV, Workman SRL, Argen-
tina) simultáneamente con un patrón de aluminio escalonado previamente cali-
brado con concentraciones conocidas de Ca [18]. La DMO se determinó en un 
área de 2 mm2 a 1 mm de la placa de crecimiento metafisaria.

Histomorfometría ósea
Se obtuvieron cortes longitudinales de 5 µm de las epífisis proximales 

de las tibias derechas teñidas con hematoxilina y eosina. Los análisis se 
realizaron en un área de 2 mm2 a 1 mm de la placa de crecimiento metafisaria. 
Las siguientes mediciones se realizaron con el software ImageJ 1.40 (NIH, 
Maryland, EE.UU.): 1) volumen total de tejido, TV (μm2); 2) volumen de hueso 
trabecular, BV (μm2); y 3) superficie del hueso trabecular, BS (μm). Con estos 
valores, se calcularon las siguientes variables: 1) volumen óseo, BV/TV (%) 
= [BV*100/TV]; 2) grosor trabecular, Tb.Th (μm) = [2/(BS/BV)]; 3) número 
trabecular, Tb.N (1/mm) = [(BV/TV)/(Tb.Th)]; y 4) separación trabecular, Tb.Sp 
(μm) = [(1/Tb.N)-Tb.Th].

Evaluación de la conectividad trabecular
Se realizó el análisis de la interconectividad trabecular [19] y los 

siguientes parámetros se midieron con el software ImageJ 1,40: número 
total de nodos (Nd), número de ramas de nodo a nodo (NND), número de 
nodo a ramas terminales (NNdTm), número de árboles (T), número de 
terminales (Tm), y el número de ramas con dos terminales (NTm). Con estos 
parámetros, se procedió a calcular los parámetros de interconectividad: 
índice interconectividad ICI = Nd*NNd)/T*(NNdTm+1)]; relación nodo-
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terminal [R= Nd/Tm]; tamaño medio de las ramas [Dist (mm) = ∑ tamaño 
de las ramas/(NNdTm+NNd+NTm)];y el índice de interconectividad [NDX (%/
mm) = (R*NNd*(BV/TV)*Tb.Th)/(NTm*NNdTm*Dist*Tb.Sp)].

Mediciones de los huesos corticales
Se utilizaron secciones transversales (500 µm de espesor) de la diáfisis 

femoral derecha y se obtuvieron imágenes digitales (40X). La medición se 
realizó usando el software ImageJ 1.40. Los parámetros evaluados fueron: 1) 
área de sección transversal (CS.Ar, mm2), 2) zona medular (Me.Ar, mm2), 3) 
zona de hueso cortical (CB.Ar = CS.Ar - Me.Ar, mm2), 4) perímetro perióstico 
(mm), 5) perímetro endóstico (mm), 6) ancho cortical (mm), 7) diámetro 
perióstico (mm), y 8) diámetro medular [20]. El momento de inercia de la 
sección transversal (CSMI, mm4) se calculó como ([diámetro perióstico/2]4 – 
[diámetro medular/2]4) * π/64.

Ensayos biomecánicos
La fuerza del hueso cortical en la diáfisis femoral se determinó usan-

do un ensayo de flexión a 3 puntos y el hueso trabecular se evaluó median-
te una prueba de compresión en un corte transversal de 2,5 mm de espe-
sor del fémur distal [21,22]. Se determinó la fuerza de máxima (N), la 
fuerza de fractura (N), la rigidez (N/mm) y la energía absorbida (mJ). Las 
propiedades del material se determinaron mediante la transformación de 
los datos de fuerza y desplazamiento en estrés y deformación, respecti-
vamente. 

Concentración de Ca en la infusión de yerba mate 
La concentración de Ca en la infusión de yerba mate se evaluó durante 

la preparación de la infusión (se midió cada 10 grados entre 20-90 ºC). El Ca 
se determinó por espectroscopia de absorción atómica (Arolab MK II, Buenos 
Aires, Argentina). 

Análisis estadístico
Los datos se expresaron como media±EE. Se utilizó análisis de varianza 

(ANOVA) a dos criterios de clasificación (Ca en la dieta = 0,2 g% o 0,9 g% e 
infusión = yerba mate o agua). Las diferencias se consideraron significativas 
si p<0,05. Los análisis estadísticos se realizaron con el software R 2.14.0 [23].
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RESULTADOS

Densidad mineral ósea
La DMO solamente se vio afectada por el contenido de Ca en la dieta 

(p=0,001). La infusión de yerba mate no afectó la DMO y no se halló interac-
ción entre el Ca de la dieta y la yerba mate.

Histomorfometría ósea
Sólo el contenido de Ca en la dieta tuvo efecto sobre los parámetros 

histomorfométricos (Tabla 1). Se halló interacción significativa entre el Ca de 
la dieta y la yerba mate sólo para BV/TV (p=0,048). La disminución de BV/
TV en el grupo Control+Ca 0.2% comparado con el grupo Control+Ca 0.9% 
se debió a una disminución en el espesor trabecular y un incremento en la 
separación trabecular sin cambios en el número trabecular. No se observa-
ron diferencias en la BV/TV entre los grupos de que recibieron yerba mate.

Tabla 1. Histomorfometría ósea
Control Yerba ANOVA 2 criterios

Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca dieta Yerba Interacción
BV/TV (%) 25.25±3.71 10.68±1.59 * 20.50±1.54 16.31±2.59 p<0.05 ns p<0.05

Tb.Th (μm) 59.31±6.51 44.48±3.57 55.64±3.50 45.07±3.68 p<0.05 ns ns

Tb.N (1/mm) 4.37±0.64 2.38±0.29 3.76±0.30 3.78±0.67 ns ns ns

Tb.Sp (μm) 202.80±38.52 434.40±87.65 230.30±25.97 278.00±62.97 p<0.05 ns ns

* p<0.05 comparado con Control+Ca 0.9% (ANOVA a dos criterios, LSD post-test). Abreviaturas: BV/
TV: volume óseo; Tb.Th: espesor trabeculars; Tb.N: número trabecularr; Tb.Sp: separación trabecular.

Conectividad trabecular
Los parámetros de conectividad trabecular no se vieron afectados por el 

consumo de la yerba mate, pero si fueron afectados por el contenido de Ca 
en la dieta (Tabla 2). 

Tabla 2. Conectividad trabecular
Control Yerba ANOVA a 2 criterios

Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca dieta Yerba Interacción
ICI 0.40±0.15 0.11±0.04 0.28±0.11 0.26±0.19 ns ns ns

R 0.23±0.05 0.12±0.02 0.22±0.04 0.12±0.04 p<0.05 ns ns

NDX (%/mm) 0.53±0.21 0.02±0.008 0.30±0.16 0.11±0.10 p<0.05 ns ns

Dist (mm) 0.19±0.05 0.12±0.02 0.19±0.02 0.09±0.02 p<0.05 ns ns

NTm 10.17±2.18 14.33±2.84 9.00±1.51 21.00±6.48 p<0.05 ns ns

Abreviaturas: ICI: índice de interconectividad; R: relación nodo-terminal; Dist: tamaño medio de las 
ramas; NDX: new índice de conectividad trabecular; NTm: número de ramas con dos terminales. 
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Mediciones de los huesos corticales
El contenido de Ca la dieta -pero no el consumo de yerba mate- produjo 

efectos sobre los parámetros morfométricos sin interacción entre el Ca de la 
dieta y la yerba mate (Tabla 3). 

Tabla 3. Parámetros morfométricos
Control Yerba ANOVA a 2 criterios

Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca dieta Yerba Interacción

Área seccional area (mm2) 8.91±0.19 9.12±0.22 9.04±0.30 8.93±0.26 ns ns ns

Área medular (mm2) 3.23±0.15 4.56±0.16 3.41±0.25 4.48±0.17 p<0.05 ns ns

Área cortical (mm2) 5.68±0.25 4.56±0.27 5.63±0.23 4.45±0.25 p<0.05 ns ns

Perímetro perióstico (mm) 11.48±0.15 11.76±0.17 11.62±0.20 11.54±0.17 ns ns ns

Perímetro edóstico (mm) 6.82±0.14 8.20±0.14 7.12±0.26 8.06±0.14 p<0.05 ns ns

Ancho cortical (mm) 0.71±0.03 0.50±0.03 0.69±0.03 0.49±0.03 p<0.05 ns ns

Ensayos biomecánicos
Los parámetros biomecánicos analizados con la prueba de flexión de 

tres puntos no fueron afectados por el contenido de Ca de la dieta o por la yer-
ba mate (Tabla 4). Por otra parte, los parámetros biomecánicos trabeculares 
si se vieron afectados por el contenido de Ca de la dieta (Tabla 4). 

Tabla 4. Parámetros biomecánicos
Ensayo de flexión a tres puntos

Control Yerba ANOVA a 2 criterios

Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca dieta Yerba Interacción

Fuerza de fractura (N) 64.70±3.98 67.52±3.90 58.93±4.28 61.05±3.43 ns ns ns

Fuerza máxima (N) 70.50±6.41 68.44±1.88 65.85±3.77 71.50±3.77 ns ns ns

Rigidez (N/mm) 206.50±30.10 124.40±19.18 186.10±25.75 168.80±28.47 ns ns ns

Energía absorbida (mJ) 73.25±9.50 59.76±1.32 92.56±4.09 77.35±6.91 ns ns ns

Estrés máximo (MPa) 74.76±2.59 82.09±2.90 72.94±4.01 84.42±7.99 ns ns ns

Módulo de Young (GPa) 1.97±0.14 1.71±0.14 2.11±0.18 2.09±0.30 ns ns ns

CSMI (mm4) 5.77±0.55 4.89±0.20 5.63±0.36 5.08±0.43 ns ns ns

Ensayo de compresión

Control Yerba ANOVA a 2 criterios

Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca 0.9 g% Ca 0.2 g% Ca dieta Yerba Interacción

Fuerza de fractura (N) 31.39±6.06 10.59±2.33 23.14±3.85 10.42±2.80 p<0.05 ns ns

Rigidez (N/mm) 54.16±17.57 16.51±3.61 52.07±8.86 16.68±4.81 p<0.05 ns ns

Energía absorbida (mJ) 4.43±1.31 2.16±1.00 2.99±0.71 1.58±0.74 ns ns ns

Módulo de Young (GPa) 0.019±0.006 0.006±0.001 0.018±0.003 0.006±0.002 p<0.05 ns ns

Abreviatura: CSMI: momento de inercia de corte transversal.
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Concentración de Ca en la infusión de yerba mate
La concentración de Ca en la infusión de yerba mate se incrementó sig-

nificativamente de 1.06±0.04 mg/dl a los 20 ºC a 2.85±0.04 mg/dl a 80 ºC y 
2.87±0.08 mg/dl a 90 °C (Wilcoxon, p<0,05). Sin embargo, la contribución de 
Ca por la yerba mate al total de Ca ingerido fue insignificante: 1,82% en los 
grupos con baja ingesta de Ca y 0,40% en los grupos que recibieron dieta 
normal de Ca.

DISCUSIÓN

Dado que la cafeína tiene un impacto negativo sobre el hueso, se podría 
esperar que el consumo de la mate fuera perjudicial para el hueso debido a 
su contenido de cafeína. Se demostró previamente una asociación negativa 
entre la cafeína (más de 200-300 mg/día lo que equivale a ∼400-500 ml de 
café/día) y la DMO. Este efecto fue atenuado en mujeres con alta ingesta de 
Ca (>750 mg/día) [14]. Las personas que consumen al menos 800 mg de Ca/
día no se verían afectados por una ingesta baja o moderada de cafeína (<400 
mg/día) [24].

Este estudio muestra menores valores de BV/TV en el grupo Control+Ca 
0,2% en comparación con el grupo Control+Ca 0,9%, sin diferencias entre los 
grupos que recibieron yerba mate. La interacción entre el contenido de Ca en 
la dieta y la yerba mate (BV/TV: p=0,048) indicaría un efecto protector de la 
yerba mate sobre el volumen óseo cuando el contenido de Ca de la dieta está 
por debajo de los requerimientos. Si bien la yerba mate se administró como 
infusión en reemplazado del agua y no en la forma habitual de administración en 
los seres humanos, la dosis diaria de cafeína era equivalente a las dosis de los 
humanos. A pesar de que en el estudio de Conforti et al. [20] no hubo diferencias 
significativas en la ingesta de Ca entre las pacientes bebedoras de mate y las 
no bebedoras, en ambos grupos la ingesta de Ca estaba bajo requerimiento 
de Ca (600 mg/día [rango de 450 a 700] y 500 mg/día [rango de 450 a 650], 
respectivamente). Por lo tanto, una mayor DMO en columna lumbar y cuello 
femoral observado en mujeres tomadoras de mate -similar a lo que se encontró 
en este estudio en ratas- podrían deberse a un efecto positivo de la yerba 
mate sobre de volumen óseo cuando el contenido de Ca de la dieta está por 
debajo de los requerimientos. Sin embargo, este efecto no sería biológicamente 
importante porque otros parámetros óseos como la conectividad trabecular y 
las propiedades mecánicas no fueron afectados por la yerba mate.
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El parámetro de disrupción (NTm) se encontró aumentado en el grupo 
Yerba+Ca 0,2%, lo que podría explicar por qué la infusión de yerba mate no 
fue capaz de prevenir los efectos del bajo contenido de Ca en la dieta sobre 
las propiedades biomecánicas del hueso trabecular. Por lo tanto, a pesar de 
un efecto protector de la yerba mate sobre la DMO encontrado por Conforti 
et al [20] este estudio halló que los parámetros estructurales y biomecánicas 
de hueso no fueron conservados, lo que sugiere que la yerba mate no puede 
atenuar el efecto de la baja ingesta de Ca sobre el riesgo de fractura. Sin 
embargo, este estudio arroja como resultado importante que la yerba mate 
no presenta ningún efecto negativo sobre el hueso el cual podía esperarse 
debido su contenido de cafeína. 

Es importante tener en cuenta no sólo las diferencias en la concentración 
de cafeína entre el café y el mate, sino también la concentración de flavonoides 
y otros compuestos orgánicos que tienen un efecto favorable sobre el hueso 
[25]. La presencia de polifenoles y flavonoides [1,26,27,28,29,30] con efecto 
favorable sobre el tejido óseo puede mitigar el efecto negativo de la cafeína. 

En síntesis, nuestros resultados sugieren que la yerba mate no tiene 
efecto negativo sobre el hueso y es seguro para la salud de los huesos de los 
consumidores.
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ABSTRACT

Yerba mate (Ilex paraguariensis) is a xanthine-containing beverage, 
which is also rich in caffeine. Because caffeine has a negative impact on bone 
mineral density (BMD) mainly associated with low calcium (Ca) diets, it would 
be expected a negative effect of yerba mate on bone. In this study Sprague 
Dawley rats were used and divided in 4 groups (n=6/group): Control+Ca 0.2 
g%; Control+Ca 0.9 g%; Yerba+Ca 0.2 g%; Yerba+Ca 0.9 g%. At the end 
of the experiment, tibias and femurs were obtained for BMD, morphometric, 
histomorphometric and biomechanical analyses. There was no difference in 
bone parameters between rats with and without yerba mate consumption. A 
negative effect of low Ca diet was observed in BMD, morphometric, histomor-
phometric and biomechanical results. Interaction between Ca content in the 
diet and yerba mate was only found in trabecular bone volume, which would 
indicate that the negative effect of low Ca intake on bone volume is reversed in 
part by yerba mate infusion. However, yerba mate was not able to reverse the 
negative effect of low Ca content on biomechanical properties and trabecular 
connectivity. In summary, at least in our study, yerba mate would not have a 
negative effect on bone and would be safe for bone health of consumers.

Key words: Ilex paraguariensis, yerba mate, bone.



[ 92 ]

EFECTO DE LAS INCRETINAS SOBRE LA EXPRESIÓN 
HIPOTALÁMICA DE GENES INVOLUCRADOS EN EL 

DESARROLLO Y/O MANTENIMIENTO DE COMPONENTES DEL 
SÍNDROME METABÓLICO.

Adriana L Burgueño, Noelia Gonzales Mansilla, Carlos Pirola. 
Instituto de Investigaciones Médicas -IDIM (CONICET)

La diabetes tipo 2 actualmente se ha transformado en una epidemia a 
nivel mundial, este fenómeno se encuentra estrechamente relacionado a la 
obesidad que ha aumentado en forma alarmante durante los últimos 30 años 
(1). La disminución de la obesidad abdominal ha demostrado alivianar las 
consecuencias de la diabetes tipo 2 en las personas que la padecen o dis-
minuir su incidencia en quienes aun no la padecen. A pesar de esto, actual-
mente el tratamiento farmacológico para la diabetes tipo 2 está fuertemente 
asociado, salvo excepciones como los análogos de GLP1 e inhibidores de la 
DPP4, a la ganancia de peso lo que produce una mayor insulino resistencia; 
generando un circulo vicioso.

En los últimos años, se descubrió que GLP1; una de las incretinas secre-
tada por las células L del intestino, tiene efecto hipoglucemiante (debido a 
su acción como secretagogo de insulina) y además produce una franca dis-
minución en el peso corporal (2). GLP1 tiene una vida media muy corta (de 
alrededor de 2 minutos) (3) debido a que es rápidamente degradada por la 
enzima dipeptidilpeptidasa tipo 4 (DPP4). Se ha demostrado que el tratamien-
to de individuos diabéticos con un inhibidor de la DPP4 produce los mismos 
efectos que GLP1 sobre la regulación de la glucemia pero aparentemente sin 
afectar el peso corporal. GLP1 se secreta en el cerebro y es capaz de cruzar 
la barrera hematoencefálica (4). La leptina, producto del gen ob, es una hor-
mona producida principalmente por los adipocitos que también se produce 
a nivel central donde regula el balance energético mediante la activación de 
sus receptores hipotalámicos (5), también aumenta la actividad simpática (6) 
y modula la ingesta de alimento. Por otra parte, la TRH actúa como neuro-
péptido a nivel central (además de su conocida función endócrina). Traba-
jos de nuestro grupo han demostrado que el incremento de la expresión del 
gen de la TRH produce un aumento de la presión arterial sistólica (7). Se ha 
demostrado que la disminución de los niveles de leptina provoca la supre-
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sión de hormonas tiroideas inducida por el ayuno (8). Además, el tratamiento 
con leptina de animales ayunados revierte la disminución de la TRH (9). En 
cuanto a la relación leptina-GLP1, se ha encontrado que la leptina estimula la 
liberación de GLP1 en las células L del intestino, y se han reportado recepto-
res de leptina en neuronas secretoras de GLP1 en el tallo encefálico, lo que 
sugiere que estas hormonas podrían estar interactuando entre sí (10). Tam-
bién se ha observado que GLP1 estimula directamente neuronas hipotalá-
micas que expresan POMC (11). Además, el grupo de Tauchi ha demostrado 
recientemente la coexistencia de neuronas productoras de GLP1 y TRH en 
los núcleos paraventricular y supraóptico (12).

Con el objetivo de estudiar si GLP1 cumple un rol de mediador del efecto 
de leptina sobre la TRH, decidimos utilizar dos modelos de ratones con niveles 
extremos de leptina circulante: los ratones ob/ob (C57BL/6Job/ob) y los agouti 
(C57BL/6J-Avy/a). Los ratones ob/ob que carecen de leptina circulante, son 
obesos, hiperfágicos y poseen la presión arterial baja, debido a un menor nivel 
de catecolaminas plasmáticas. En cambio, los ratones agouti sobreexpresan la 
proteína relacionada a la agouti (AgRP) que es un antagonista de los recepto-
res de α-MSH, por lo que estos animales son hiperleptinémicos y obesos como 
consecuencia de una resistencia a la leptina, lo que lleva a la desregulación 
de la inhibición de la ingesta y del peso corporal, además presentan hiperten-
sión leve (7). En ambos modelos, hemos observado que los niveles de leptina 
correlacionan con la presión arterial sistólica, la actividad simpática y con los 
niveles de TRH diencefálica (13;14). Ambas cepas de ratones presentan insu-
lino-resistencia y otras comorbilidades, sirviendo como buenos modelos para 
alteraciones metabólicas asociadas a la obesidad. 

Para evaluar esto, utilizamos las dos cepas de ratones menciona-
das (en experimentos independientes: experimento 1: ratones agouti, 
experimento 2: ratones ob/ob) con sus respectivos controles. 

En ambos experimentos, luego de 3 dias de tratamiento, observamos 
que la administración de ex-4 produjo la disminución del peso corporal de 
los animales. Esto estuvo acompañado de una disminución significativa del 
consumo de alimento. Además, el tratamiento periférico con ex-4 produce 
la disminución de la presión arterial, esta disminución la hemos observado 
anteriormente en experimentos con ratas normales, y creemos que puede 
deberse a la vasodilatación periférica causada por la ex-4 y mediada por el 
óxido nítrico (15).

En cuanto a la expresión génica, en el experimento 1 la única diferencia 
obtenida debida al tratamiento con ex-4 que se observó fue la disminución 



94	 Anales 2013-2015

de la expresión de POMC en los ratones agouti (esto también se observo 
en el experimento 2, aunque los resultados no fueron significativos). Este 
resultado es completamente inesperado ya que en los experimentos realiza-
dos en ratas siempre observamos que la administración de ex-4 producía el 
efecto contrario, un incremento en la expresión de este gen, lo que era lógico 
teniendo en cuenta la disminución de la ingesta producida por el tratamiento. 

En este caso los ratones disminuyen la ingesta de alimento al ser trata-
dos con ex-4 pero esto va acompañado con una disminución de la expresión 
de POMC. Este fenómeno tal vez se deba a que el ratón agouti posee niveles 
muy elevados de leptina circulante, y esto esté cambiando por completo la 
relación ingesta-expresión de POMC descripta anteriormente. 

En el resto de los genes estudiados la ex-4 no parece haber tenido nin-
gún efecto en ninguna de las cepas utilizadas. Experimentos más detallados 
deberían realizarse para poder postular una hipótesis de los que puede estar 
sucediendo con estos animales. 
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SUMMARY

Currently, pharmacotherapy for type 2 diabetes is strongly associated to 
weight gain which produces a greater insulin resistance (with exceptions such 
as GLP-1). 

GLP1 have hypoglycaemic effect and decrease body weight. Leptin is 
a hormone produced by adipocytes, centrally regulates energy. It also mod-
ulates food intake. TRH acts as neuropeptide. Increased gene expression 
of TRH causes an increase in systolic blood pressure. Leptin stimulates the 
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release of GLP1 in L cells of the intestine, and have been reported leptin 
receptors in GLP1-secreting neurons in the brainstem, suggesting that these 
hormones could be interacting with each other. It has also been observed that 
GLP1 directly stimulates hypothalamic POMC expressing neurons. In addi-
tion, Tauchi’s group has recently shown the coexistence of GLP1 and TRH-
producing neurons in the paraventricular and supraoptic nuclei. 

The aim of this study was to study if GLP1 plays a role as mediator 
between leptin and TRH. We used two mice models of obesity with extreme 
levels of leptin. Leptin levels (of both mice) correlated with systolic blood pres-
sure and diencephalic TRH levels. 

After 3 days of treatment, we observed that ex-4 decreased body weight, 
food intake and blood pressure. We believe it may be due to peripheral vaso-
dilatation caused by ex-4 and mediated by nitric oxide. In the first experiment, 
with agouti mice, ex-4 treatment decreased the expression of POMC. This 
may be due to the agouti mouse has very high levels of circulating leptin, and 
this completely change the relationship between food intake and POMC gene 
expression. On the other genes studied in this work, ex-4 appears to have no 
effect on any of the strains used.
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NUEVAS HERRAMIENTAS PARA EL MEJORAMIENTO DE LAS 
TERAPIAS ANTITUMORALES: ESTUDIO DEL MECANISMO DE 
ACCIÓN DE COMPUESTOS AISLADOS DE PLANTAS NATIVAS 
Y NATURALIZADAS DE ARGENTINA CAPACES DE REVERTIR 

EL FENOTIPO RESISTENTE MEDIADO POR LA BOMBA 
P-GLICOPROTEÍNA (P-GP).

Dra. María Cecilia Carpinella

La resistencia clínica a drogas terapéuticas es un serio inconveniente 
en el tratamiento de diversas patologías y representa uno de los mayores 
obstáculos en el tratamiento de múltiples tipos de cáncer [1]. Este fenómeno 
se debe, en gran medida, a la habilidad de las células sometidas a tratamien-
tos convencionales de quimioterápicos a sobre-expresar transportadores 
de membrana conocidos como bombas de resistencia a multidrogas (MDR) 
[1]. Estas proteínas tienen la habilidad de expulsar hacia el exterior varios 
agentes antitumorales no relacionados estructural ni funcionalmente entre sí, 
dando lugar a una concentración intracelular disminuida de los mismos y por 
lo tanto evitando su efecto. Entre estas bombas, aquella que se encuentra 
sobre-expresada con mayor frecuencia en diferentes tumores, es la fosfo-
glicoproteína (P-gp) [2-6], producto de expresión del gen mdr-1 [7]. 

La importancia de impedir la expulsión de citotóxicos ejercida por P-gp, 
no sólo se limita a obtener un aumento de la eficacia del quimioterápico, sino 
también a impedir el efecto anti-apoptótico ejercido por la bomba, debido a su 
acción inhibidora de la activación de caspasas [8]. 

Esta táctica incluye, aunque no limita, el bloqueo tanto de la funcionali-
dad como de la expresión de la proteína. La inhibición en el efecto de bom-
beo, se logra afectando la interacción entre el sustrato y P-gp y/o interfiriendo 
en la hidrólisis de ATP [9], fuente de energía de la bomba.

Actualmente la industria farmacéutica cuenta con algunas sustancias 
inhibidoras, sin embargo la aplicación clínica de estos fármacos está limitada 
por los elevados efectos adversos que producen las dosis necesarias para 
ejercer su acción bloqueante y las interacciones con los citotóxicos co-admi-
nistrados [5, 10, 11]. Este panorama incentiva la búsqueda de alternativas 
que tengan la posibilidad de sustituir a los moduladores de P-gp actualmente 
disponibles por otros más efectivos y con menos efectos adversos.
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Si bien el número de trabajos relacionados con la inhibición tanto de 
la función de P-gp como de la expresión del gen es creciente aún no se ha 
encontrado una molécula destacada. La mencionada carencia de estudios 
se aplica especialmente a compuestos obtenidos a partir de plantas nativas 
de Argentina. Surgió así la oportunidad de recurrir a estos metabolitos para la 
obtención de sustancias capaces de revertir la resistencia mediada por P-gp, 
utilizando 15 moléculas con diferentes actividades aisladas de plantas del 
centro de nuestro país bajo estudio en el laboratorio [12-20]. Como resultado 
de la evaluación, se encontró un compuesto capaz de revertir el fenotipo 
MDR/P-gp con una efectividad comparable con los fármacos de referencia. 
Este compuesto fue (±) pinorresinol [15] (Figura 1), el cual permitió disminuir 
la resistencia a doxorrubicina (DOX) en células MDR/P-gp, Lucena 1 (35 
veces más resistentes que las células salvajes) a partir de 7 µM (p < 0.05). 
Cuando fue aplicado a 112 µM alcanzó un factor de reversión de 9.4 veces 
(p < 0.05), no mostrando diferencias significativas (p > 0.05) con verapamilo 
30 µM (máxima actividad). No se observó ningún efecto al realizar el ensayo 
sobre las células sensibles de origen K562.

Figura 1

Actividad de reversión de la resistencia a multidrogas MDR del com-
puesto pinoresinol (1). Luego de demostrar que el compuesto 1 ejerce un 
efecto de reversión de la resistencia a doxorrubicina (DOX) mediada por P-gp 
sobre-expresada en las células Lucena 1, se evaluó el efecto del mismo en 
ensayos de acumulación y de eflujo de DOX (sustrato fluorescente de P-gp) 

En el ensayo de acumulación, en donde es posible no sólo confirmar la acti-
vidad de 1 específicamente sobre P-gp sino también ver a qué tiempo el com-
puesto comienza a ser efectivo, se incubaron las células con DOX en presencia 
y ausencia del compuesto y se determinaron las intensidades de fluorescencia 
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media (MFI) asociadas a la acumulación intracelular de DOX. El compuesto 
produjo un aumento significativo en la acumulación de DOX en Lucena 1 a 
partir de los 20 min (Figura 2, *,†p<0,05 **,††p<0,01 ***,†††p<0,001). 

Figura 2

En un segundo ensayo de acumulación se pre-incubaron las células con 
1 a diferentes tiempos. Se observó que el compuesto produjo un aumento 
significativo en la acumulación de DOX en Lucena 1 desde las 0 hasta las 48 
h de pre-incubación con una actividad similar a la del referente verapamilo 
(Figura 3A, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.). El efecto fue más evidente (p < 
0.001) a la hora de preincubación. Cabe destacar que esta acción no fue 
observada en K562 (Figura 3B) descartando un aumento de DOX en la célula 
debido a otro efecto que no sea el bloqueo de la expulsión mediada por P-gp.

Figura 3
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Mediante la misma técnica se determinó que la mínima concentración 
efectiva (MCE) del compuesto fue de 56 µM (Figura 4, *p<0,05). 

Figura 4

Posteriormente, se efectuaron estudios de cinética de inhibición a fin de 
conocer el mecanismo por el cual el lignano bloquea el transporte por P-gp. 
Para esto se llevaron a cabo ensayos de acumulación de DOX, realizando 
incubaciones con diferentes dosis del compuesto y de DOX. Como se obser-
va en la Figura 5, 1 ejerció su acción inhibitoria del eflujo a través de una 
inhibición competitiva. 

Figura 5
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Figura 6

La capacidad de 1 para evitar la extrusión de otro sustrato de P-gp 
como la Rho 123, fue evaluada por citometría de flujo. Como se muestra 
en la Figura 6A (*p<0,05 **p<0,01), la exposición de las células Lucena 1 al 
lignano aumenta la intensidad de fluorescencia intracelular de Rho 123, 1.5 
veces. Este efecto fue significativamente diferente al observado tras el trata-
miento con verapamilo (p < 0.01) y con trifluoroperazina (TPZ), otro inhibidor 
conocido de P-gp [58], pero con éste último con una menor diferencia (p < 
0.05). Como se observa en la Figura 6B, 1 no indujo un aumento en la MFI 
asociada a Rho 123 cuando las células K562 fueron tratadas. 

En el ensayo de eflujo, en donde se observa si DOX es capaz de man-
tenerse en el interior de la célula aún cuando ésta es quitada del medio, 1 
produjo un aumento significativo en la presencia intracelular de este sustrato 
con respecto al control desde 0 hasta 120 min (Figura 7A). No se observaron 
cambios en K562 (Figura 7B). 

Figura 7

A
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Mecanismo de acción de pinoresinol (1). Con el objeto de determinar el 
mecanismo de acción de 1 se pudo establecer, a través de la realización de 
diferentes ensayos, que el compuesto afecta la funcionalidad de la bomba a 
través de la inhibición de la ATPasa (IC50= 20.9 µM) (Figura 8) y de su unión a 
la proteína. El lignano se une a una serie de residuos aromáticos involucran-
do el vértice de la “V” invertida que forman las alpha-hélices transmembrana 
4, 5 y 6 (Figura 9). 

Figura 8

Figura 9

Estudios adicionales confirmaron que 1 inhibió la expresión de super-
ficie de P-gp a las 48 hs. Para esta determinación se estudió el efecto de 
pinoresinol en la sobreexpresión de P-gp en membrana mediante citometría 
de flujo utilizando el Anticuerpo FITC contra el epitope externo del transpor-
tador (Figura 10).
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Figura 10: a: células sin marcar; b: células marcadas con anticuerpo; c: células mar-
cadas con anticuerpo tratadas con 1 a112 µM.

Basados en los datos encontrados, 1 surgió como un importante com-
puesto líder para obtener fármacos capaces de revertir el eflujo de quimiote-
rápicos. Algunos de estos derivados fueron identificados in silico y la activi-
dad del más prometedor se describe a continuación.

Capacidad de reversión de la resistencia a multidrogas MDR del 
compuesto derivado de 1, 8-acetoxipinoresinol (2). A través de la técnica 
de MTT se pudo determinar, que el compuesto 2 (Figura 11) presentó una 
dosis mínima de sensibilización al efecto de DOX en Lucena 1 de 0.11 µM, 
con una actividad 64 veces superior a la observada con 1 en el mismo ensayo 
(MCE de 1 por MTT = 7 µM). 

Figura 11

Por su parte aumentó la acumulación intracelular de DOX en células 
Lucena 1 a partir de 0.87 µM, mostrando una actividad 64 veces superior a 1 
(Figura 12) (MCE de 1 en ensayo de acumulación = 56 µM). 

a ab b c
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Figura 12

Citotoxicidad de los compuestos 1 y 2 sobre células mononucleares de 
sangre periférica. Con miras a utilizar los compuestos 1 y 2 con fines farma-
cológicos, se determinó la citotoxicidad de los mismos mediante el ensayo 
de MTT en células mononucleares de sangre periférica, escogidas como 
referencia de células normales. Se obtuvieron IC50 de 216.25 µM (125.93 - 
371.35) y 102.57 µM (48.60-216.45), respectivamente, valores superiores a 
las dosis efectivas de ambas moléculas. 
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ABSTRACT

P-glycoprotein (P-gp) is a membrane protein associated with multidrug 
resistance (MDR) due to its key role in mediating the traffic of chemothera-
peutic drugs outside cancer cells, leading to a cellular response that hinders 
efforts toward successful therapy.

With the aim of finding agents that circumvent the MDR phenotype medi-
ated by P-gp, 15 compounds isolated from native and naturalized plants of 
Argentina were screened. Among these, the non-cytotoxic lignan (±) pin-
oresinol successfully restored sensitivity to doxorubicin (DOX) from 7 µM 
in the P-gp overexpressed human myelogenous leukemia cells, Lucena 1. 
This resistance-reversing effect was confirmed by competitively increasing 
the intracellular DOX accumulation and by significantly inhibiting the efflux of 
DOX and, to a lesser extent, that of rhodamine 123. The activity obtained was 
similar to that observed with verapamil. No such results were observed in the 
sensitive parental K562 cell line.

To gain deeper insight into the mode of action of pinoresinol, its effect 
on P-gp function and expression was examined. The lignan bound to P-gp at 
the apex of the V-shaped transmembrane cavity, involving transmembrane 
helices 4, 5 and 6, and partially overlapped the binding region of tariquidar, 
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which was used as a positive control. In addition, it showed a low activation of 
ATP hydrolysis (maximum 29%) and inhibited verapamil-stimulated ATPase 
activity with an IC50 of 20.9 µM. On the other hand, pinoresinol decreased the 
presence of P-gp in the cell surface. Derivatives of pinoresinol with improved 
activity were identified by docking studies. The most promising one, the non-
cytotoxic 1-acetoxypinoresinol, caused a reversion of DOX resistance from 
0.11 µM and thus with higher activity than the lead compound. It also caused 
a significant increase in DOX accumulation. Results were similar to that 
observed with verapamil.

The results obtained positioned these compounds as potential candi-
dates for effective agents to overcome P-gp-mediated MDR, leading to better 
outcomes for leukemia chemotherapy.
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OPTIMIZACIÓN DE POTENCIALES ESTRATEGIAS DE TERAPIA 
GÉNICA PARA EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER MEDIANTE EL 

USO DE NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS.

Cerda María Belén 
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INFORME FINAL

El potencial éxito de un medicamento para el tratamiento del cáncer 
radica en una administración direccionada y específica al blanco tumoral 
evitando afectar al tejido normal. En este sentido, el uso de nanovectores ha 
cobrado mucho interés en los últimos años, ya que un vehículo con dimen-
siones entre 20-100 nm se acumula preferentemente en los tejidos tumo-
rales debido a las características diferenciales del endotelio de los vasos 
que irrigan los tumores, fenómeno conocido como “enhanced permeability 
and retention effect” (aumento de la permeabilidad y retención) (Maeda et 
al. 2000). 

Por otro lado, en los últimos años se ha avanzado en la investigación 
sobre la aplicación de la técnica de Interferencia de ARN (ARNi) para el trata-
miento de patologías causadas por la sobreexpresiones de genes, entre ellas 
algunos tipos de cáncer. La Interferencia de ARN (ARNi) es el mecanismo 
por el cual algunas moléculas de ARN de doble cadena pueden causar la 
degradación de moléculas de ARN mensajeros complementarios y de esta 
forma disminuir la expresión del gen correspondiente (Fire A, et al 2008). El 
uso de estas moléculas de ARN con fines terapéuticos depende, entre otros 
factores, del desarrollo de sistemas de transporte que aumenten su estabili-
dad en el ambiente extracelular y faciliten la llegada al sitio blanco.

Una de las estrategias utilizadas es asociar los ácidos nucleicos con 
partículas magnéticas y utilizar un campo magnético para concentrar los 
complejos en el sitio blanco. Las propiedades magnéticas de las nanopar-
partículas tienen que ser suficientes para concentrar el vector en las células 
blanco bajo la influencia de un campo magnéticas, y por otro lado deben ser 
capaces de formar complejos estables con los ácidos nucleicos. 
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Las primeras ideas de explotar el principio de concentración magnéti-
ca de ácido nucleico aparecieron en la literatura de patentes en 1996 (Kue-
hnle et al 1996) y 1998 (Chan et al 1998), sin embargo, con poca eviden-
cia experimental. Durante la última década, varios grupos de investigación 
han puesto en práctica y optimizado el concepto de dirigir magnéticamente 
los ácido nucleicos (magnetofeccion). Los primeros trabajos en la literatura 
científica aparecen en el año 2000 (Mah et al 2000, Plank et al 2000). 
Cuando se compara la magnetofección con metodologías de transfección 
convencionales, la principal ventaja de la magnetofección es que es capaz de 
combinar la simplicidad, relativamente bajo costo, posibilidad de localización 
del vector, elevada eficiencia de transfección con la reducción del tiempo de 
incubación y la dosis de vector (Scherer F. et al 2008).

La línea HT29 es presenta características interesante para su estudio, 
debido a su resistencia en la respuesta a distintos tratamientos y por otro 
lado muestra una gran resistencia a la tranferencia de ácidos nucleicos, 
tales como pequeños ARN de interferencia así como de plásmidos. Por 
este motivo, consideramos que es un buen modelo para el estudio de la 
transferencia de ácidos nucleícos. En este contexto, el objetivo de este 
proyecto es el desarrollo y caracterización de sistemas de transporte de ARN 
pequeños empleando nanoparticulas magnéticas, para la optimización del 
silenciamiento de genes en las líneas celulares Caco-2 y HT29.

En primer lugar se realizó la caracterización de nanoparticulas 
magnéticas (NPMs) recubiertas de polímeros biocompatibles y de los 
complejos NPM-ácidos nucleicos. Se utilizaron nanoparticulas de magnetita 
recubiertas de polietilenimina (PEI-Mag2) y recubiertas por oxido de silicio 
(SOMag5), dichas partículas presentaron un core magnético de 10±1 y 8±1 
nm, respectivamente.

Para evaluar la capacidad de transfección de las NPMs, se desarrolló 
un sistema celular para el estudio del silenciamiento génico mediante el uso 
de ARN pequeños (sARN). Se transfectaron células colorrectales Caco-2 
con el plásmido pGL3P o peGFP, se seleccionaron clones que expresen 
establemente el gen de la Luciferasa (Caco-Luc) o eGFP (Caco-2-GFP), 
respectivamente. Se analizó la capacidad de transfección y silenciamiento de 
los complejos magnéticos en comparación con los complejos no magnéticos. 
Se emplearon las partículas magnéticas recubiertas por polietilenimina PEI-
Mag2, el compuesto lipidico DFgold y el polímero polientilenimina, para la 
formación de complejos con los siRNA. Se utilizaron las células Caco-eGFP 
que expresan constitutivamente la proteína fluorescente verde (eGFP) para 
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evaluar la eficiencia del silenciamiento de los complejos magnéticos DFgold/
PEI-Mag2/siRNA y PEI/PEI-Mag2/siRNA, y de sus respectivos complejos no 
magnéticos DFgold/siRNA y PEI/siRNA en placas de 96 well, sembrando 
5000celulas/well. El mayor porcentaje de silenciamiento (50% respecto del 
complejo con siRNA control) fue obtenido empleando magnetofección con el 
complejo DFgold/PEI-Mag2/siRNA en dosis de 80ng/well.

Para optimizar la magnetofección se emplearon diferentes partículas 
magnéticas: PEI-Mag2, SO-Mag5, PalD1 en combinación con DFGold, no 
se observaron diferencias significativas entre la capacidad de silenciamiento 
de los deferentes complejos magnéticos. A fin de aumentar el nivel de 
silenciamiento del gen reportero de la luciferasa en la línea celular Caco-2Luc, 
se modificaron los complejos magnéticos (DFgold/PEI-Mag2/siRNA ) con el 
péptido endosmolitico INF-7 (DFgold/PEI-Mag2/siRNA/INF7) y se analizo 
el nivel de silenciamiento 72 hs post magnetofección mediante medidas 
de expresión de luciferasa. La incorporación del péptido INF7 al complejo 
magnético aumentó significativamente el porcentaje de silenciamiento, se 
alcanzó más del 95% de silenciamiento de la Luciferasa a partir de dosis tan 
bajas como 30 ng siRNA/well de P96.

Para evaluar la toxicidad de los complejos, se realizó ensayo de MTT 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a las 72hs 
de incubación con los complejos. La viabilidad celular en términos de 
actividad respiratoria fue evaluada mediante la medida de absorbancia a 
550nm. Altas dosis de siRNA resultaron en relativamente elevada toxicidad, 
la dosis de 30ng/well fue la optima ya que permitió obtener más del 95% de 
silenciamiento con mínima toxicidad (75% de actividad respiratoria respecto 
al control).

ABSTRACT

The combination of different nanomaterials could improve nucleic acids 
cell transfer in order to obtain efficient alternatives such as gene transfer tools. 
An example of such approach is magnetofection; this can be defined as a 
method for nucleic acids delivery under the influence of magnetic field acting 
on nucleic acid vectors that are associated with magnetic nanoparticles and 
comprise an enhancer such as cationic lipids. This technology overcomes the 
diffusion limitation, transfection is synchronized, and the vector dose require-
ment for efficient transfection is considerably reduced.
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Endosomal/lysosomal escape of magnetic complexes is another aspect 
that should be taken account in order to optimize nucleic acid intracellular 
delivery. The addition of peptides that can disrupt membranes in an acidic cel-
lular microenvironment, such as the INF-7 peptide derived from the influenza 
virus, has substantially improved the activity of several non-viral vectors.

In this work, magnetofection technique was applied to siRNA delivery in 
cells expressing stably luciferase (Caco-2Luc) and selected magnetic vector 
formulations resulted in 50 ±5% of luciferasa silencing. Further improvement 
in reporter gene silencing was obtained when the magnetic complexes were 
modified with INF-7, reaching more than 95% of luciferasa silencing in Caco-
2Luc cells.

Thus, magnetofection and the optimization of endosomal escape of mag-
netic complexes would be a good alternative to enhance nucleic acid transfer 
in hard-to-transfect colorectal cancer cells.
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BASES EPIGENÉTICAS DE LA RESPUESTA 
NEUROINFLAMATORIA INDUCIDA POR EL CONSUMO DE 

ALCOHOL 
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RESUMEN

Es bien sabido que el abuso de etanol conlleva importantes consecuencias 
individuales, sociales, sanitarias y económicas. El impacto negativo del 
consumo crónico de alcohol sobre el sistema nervioso central (SNC) está bien 
establecido y tiene como consecuencias el desarrollo de encefalopatías, atrofia 
cerebral y cerebelosa, neuropatías, desmielinización, neurodegeneración y 
transtornos psiquiátricos. Los procesos neurodegenerativos inducidos por el 
consumo excesivo de etanol han sido asociados a procesos neuroinflamatorios 
donde la microglía activada es la principal célula efectora.

Las células microgliales constituyen entre un 5 y un 15% de la población 
celular total de la glía en el SNC. Están relacionadas morfológica, fenotípica 
y funcionalmente con los macrófagos periféricos (de estirpe mieloide) y 
por lo tanto comparten numerosas funciones: fagocitosis, producción de 
citoquinas, quimioquinas, especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, 
presentación antigénica, etc. Por ello, la microglía constituye la principal 
célula efectora de la respuesta inmune innata en el parénquima del SNC. 
Un exceso de activación microglial lleva a la elevada producción de 
citoquinas proinflamatorias (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, entre otras) y radicales 
libres, los cuales han sido asociados con procesos de neuroinflamación y 
neurodegeneración. El hecho de que se haya observado un aumento de la 
reactividad microglial tanto en muestras de cerebro de roedores sometidos a 
distintos regímenes de consumo de etanol como en necropsias de cerebros 
de personas alcohólicas, da cuenta de los efectos proinflamatorios del 
abuso de alcohol. No sólo el abuso de etanol induce la expresión cerebral de 
TNF-alfa, óxido nítrico y MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), sino que 
además potencia los efectos del lipopolisacárido (LPS) en la síntesis de otras 
citoquinas proinflamatorias. 
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TREM-2 (triggering receptor expressed on myeloid cells-2) es un receptor 
de membrana perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas 
altamente expresado por células microgliales. TREM-2 está asociado 
a la DAP12 (DNAX adaptor protein 12) que contiene un motivo ITAM 
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). La unión de TREM-2 a un 
ligando aún desconocido induce la fosforilación del motivo ITAM en DAP-12, 
desencadenando la cascada de señalización intracelular correspondiente. 
TREM-2 funciona como un regulador clave en la respuesta inflamatoria 
microglial. La interferencia de la señalización de TREM-2 durante la infección 
microbiana resultó en un marcado incremento de la mortalidad en un 
modelo murino de sepsis mientras que la sobreexpresión de este receptor 
contribuyó a reducirla. En este sentido, la expresión de TREM-2 se encuentra 
modulada por estímulos pro-inflamatorios y se ha demostrado que el LPS 
regula negativamente la expresión de este receptor, alterando la capacidad 
fagocítica de la microglía.

Se ha demostrado que el alcohol remodela la cromatima mediante 
modificaciones del patrón de acetilación o metilación de histonas tanto a nivel 
hepático como cerebral. Un aumento en la acetilación de histonas se asocia 
con un aumento de la actividad transcripcional, mientras que un aumento de la 
metilación de las mismas está relacionado con una disminución de la expresión 
génica. Ambos procesos están mediados por grupos de enzimas específicas. 
Las acetiltransferasas de histonas (HATs) y las deacetilasas de histonas 
(HDACs) son enzimas que añaden o remueven grupos acetilos de lisinas 
presentes en las histonas y cuyo resultado es la regulación de la expresión 
génica por condensación o relajación de la cromatina. Las HATs tienden a ser 
activadoras transcripcionales mientras que las HDACs tienden a ser represoras. 
Estudios recientes muestran que el consumo abusivo de alcohol provoca 
una hiperacetilación global de proteínas que podrían estar involucradas en la 
toxicidad provocada por el etanol. Por otra parte, diversos estudios muestran 
cómo el abuso de alcohol incrementa la acetilación de la histona H3, aumenta la 
actividad de las HATs y de la proteína p300 asociada a HATs.

Numerosos estudios señalan que las vías de señalización de AMPc/PKA 
y de MAPK ERK1/2 están involucradas en los efectos del etanol sobre el SNC. 
Ambas vías convergen sobre la activación del factor de transcripción CREB, 
mediante la fosforilación del mismo, el cual transloca al núcleo. Una vez en 
allí, CREB interactúa con las proteínas CBP y p300. Mediante la formación 
de este complejo, CREB no sólo modula la expresión génica directamente al 
unirse a secuencia CRE, sino que también modula el patrón de acetilación de 
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histonas. Concordando con estas observaciones previas, nuestros resultados 
sugieren que etanol ejerce sus efectos sobre la expresión de TREM-2 y DAP-
12 mediante la activación de las vías de PKA y ERK1/2, las cuales convergen 
sobre CREB dado que la inhibición de estas vías revierte los cambios en el 
patrón de acetilación de histona H3 inducido por la exposición de las células 
microgliales a etanol. 

Por lo tanto, y a modo de conclusión, nuestros datos sugieren que el 
etanol modifica la expresión de receptores de membrana (TREM-2, DAP-12), 
cuya participación en la modulación del proceso inflamatorio es fundamental, 
mediante las vías de señalización PKA, ERK1/2 y CREB. La activación de 
CREB y su unión a otros factores nucleares modifica el patrón de acetilación 
de histonas, siendo los responsable de los cambios de expresión de TREM-2 
y DAP-12. Una menor expresión de estos receptores de membrana supondría 
la posibilidad de que la microglía reaccione exacerbadamente a un estímulo 
inflamatorio, contribuyendo así a los efectos neuroinflamatorios del consumo 
excesivo de etanol.

ABSTRACT

Excessive ethanol drinking has deleterious effects on the central nervous 
system. However, the effects of ethanol on the main effector of the brain’s 
innate immune system response, the microglial cells, remain poorly studied. 
Here we addressed this issue by focusing on the effects of acute ethanol 
exposure to BV2 microglial cells on TREM-2 and DAP-12 expression. The-
se receptors play a key role in the modulation of microglial response to pro-
inflammatory stimuli. 

Our results show that microglial exposition to ethanol downregulated the 
mRNA expression of TREM-2 and DAP-12 at 24 hours and that their levels 
remained low up to 48 hours. Moreover, the signaling pathways of PKA and 
ERK1/2 were involved in the effects of ethanol. Both signaling pathways indu-
ced an increased phosphorilation of CREB and changes in the pattern of ace-
tylation of histone H3. Inhibition of these pathways completely restored the 
mRNA expression of TREM-2 and DAP-12 as well as the acetylation pattern 
of histone 3.

Collectively, our results suggest that ethanol exerts its pro-inflammatory 
effects by down-regulating microglial TREM-2 and DAP-12 mRNA expression 
via epigenetic mechanisms. 
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INTRODUCCIÓN

Los antipsicóticos de segunda generación (ASG) son fármacos de prime-
ra línea utilizados para el tratamiento de pacientes que sufren de esquizofre-
nia y los trastornos psicóticos relacionados; sin embargo, estos medicamen-
tos inducen aumento de peso en hasta el 30% de los pacientes (Lieberman 
et al., 2005).

Aunque el mecanismo por el cual estas drogas producen aumento de 
peso no ha sido completamente aclarado, el sistema serotoninérgico se ha 
convertido en un fuerte candidato (Stahl et al., 2009; Daray et al., 2012). El 
receptor 5-HT2C (codificado por el gen HTR2C) media, al menos en parte, 
los efectos secundarios metabólicos de ASG. 

La variabilidad interracial y interindividual en el APIA y los resultados 
observados en los estudios de gemelos y de adopción sugieren que ciertos 
factores genéticos pueden estar relacionados a este efecto adverso (Theisen 
et al., 2001; Wehmeier et al., 2005; Gebhardt et al., 2010). La evidencia sugie-
re que el gen HTR2C contiene dos variantes polimórficas en la región promo-
tora, -759C/T (rs3813929) y -697G/C (rs518147), que tienen consecuencias 
funcionales relacionadas con su capacidad para unirse a factores de trans-
cripción y modificar la expresión del producto génico (Hill y Reynolds, 2007, 
2011). El aumento de la actividad del 5-HT2C, resultante de las variaciones 
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genéticas en el HTR2C, puede aumentar los niveles circulantes de leptina 
resultando en una mayor ganancia de peso, mientras que las variantes que 
disminuyen la expresión del receptor podrían ser protectoras de la ganancia 
de peso inducida por ASG (Reynolds et al., 2006).

Uno de estos polimorfismos, el 759C/T, ha sido blanco en varios estu-
dios de asociación centrados en el vínculo entre la medicación antipsicótica 
y aumento de peso en los pacientes con diagnóstico de esquizofrenia, acre-
ditándose resultados contradictorios. Los estudios con otro de los polimorfis-
mos, el -697G/C son escasos y no concluyentes.

El objetivo del presente estudio fue examinar la posible asociación entre 
los polimorfismos -759C/T y -697G/C del gen HTR2C y el APIA entre pacien-
tes mujeres con diagnóstico de esquizofrenia. Se planteó como hipótesis 
que, con el alelo T en la posición -759 y el alelo C en la posición -697 presen-
tan un efecto protector del mismo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del estudio
Se realizó un estudio con diseño observacional, analítico, caso-control.

Participantes
La muestra consistió en 48 mujeres caucásicas diagnosticadas de 

esquizofrenia o enfermedades relacionadas y admitidas en el Servicio de 
Urgencias del Hospital Neuropsiquiátrico «Dr. Braulio A. Moyano».

Medidas y Evaluación
El presente estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital 

Neuropsiquiátrico «Dr. Braulio A. Moyano». Todas las participantes y su 
representante legal dieron su consentimiento informado por escrito para la 
participación.

Los criterios de inclusión incluyeron: cumplir con los criterios para 
esquizofrenia, trastorno psicótico breve, trastorno esquizofreniforme o 
trastorno delirante del DSM-IV-TR; el tratamiento con ASG que tuviesen alto 
(olanzapina y clozapina) o moderado (risperidona y quetiapina) riesgo de 
inducir aumento de peso.

Los criterios de exclusión incluyeron: haber sido tratadas un mes antes 
de la admisión con ASG o medicamentos psicoactivos que pudieran producir 
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cambios de peso (p. ej., estabilizadores del estado de ánimo y antidepresivos); 
tener el antecedente de abuso de alcohol o consumo de sustancias el mes 
antes de la admisión; haber requerido otras drogas psicotrópicas durante 
la hospitalización actual (con excepción de las benzodiacepinas y los 
anticolinérgicos); tomar medicamentos no psiquiátricos que pudieran alterar 
el peso (p. ej., levotiroxina); padecer condiciones médicas que podrían 
modificar el peso (p. ej., diabetes, hipertiroidismo, etc.); tener diagnósticos de 
algún trastorno psiquiátrico que pueda influir en peso (p. ej., trastornos de la 
conducta alimentaria, etc.).

Cada paciente fue evaluada con una entrevista clínica estructurada que 
determino el diagnóstico basado en los criterios del DSM-IV-TR y una serie 
de preguntas con respecto a las variables demográficas y clínicas. Al ingreso 
(evaluación basal) se obtuvieron peso, la altura, y el cálculo del índice de 
masa corporal (IMC, que se define como el peso (kg)/ talla2 (m2)), utilizando 
procedimientos estandarizados. En la sexta semana de tratamiento (final del 
ensayo), se obtuvieron, nuevamente, el peso y el IMC.

En la última medición, el investigador obtuvo una muestra de sangre 
periférica del dedo índice, a través de un pinchazo con una lanceta, para 
determinar el polimorfismo HTR2C.

El análisis estadístico
Las medidas categóricas se presentaron como frecuencia o porcentaje y 

se compararon mediante el uso de tablas de contingencia (χ2). Las medidas 
continuas se indicaron como media ± desviación estándar (DS) y se compa-
raron mediante la prueba ANOVA (t-test), o la suma de rangos de Wilcoxon 
(prueba U de Mann-Whitney) para los datos de distribución no-normal.

Para hacer que los resultados sean comparables con otros estudios, se 
clasificaron los pacientes como las que aumentaron de peso (≥ 7% del peso 
basal) y las que no aumentaron de peso (< 7% del peso basal). La asociación 
entre el genotipo (que contiene los alelos correspondientes) y el estado de 
la ganancia de peso se puso a prueba mediante el uso de tablas de contin-
gencia (χ2).

Se utilizó el modelo de regresión logística múltiple para evaluar los facto-
res asociados significativamente con el APIA. Se estableció como significa-
tivo a aquellos valores de p<0,05 (prueba de dos colas). El análisis se realizó 
a través del software estadístico comercial STATA.12 (StataCorp, College 
Station, TX).
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RESULTADOS

El estudio incluyó a un total de 48 pacientes mujeres hospitalizadas en 
tratamiento con ASG. La edad media de la muestra fue 34.48 años (SD = 
13.13) y casi las dos terceras partes informaron que no habían realizado ante-
riormente algún tratamiento psicofarmacológico (60%). El diagnóstico más 
frecuente fue la esquizofrenia paranoide (48%) y las demás variables clínicas 
y demográficas se pueden encontrar en la Tabla 1.

No se observaron diferencias significativas al comparar los datos clí-
nicos y demográficos basales entre los pacientes con diferentes genotipos 
(Tabla 1).

Los resultados sugieren que las pacientes con el alelo -759T en su geno-
tipo, ganaron significativamente menos peso en comparación con los pacien-
tes que no lo tienen (χ2 = 4.91; p = 0.03; Tabla 2). No se observaron diferen-
cias significativas para los pacientes con el alelo -697C en sus genotipos  
(χ2 = 0.84; p = 0.36; Tabla 3).

Dado que la relación entre el polimorfismo y el aumento de peso puede 
ser influenciada por ciertos factores como la edad, el IMC basal, y la pre-
sencia de los tratamientos con fármacos anteriores, se utilizó un modelo de 
regresión logística múltiple para analizar cada uno ellos. No se detectaron 
efectos significativos de estos factores dentro de la relación entre los polimor-
fismos genéticos y el APIA (Tabla 4).

DISCUSIÓN

El aumento de peso es un efecto adverso común e importante asociado 
con el uso de ASG; sin embargo, los mecanismos que subyacen a dicho 
efecto secundario no se comprenden completamente (Correll et al., 2011). 
Se piensa que la serotonina (5HT) juega un papel clave en la regulación de 
la conducta alimentaria y la señalización de la saciedad. El receptor 5-HT2C, 
codificado por el gen HTR2C, media al menos en parte los efectos adversos 
metabólicos de los ASG y es considerado uno de los blancos más promete-
dores (Lett et al., 2012). 

El gen que codifica el receptor 5-HT2C está localizado en el cromoso-
ma Xq24 y presenta numerosos polimorfismos. Dos de esos polimorfismos 
(759C/T y 697G/C), ubicados en la región promotora, son reguladores de la 
expresión de este gen (Reynolds et al., 2005; Hill and Reynolds, 2011). 
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Tabla 2. Asociación entre el aumento de peso y el polimorfismo -759 del gen HTR2C 
(n=48)

Aumento de peso, N SIN aumento de peso, N 

Presencia del alelo T (TT o CT o TC) 1 10 

Ausencia del alelo T (CC) 17 20 

χ2 análisis del aumento de peso >7% distribuido por la presencia o ausencia de la variante -759T 
del alelo (χ2= 4.91, p = 0.03)

Tabla 3. Asociación entre el aumento de peso y el polimorfismo -697 del gen HTR2C 
(n=48)

Aumento de peso, N SIN aumento de peso, N 

Presencia del alelo C (CC y CG) 13 25

Ausencia del alelo C (GG) 5 5 

χ2 análisis del aumento de peso >7% distribuido por la ausencia o presencia de la variante del alelo 
-697 (χ2 = 0.84; p = 0.36)

Tabla 4. Factores asociados con el aumento de peso durante el tratamiento con ASG

Factor OR ajustado [95% IC] χ2 P

Edad (años) 0.98 [0.92 - 1.04] -0.65 0.52

IMC inicial (kg/mts2) 0.97 [0.84 - 1.12] -0.39 0.70

Tratamiento psicofarmacológico previo (si/no) 0.33 [0.07 - 1.42] -1.49 0.14

OR = odds ratio; IC = intervalo de confianza, IMC = Índice de masa corporal (kg/mts2)
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El polimorfismo -759 C/T es el que cuenta con más evidencia. Yuan et 
al. (2000) fueron los primeros en comunicar que la frecuencia de la variante  
T era mayor en individuos no obesos, sugiriendo que el alelo T funciona como 
un protector de obesidad en pacientes no esquizofrénicos (Yuan et al., 2000). 
Después de eso, Reynolds et al. (2002) sugirieron un efecto protector de la 
variante T del alelo contra el aumento de peso inducido por antipsicóticos en 
pacientes Chinos con un primer episodio de esquizofrenia medicados con 
risperidona y clorpromazina (Reynolds et al., 2002). Los estudios farmacoge-
néticos posteriores que investigaron este polimorfismo informaron resultados 
variables. Algunos, replicaron estos hallazgos analizando pacientes tratados 
con clozapina, olanzapina o risperidona (Ellingrod et al., 2005; Miller et al., 
2005; Templeman et al., 2005; Lane et al., 2006; Ryu et al., 2007; Godlewska 
et al., 2009; Opgen-Rhein et al., 2010). Los resultados del presente estudio 
apoyan el rol protector del alelo -759T contra la ganancia de peso induci-
da por antipsicóticos en pacientes esquizofrénicos y proporciona un mayor 
conocimiento de este efecto en el género femenino. Sin embargo, otros estu-
dios no han encontrado una asociación positiva entre este polimorfismo y el 
aumento de peso inducido por antipsicóticos (Basile et al., 2002; Tsai et al., 
2002; Theisen et al., 2004; Kuzman et al., 2008; Ujike et al., 2008). 

Muchos factores pueden explicar estas diferencias, como el anteceden-
te de tratamiento antipsicótico previo, el origen étnico del paciente, y duración 
del ensayo clínico. 

Hay varios potenciales factores de confusión hallados en la relación 
entre el alelo -759T y el aumento de peso inducido por antipsicóticos, como 
la edad, el IMC inicial, y el tratamiento antipsicótico previo. Basándonos en 
los resultados de la regresión podemos concluir que el efecto protector en el 
aumento de peso conferido por el alelo T fue independiente de estos factores. 

Otro polimorfismo en la región promotora del gen HTR2C, el polimorfis-
mo -697C/G (rs518147), ha sido asociado al incremento de peso inducido por 
antipsicóticos; sin embargo, la evidencia es más escasa. Yuan et al. fueron 
los primeros en observar una asociación de haplotipos incluyendo tanto los 
alelos 697C y 759T con la delgadez y aquellos que no están incluidos en los 
alelos “protectores” con obesidad y la tendencia del haplotipo que contie-
ne sólo el alelo 697C para prevalecer en individuos no obesos (Yuan et al., 
2000). Ryu et al. hallaron un efecto protector de la variante del alelo (-697C) 
contra el aumento de peso en pacientes con esquizofrenia coreanos tratados 
con ASG (Ryu et al., 2007). Por otra parte, Godlewska et al., demostraron 
la importancia de la variante del alelo -697C en el papel protector contra el 



122	 Anales 2013-2015

aumento de peso inducido por antipsicóticos. El presente estudio no pudo 
replicar los hallazgos previos con respecto a la asociación de -697C con el 
aumento de peso inducido por antipsicóticos. Una vez más, una posible cau-
sa puede ser debido al sexo, dada nuestra única muestra de mujeres. 

CONCLUSIÓN

El presente estudio confirma el rol protector del alelo -759T contra el 
aumento de peso inducido por antipsicóticos en mujeres con esquizofrenia.
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ABSTRACT

Purpose: Antipsychotic induced weight gain (AIWG) is a serious side 
effect. Twin and adoption studies suggest AIWG is likely to be genetically 
determined. HTR2C gene is an important candidate in pharmacogenetic 
studies of AIWG. However, inconsistent results have been obtained. We 
investigated the association between -759C/T and -697G/C, functional poly-
morphism of the HTR2C receptor, and AIWG. Method: The current work was 
an observational, analytical, case-control study. The sample included 48 
female inpatients meeting DSM-IV-TR criteria for schizophrenia and related-
illness treated with second-generation antipsychotics (SGAs). Patients were 
weighted at admission and again at 6 weeks of hospitalization. Weight gain 
was defined as an increase ≥ 7% of baseline weight. The association between 
polymorphisms HTR2C and weight gain was evaluated. Multiple logistic 
regression was run to determine potential confounders. Results: The pres-
ence of the T allele at position -759 (TT or CT) of the HTR2C protect against 
weight gain induced by SGAs (χ2=4.91, p=0.03). This association was not 
affected by possible confounding factors such as age, baseline BMI, and prior 
psychopharmacological treatment. No significant association was observed 
for -697G/C polymorphism and AIWG under the same conditions. Conclu-
sion: The T allele at position -759 protect against AIWG in female patients 
with schizophrenia.
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SINTESIS INFORME FINAL

Introducción
El crecimiento longitudinal de los huesos se lleva a cabo por el proceso 

de osificación endocondral y ocurre a nivel del cartílago de crecimiento. Este 
es una estructura dinámica altamente especializada responsable de este 
crecimiento longitudinal donde el cartílago se mineraliza y es sustituido por 
hueso trabecular primario el cual, posteriormente, es resorbido y reemplaza-
do por hueso trabecular secundario [1]. Factores que afecten el desarrollo y 
maduración de los procesos de condrogénesis y osificación pueden even-
tualmente llevar a disturbios en el crecimiento óseo. 

El fluoruro (F) es un ión que puede afectar al tejido óseo y al proceso 
de mineralización y ha sido motivo de controversia para el consumo huma-
no desde hace mucho tiempo. Los niños son una población expuesta al 
F no solo por consumo de aguas fluoradas sino también por ingestión de 
pastas dentífricas [2]. Cuando el F se consume crónicamente en concen-
traciones más elevadas que las permitidas por la Organización Mundial 
de la Salud [3], puede producirse fluorosis, una enfermedad que afecta 
a millones de personas en diversos países del mundo [4]. Existe poca 
información acerca de los efectos del F sobre cartílago de crecimiento y 
sus consecuencias. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos del F sobre la 
cinética de los condrocitos en el cartílago de crecimiento y sobre el hueso 
subcondral de ratas en crecimiento por técnicas histológicas e inmunohis-
toquímicas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS:

Para estudiar el efecto de diferentes dosis de F sobre el cartílago y el 
hueso, se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley de 21 días de edad a 
las cuales se les administraron diferentes dosis de fluoruro de sodio (NaF). 
Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas internacionales 
de cuidado y uso de animales de laboratorio [5,6]. 

Las ratas fueron divididas en 4 grupos (n=6 c/u) y se les suministró dife-
rentes dosis de fluoruro de sodio (NaF) por sonda orogástrica en forma de 
una dosis diaria única durante 30 días. Los 4 grupos experimentales fueron: 
NaF0: ratas controles que recibieron agua, NaF20: ratas que recibieron 20 
µmolF/100 g de peso corporal (pc), NaF40:40 µmolF/100 g pc y NaF80: 80 
µmolF/100 g pc. Al cabo de los 30 días, se sometió a los animales a eutanasia 
[7] y se les extrajo la tibia derecha a las cual se le midió su longitud con un 
calibre digital.

Las tibias se fijaron en formol-buffer al 10% durante 72 hs, se descal-
cificaron con EDTA al 10% durante 35 días a 4°C y fueron embebidas en 
parafina obteniéndose finalmente el taco para realizar los cortes histológi-
cos. Se realizaron cortes longitudinales de 5 µm de espesor y se tiñeron con 
hematoxilina-eosina. Sobre estos cortes se realizó el análisis histopatológico 
y se obtuvieron imágenes digitales sobre las cuales se realizaron las medidas 
histomorfométricas de cartílago y hueso. Las mediciones se llevaron a cabo 
a ciego por el mismo operador con el software Image J 1.40 (NIH, Maryland, 
USA).

Histomorfometría del cartilago: Se midió el espesor total del cartílago de 
crecimiento (GPC.Th) y de las zonas de reserva (RZ.Th), proliferativa (PZ.Th) 
e hipertrófica (HtZ.Th) y se calculó el % ocupado por cada zona respecto del 
espesor total (%RZ, %PZ y %HtZ respectivamente) [8]. 

Histomorfometría del hueso: 1) En hueso trabecular primario se midió 
en un área de 1.2 mm2 y a una distancia de hasta 1mm distal al borde infe-
rior del disco epifisiario. 2) En hueso trabecular secundario: se midió en un 
área de 2 mm2 y a una distancia de 1mm distal desde el borde inferior del 
disco epifisiario. En dichas áreas, se determinaron los siguientes paráme-
tros histomorfométricos estáticos: volumen de tejido total (TV), volumen 
óseo trabecular (BV), superficie ósea trabecular (BS). Con estos valores, se 
calcularon el porcentaje de volumen de hueso trabecular (%BV/TV), espe-
sor trabecular (Tb.Th), número de trabéculas (Tb.N) y separación de las 
trabéculas (Tb.Sp) [9].
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Determinación de la APOPTOSIS: se realizó el marcaje in situ del ADN 
fragmentado o técnica TUNEL en cortes de tibia de 5 µm de espesor. Esta 
se llevó a cabo utilizando el kit APOPTAG de Millipore. Se realizó la cuanti-
ficación de los núcleos apoptóticos dentro de las mismas áreas de cartílago 
de crecimiento y de hueso primario y secundario delimitadas en la histomor-
fometría. Se tomaron fotografías a 600x de manera de contar sobre ellas los 
núcleos apoptóticos. La cantidad de núcleos cuantificados fueron normaliza-
dos a la unidad de área.

Determinación inmunohistoquímica de proliferacion celular: se llevó a 
cabo por detección del antígeno ki-67 se utilizó un anticuerpo monoclonal 
de ratón anti-ki-67 de rata, clon MIB-5 (Dako Cytomation, Denmark) [10]. La 
determinación se realizó en en cortes de tibia de 5 µm de espesor. Se realizó 
la cuantificación de los núcleos proliferativos en el cartílago de crecimiento 
sobre fotografías a 600x. La cantidad de núcleos cuantificados fueron norma-
lizados a la unidad de área.

Análisis estadístico: el análisis de datos se realizó utilizando diferentes 
paquetes estadísticos del programa R 2.14 [11]. Los resultados se expresaron 
como media ± error estándar. Se realizó análisis de la variancia a un criterio 
para datos independientes (ANOVA), las medias se compararon con el post 
test LSD y las diferencias se consideraron significativas si p<0.05. Al menos 
una letra igual entre grupos implica que no existe diferencia significativa.

RESULTADOS:

Al finalizar el tratamiento, la longitud de las tibias de los animales tra-
tados no se diferenció de la de los controles sin F (NaF0: 34.03±0.53a mm, 
NaF20: 33.83±0.55a, NaF40: 33.73±0.23a, NaF80: 32.81±0.88a, p>0.05).

Medidas histomorfometricas de cartilago: 
No existieron diferencias en el espesor total del cartílago de crecimiento 

(GPC.Th) entre los grupos tratados con F y los animales controles. Sin embar-
go, un análisis detallado mostró un incremento significativo en el % ocupado 
por la zona proliferativa (%PZ) con la dosis NaF40 (NaF0: 44.05±1.25a %, 
NaF20: 45.74±1.05ab, NaF40: 48.60±1.72b, NaF80: 46.67±0.75ab, p<0.05) 
con una disminución recíproca en el %ZR aunque no significativa (NaF0: 16.14 
±2.23a %, NaF20: 15.38±2.37a, NaF40: 12.96±0.70a, NaF80: 11.54±1.85a, 
p>0.05) y sin cambios en el % de HtZ. 
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Medidas histomorfométricas de hueso subcondral: 
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en nin-

guno de los cuatro parámetros estudiados en el hueso trabecular primario. 
En el hueso trabecular secundario, en cambio, se observó una disminu-
ción del % BV/TV con el aumento de la dosis haciéndose significativo para 
NaF80 (NaF0:22.08±1.36a %, NaF20:21.16±1.42ab, NaF40:18,17±0.89bc, 
NaF80:15.75±1.59c, p<0.05). Esta disminución ocurrió a expensas de una 
disminución concomitante del espesor trabecular (Tb.Th) 

Apoptosis: en las condiciones de trabajo, ninguna de las zonas del cartí-
lago de crecimiento se marcaron con TUNEL. Se observaron pocos núcleos 
apoptóticos en la zona de de interfase cartílago- formación hueso aumen-
tando la marcación en el hueso primario, pero no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos experimentales. El análisis a nivel del hueso 
secundario reveló que hubo un aumento progresivo en la cantidad de núcleos 
apoptóticos a medida que se aumentó la dosis de F siendo significativo para 
la dosis de NaF80 (NaF0:6.72±1.33a núcleos/mm2, NaF20:8.36±3.17ab, 
NaF40:10.01±2.07ab, NaF80:14.70±2.72b, p<0.05). 

Proliferacion: se observó un incremento significativo de la prolife-
ración en el grupo tratado con NaF80 respecto al grupo control (NaF0: 
91.76±0.35ab núcleos/mm2, NaF20: 52.59±21.58a, NaF40: 42.71±10.12a, 
NaF80: 135.98±4.38b, p<0.05). La mayor cantidad de núcleos positivos se 
encontraron en la zona de reserva, observándose algunos núcleos en la zona 
proliferativa y en la hipertrófica. 

Análisis histopatológico: 
La observación histopatológica de los grupos tratados comparados con 

los controles mostró: 1) hiperplasia de la capa proliferativa del cartílago de 
crecimiento sin observarse cambios en la capa hipertrófica, 2) hemorragia de 
leve a moderada y algunas imágenes de apoptosis en la interfase con el hue-
so subcondral y 3) en el hueso esponjoso se observó presencia de trabéculas 
inmaduras con retención de matriz cartilaginosa, focos inflamatorios peritra-
beculares y dilatación sinusoidal de leve a moderada. Estas observaciones 
fueron similares para todas las dosis de NaF utilizadas. 
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DISCUSIÓN

El efecto del fluoruro en la salud presenta resultados contradictorios ya 
que es utilizado como tratamiento efectivo en la prevención de las caries, pero, 
en zonas donde las concentraciones de F en agua superan el límite recomen-
dado por la Organización Mundial de la Salud (1.5 ppm), se han observado 
alteraciones como fluorosis dental y en casos extremos deformaciones óseas. 
[4]. Los efectos del F sobre el crecimiento permanecen poco claros y los niños 
son una población expuesta al F no solo por el consumo de agua sino por 
la alta ingesta de pastas dentífricas [12,13]. En este trabajo se estudiaron los 
efectos del F sobre el cartílago de crecimiento y hueso subcondral de ratas en 
crecimiento. No existieron diferencia en el espesor total del cartílago de creci-
miento en los animales tratados respecto a los controles, observamos que el % 
ocupado por la zona de reserva disminuyó y el % ocupado por la zona prolife-
rativa se incrementó, siendo significativa para la dosis de NaF40. Esto podría 
explicarse como una salida acelerada de condrocitos desde la zona de reposo 
(stem cells que reingresan al ciclo celular) lo cual llevó al incremento observa-
do en la zona de proliferación y evidenciaría una alteración en el proceso de 
osisficación endocondral. Coincidentemente, la observación histopatológica 
de los grupos tratados comparados con los controles mostró hiperplasia de la 
capa proliferativa del cartílago de crecimiento sin diferencia entre las dosis y sin 
observarse cambios en la capa hipertrófica. 

La homeostasis de los tejidos resulta de un balance entre la proliferación 
y la muerte celular [14]. Este balance puede cambiar de acuerdo a diferentes 
estímulos fisiológicos o a la acción de factores exógenos. La marcación de 
núcleos con Ki-67 fue más evidente en la zona de reserva (mayor cantidad 
de núcleos positivos respecto a las otras zonas del cartílago). El grupo NaF80 
presentó un incremento significativo de la proliferación. Los condrocitos de la 
zona de reserva podrían ser estimulados a proliferar secretando matriz extra-
celular generando una maduración acelerada de condrocitos. Esto podría 
explicar en parte los hallazgos observados en la histomorfometría. A pesar 
de estos hallazgos, no se encontraron diferencias en la longitud del hueso. 
Esto podría deberse a que se considera que las modificaciones en la veloci-
dad el crecimiento en largo del hueso son determinadas principalmente por 
cambios en la forma y volumen en la hipertrofia de los condrocitos. En este 
trabajo no encontramos alteraciones a nivel de la capa hipertrófica.

Además, investigamos la apoptosis del cartílago la cual sólo se hizo 
evidente con algunas células TUNEL positivas en la zona de interfase 
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cartílago-hueso sin observarse marcación en otras zonas del cartílago de 
crecimiento. No se observaron diferencias significativas entre los grupos 
estudiados. 

¿Qué consecuencias podría tener este incremento de la proliferación sin 
cambios en la apoptosis, a nivel del cartílago de crecimiento, en el proceso 
de osificación endocondral y hueso neoformado? Al análisis histopatológi-
co del hueso esponjoso, los animales tratados con F mostraron signos de 
inflamación y dilatación sinusoidal y presencia de trabéculas inmaduras con 
remanentes de matriz cartilaginosa. El estudio histomorfométrico en hueso 
esponjoso primario no mostró diferencias significativas en el volumen óseo. 
Tampoco se observaron diferencias en el número de nucleos apoptóticos. 
Sin embargo, el hueso secundario mostró una disminución volumen óseo en 
los animales tratados con dosis NaF80 a expensas de una disminución en el 
espesor trabecular y coincidiendo con un incremento en el nivel de apoptosis 
en esta zona del hueso.

En conjunto, Los resultados obtenidos sugieren que el F administrado 
crónicamente en una dosis diaria no produjo modificaciones en el crecimien-
to lineal del hueso. Sin embargo, el F alteraría el proceso de osificación endo-
condral aumentando la proliferación de condrocitos, produciendo un retraso 
en la madurez del hueso esponjoso neoformado, provocando daño inflama-
torio, edema e incremento de la apoptosis de células óseas y de esta manera 
produciendo un hueso de características alteradas. 
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ABSTRACT

The toxicity of fluoride (F) is a health problem that affects millions of 
people worldwide. Children are a population at risk because of the ingestion 
of large amounts of F with toothpastes. F effects on growth are poorly under-
stood. The objective of this work was to study the effects of F on the kinetics of 
chondrocytes in the growth plate (GP) and subchondral bone of growing rats. 
Twenty one days-old Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups (n=6/
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group): NaF20, NaF40, NaF80 which received orally 20, 40 or 80 μmolF/100 
g bw daily for 30 days and NaF0 that received water. After treatment, right 
tibias were removed and its length was measured. Histopathologic and his-
tomorphometric parameters were evaluated in the GP and in the cancellous 
bone. TUNEL technique was carried out for the determination of apoptosis 
and detection of ki-67 antigen, for study of cell proliferation. Results: the 
length of the tibia of treated animals did not differ from that of the controls. 
A significant increase was observed in the % occupied by proliferative zone 
at NaF40 but the GP thickness did not change . The NaF80 group showed a 
significant increase in proliferation of cartilague cells. In the secondary bone, 
a significant decrease in bone volume and an increase in the number of apop-
totic nuclei was observed with NaF80. The histopathological observation in F 
groups showed hyperplasia of proliferative layer in GP and some images of 
apoptosis at the interface cartilague-bone. In bone, immature trabeculae and 
signs of inflammation and sinusoidal dilatation were observed. These results 
suggest that the F chronically administered in a daily dose did not result in 
changes in the linear growth of bone but altered the process of endochondral 
ossification increasing chondrocytes proliferation and showing inflammatory 
damage, edema and increased apoptosis of bone cells leading to a bone with 
altered characteristics.
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CROSSTALK ENTRE PLAQUETAS Y NEUTRÓFILOS EN LAS 
TRAMPAS DE ADN EXTRACELULARES

Julia Etulain, Mirta Schattner
Laboratorio de Trombosis Experimental, Instituto de Medicina

Experimental (MEX)-CONICET, Academia Nacional de Medicina.

RESUMEN

Si bien las plaquetas juegan un rol clave en la hemostasia y la trom-
bosis, estas células también participan activamente en la inflamación. Este 
fenómeno no sólo está vinculado a la liberación de los gránulos plaquetarios 
intracelulares, sino también a la expresión de receptores que promueven la 
activación del sistema inmune en respuesta a la interacción con molécu-
las expresadas por los patógenos. Estos receptores incluyen los Toll Like 
Receptors (TLR), cuyo miembro más estudiado en el linaje megacariocítico/
plaquetario es el TLR4 que reconoce al lipopolisacárido (LPS) de las bacte-
rias Gram-negativas. lnteresantemente, recientemente se ha demostrado un 
novedoso fenómeno inmunológico mediado por plaquetas en presencia de 
LPS. A través del mismo las plaquetas promueven la formación de trampas 
extracelulares de ADN (NETs), un mecanismo por el cual los neutrófilos atra-
pan microorganismos extracelularmente. Se ha postulado que esta nove-
dosa interacción entre plaquetas y neutrófilos podría contribuir a la fisiopa-
togénesis de enfermedades trombóticas, inflamatorias y/o infecciosas. Una 
condición común presente en estas patologías e indispensable para la forma-
ción de NETs es la existencia de un microambiente inflamatorio caracteriza-
do por la acidosis y la hipertermia. De esta manera, determinar la regulación 
de la formación de NETs inducida por plaquetas en un contexto inflamatorio, 
como también el efecto de drogas antiinflamatorias en dicho fenómeno, sería 
de alto impacto para comprender los mecanismos subyacentes que regulan 
el desarrollo y disolución de estas estructuras que componen el foco inflama-
torio. Por esta razón, nos propusimos estudiar los mecanismos involucrados 
en la generación de NETs mediada por plaquetas estimuladas por LPS.

Mediante estudios de microscopía de fluorescencia se demostró que las 
plaquetas potencian la formación de NETs mediada por LPS. Estos ensayos 
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fueron corroborados a través de la cuantificación de ADN libre por fluoro-
metría (LPS=0,6±0,1***; Plaquetas=0,20±0,05; LPS+Piaquetas=0,95±0,1O# 
¡..¡g/ml de ADN, n=6, *P<0.05,

***P<0.001 vs sin LPS, #P<0.05 vs LPS sin plaquetas). La formación 
de NETs mediada por plaquetas y LPS fue significativamente inhibida luego 
del bloqueo de las vías de señalización ERK, PI3K y Src quinasas. Por su 
naturaleza inflamatoria, la formación de NETs mediada por plaquetas y LPS 
fue inhibida por la droga antiinflamatoria aspirina y modulada por caracterís-
ticas del microambiente inflamatorio. En este sentido, mientras la NETosis 
fue inhibida por la acidosis (pH 7.0=0,5±0,1#; pH 6.5=0,30±0,03#) el efecto 
opuesto fue obtenido en hipertermia (40°C=1,5±0,1#; 42°C=1,6±0,3# l-Jg/ml 
de ADN, n=5, #p<0,05 vs 37°C y pH 7.4). Más aún, bajo ambas condicio-
nes inflamatorias, los efectos opuestos fueron compensados alcanzando los 
valores basales observados en condiciones fisiológicas (37°C, pH 7.4). En 
conclusión, estos resultados indican que la formación de NETs mediada por 
plaquetas y LPS es un proceso inflamatorio orquestado por múltiples meca-
nismos moleculares, reafirmando el novedoso rol de las plaquetas como pri-
mordiales moduladoras de la respuesta inflamatoria, y postulando a la inhibi-
ción de la activación plaquetaria como posible blanco terapéutico para evitar 
la NETosis exacerbada.

ABSTRACT

In addition to being key elements in hemostasis and thrombosis, platelets 
also modulate inflammation through the interaction with lipopolysaccharide 
(LPS), a wall component of Gram-negative bacteria. Through this process 
platelets promete the formation of neutrophil extracellular DNA traps (NETs), 
a mechanism by which neutrophils kili microorganisms extracellularly. This 
novel interaction between platelets and neutrophils could contribute to the 
pathophysiology of thrombotic, inflammatory and/or infectious diseases. A 
common condition present in these pathologies and indispensable for the 
formation of NETs, is the existence of an inflammatory microenvironment 
characterized by acidosis and hyperthermia. Thus, determining the regula-
tion of the formation of NETs platelets induced in an inflammatory context, 
as well as the effect of anti-inflammatory drugs in this phenomenon, would 
be crucial to understand the underlying mechanisms regulating the develop-
ment and dissolution of these structures up the inflammatory focus. Thus, 



136	 Anales 2013-2015

we studied the mechanisms involved in the generation of NETs mediated 
by platelets and LPS. Microscopy studies and quantification of free DNA by 
fluorometry showed that NETosis induced by LPS was potentiated by plate-
lets (LPS=0.6±0.1***; Platelets=0.20±0.05; LPS+Piatelets=0.95±0.1O# l-Jg/
ml DNA, n=6, *P<0.05, ***P<0.001 vs. without LPS, #P<0.05 vs LPS without 
platelets). NETs formation induced by platelet and LPS was damped after 
blocking of ERK, PI3K, and Src kinases, as well as by the anti-inflamma-
tory drug aspirin. Moreover, while the NETosis was inhibited by acidosis 
(pH 7.0=0.5±0.1#; pH 6.5=0.30±0.03#) the opposite effect was obtained in 
hyperthermia (40°C= 1.5±0.1#, 42°C=1.6±0.3# g/ml) both opposite effects 
were simultaneously compensated. In conclusion, our results support a role 
of stimulated-platelets in promoting NETosis, reveal that stress conditions of 
the inflammatory milieu contribute to limit NET formation and highlight platelet 
inhibition as a potential target for controlling NETosis.
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ROL DE LA HIPOXIA EN LA APOPTOSIS DEL TROFOBLASTO: 
PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE. 

Dra Mariana Farina
Laboratorio de Fisiopatología Placentaria.

Centro de estudios Farmacológicos y Botánicos (CEFYBO-UBA – CONICET)

INTRODUCCIÓN:

La apoptosis es un proceso fisiológico de muerte celular por el cual se 
eliminan las células sin generar una respuesta inflamatoria (Kerr 1972). Este 
proceso aumenta progresivamente con el avance de la gestación, jugando un 
papel importante en la homeostasis celular y la remodelación tisular placen-
taria, ya que participa en la diferenciación, sincialización y degeneración del 
sincitiotrofoblasto (Huppertz B 1999). 

Un incremento de la apoptosis ha sido observado en trofoblasto de pla-
centas obtenidas de embarazos complicados con restricción del crecimiento 
fetal (Smith 1997), parto prematuro, ruptura prematura de membrana (Tanir 
2005), o preeclampsia (Mendilcioglu 2011). 

La PE es un trastorno grave de la gestación que se caracteriza por la 
aparición de proteinuria e hipertensión después de la semana 20 de gesta-
ción. En esta patología, la reducción del flujo arterial útero-placentario pro-
voca episodios de perfusión irregular, generando hipoxia intermitente y reoxi-
genación que conducen a una disfunción de la placenta. Las causas exactas 
del aumento de la apoptosis en la preeclampsia (PE) aún son desconocidas, 
aunque se sugiere que los cambios en la oxigenación podría ser uno de los 
factores responsables. 

El factor inducible por hipoxia tipo 1 (HIF-1) pertenece a una familia de fac-
tores de transcripción que median la respuesta a cambios en los niveles de oxí-
geno intracelular. HIF-1α se expresa en cito y sincitiotrofoblasto y su expresión 
en la placenta disminuye en respuesta a la creciente concentración de oxíge-
no. En patologías de la gestación como la PE se ha observado un incremento 
notable en la expresión placentaria de HIF-1α (Rajakumar 2001, Makris 2007).

En los últimos años ha adquirido gran importancia el estudio de los lípi-
dos como moléculas de señalización en diversos aspectos reproductivos. Los 
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endocannabinoides (ECs) son mediadores lipídicos que ejercen su acción a 
través de la unión a los receptores cannabinoides CB1 y CB2.

La anandamida (AEA), uno de los principales ECs, se sintetiza a demanda 
principalmente por acción de una fosfolipasa D específica (NAPE-PLD) a partir 
de precursores fosfolipídicos y su acción finaliza cuando es catabolizada por 
una hidrolasa de amida de ácidos grasos (FAAH) (Bisogno 2002, Bracey 2002). 
Los ECs junto con sus receptores específicos y las enzimas involucradas en su 
síntesis y degradación constituyen el sistema endocannabinoide (SEC).

La hipoxia incrementa la apoptosis en células de trofoblasto obtenidas de 
placentas a término (Park 2011). Además, se ha demostrado que la activación 
del receptor CB1 promueve la apoptosis de células deciduales humanas y 
que altas concentraciones de AEA inhiben el crecimiento de células de trofo-
blasto de primer trimestre (Habayeb 2008b).

En base a estos antecedentes, nuestro objetivo fue investigar el rol del 
SEC en la inducción de apoptosis mediada por HIF-1 en placenta humana.

Metodología
Se utilizaron explantos de vellosidades coriónicas (n=12) provenientes 

de placentas de término (38-40 semanas de gestación), obtenidas de muje-
res con embarazos sin complicaciones luego de cesáreas electivas.

Cultivo de explantos: El material biológico fue cuidadosamente lavado 
con PBS estéril y cortado en pequeños fragmentos (peso aproximado: 30 
mg). Los explantos fueron incubados en medio RPMI suplementado con 10% 
de suero fetal bovino, antibiótico-antimicótico y gentamicina (50 ug/ul) en 
estufa de cultivo a 37°C durante 20 h con:

-	 Medio solo (control).
-	 Cloruro de Cobalto (CoCl2) (100 μM y 250 μM), un agente que esta-

biliza HIF-1α generando hipoxia química. 
-	 CoCl2 + AM251 (0,1 μM), un antagonista del receptor CB1. 
-	 Met-AEA (10 μM, 1 μM, 0,1 μM, 0,01 μM) un análogo no hidrolizable 

de AEA.

Para demostrar la efectividad de este tratamiento, se evaluó la expresión 
de HIF-1α por Western Blot luego de que los explantos fueron incubados con 
100 μM y 250 μM de CoCl2 por 20h. Se pudo observar que la incubación con 
CoCl2 aumenta significativamente la expresión de dicha proteína con ambas 
concentraciones analizadas.
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Adicionalmente, evaluamos la viabilidad de los explantos sometidos a 
los diferentes tratamientos realizando ensayos de MTT. Observamos que 
la incubación con Met-AEA (10uM) ó CoCl2 (250uM) provocaba una dismi-
nución significativa de la viabilidad. Detectamos que la co-incubación con 
CoCl2 + AM251, un antagonista del receptor CB1, bloqueaba la disminución 
de la viabilidad generada por HIF-1, sugiriendo que los endocannabinoides 
participan en dicho efecto.

Figura 1: A-Expresión de HIF-1α en explantos incubados con 100 μM y 250 μM de 
CoCl2. Se muestra un gel representativo y el gráfico correspondiente a los promedios 
de las densidades ópticas (n=8). Los resultados se expresan como la media ± SEM. * 
p< 0.5 ** p< 0.01. B y C- Viabilidad de explantos incubados con CoCl2, CoCl2+AM251 
ó Meta-AEA (n=7). Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad respecto 
del control (media ± SEM) * p< 0.5.

Una vez determinado que el cloruro de cobalto estabilizaba los niveles 
de HIF-1 e inducía una disminución de la viabilidad y que este efecto era 
bloqueado al incubar previamente los explantos con AM251 (antagonista del 
receptor CB1), nos planteamos investigar el efecto de HIF-1 sobre los princi-
pales componentes del sistema endocannabinoide.

Analizamos el efecto del CoCl2 en la expresión del ARNm de NAPE-
PLD y FAAH, enzimas involucradas en la síntesis y degradación de los 
ECs. 

Mediante la técnica de PCR se observó que el tratamiento con CoCl2 
(y la consecuente estabilización de HIF-1α) no alteran los niveles del ARNm 
de NAPE-PLD en ninguna de las concentraciones utilizadas. Sin embargo, 
se detectó una disminución significativa en los niveles del ARNm de FAAH 
cuando los explantos fueron incubados con 250 μM de CoCl2.
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Figura 2: Niveles del ARNm de NAPE-PLD y FAAH en explantos incubados con 100 μM 
y 250 μM de CoCl2. Se muestra un gel representativo y el gráfico correspondiente a los 
promedios de las densidades ópticas relativas para un total de n=8 muestras analizadas 
en todos los casos. Los resultados se expresan como la media ± SEM.** p< 0.01.

Mediante la técnica de Western Blot se pudo observar que el tratamien-
to con 250 μM CoCl2 produjo una disminución en los niveles proteicos de 
FAAH, una de las principales reguladoras de los niveles de los ECs 

Figura 3: Expresión de FAAH en explantos 
tratados con distintas concentraciones de 
CoCl2. Se muestra un gel representativo y el 
gráfico correspondiente a los promedios de 
las densidades ópticas relativas para un total 
de n=7. Los resultados se expresan como la 
media ± SEM. * p< 0.5.
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Para determinar si la disminución en los niveles de FAAH era produci-
da por acción de HIF-1, incubamos explantos placentarios con AF y ZnCl2, 
compuestos que actúan como inhibidores de este factor ya que impiden la 
transcripción y traducción de dicha proteína. En ambos casos observamos 
que el efecto inhibitorio sobre los niveles de FAAH generados por el cloru-
ro de cobalto fueron bloqueados al co-incubar con los inhibidores de HIF-1, 
sugiriendo que la estabilización de este factor de transcripción disminuye el 
RNAm de FAAH.'

Figura 4: Niveles de ARNm de FAAH en 
explantos tratados con CoCl2 y con AF ó 
ZnCl2, inhibidores de HIF-1. Se muestra 
un gel representativo y el gráfico corres-
pondiente a los promedios de las densi-
dades ópticas relativas para un total de 
n=5. Los resultados se expresan como 
la media ± SEM. * p< 0.5

Los endocannabinoides ejercen su acción a través de la unión a los 
receptores de cannabinoides (CBs). Por ello investigamos la expresión de 
CB1 y CB2 en placenta a término y analizamos su posible modulación por 
HIF-1α. 

Encontramos que el receptor CB1 se expresa en la placenta (muestra 1 
y 2) y detectamos inmunomarcación positiva en membrana apical del sinci-
tiotrofoblasto, sin embargo CB2 no fue detectado. Esto fue corroborado por 
ensayos de inmunohistoquímica donde no detectamos marca en el trofoblas-
to y solo observamos escasa tinción en las células sanguíneas.



142	 Anales 2013-2015

Figura 5: Expresión proteica e inmunolocalización de CB1 y CB2 en placenta humana.

Figura 6: Expresión de CB1 en explan-
tos tratados con CoCl2 y con CoCl2 + 
AM251. Se muestra un gel representa-
tivo y el gráfico correspondiente a los 
promedios de las densidades ópticas 
relativas para un total de n=5. Los 
resultados se expresan como la media 
± SEM. * p< 0.5.

Para determinar si la citotoxicidad detectada previamente estaba rela-
cionada con una inducción de la apoptosis, explantos placentarios fueron 
incubados solos o en presencia de Met-AEA (10uM) ó CoCl2 (250uM) y se 
contabilizaron las células TUNEL positivo en las vellosidades coriónicas. Se 
pudo observar que la incubación con ambos compuestos provocó un incre-
mento en la cantidad de los núcleos TUNEL positivo con respecto a las vello-
sidades control.
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Figura 7: Detección de células apototicas mediante la técnica de TUNEL. -(A) Explantos 
placentarios fueron tratados con Met-AEA y con CoCl2. Las células TUNEL positivas 
están teñidas de rojo. Los núcleos fueron teñidos con DAPI y se observan de color azul. 
Auemtno 40x -(B) Se muestra el gráfico correspondiente a los porcentajes de células 
apoptóticas en cada caso. Los resultados se expresan como la media ± SEM. **p < 0.01 
vs control, ***p<0.001.

En base a este resultado, se evaluaron diversos parámetros apoptóticos. 
Mediante Western Blot, se determinó la expresión de proteínas involucradas 
en la inducción de apoptosis como Bax, Bcl-2, caspasa-3 clivada. Los resul-
tados obtenidos indican que la incubación con CoCl2 indujo un aumento en 
la relación Bax-Bcl-2 y en la expresión de caspasa-3 clivada, forma activa de 
la caspasa-3. La co-incubación de los explantos con CoCl2 + AM251, el anta-
gonista del receptor CB1, revirtió el aumento en los parámetros apoptóticos 
previamente analizados.

Figura 8: Explantos placentarios fueron incubados con 250 
μM de CoCl2 solo o co.incubados con AM251, antagonis-
ta del receptor CB1. Posteriormente se analizaron distintos 
parámetros apoptóticos como la relación Bax/Bcl-2 (A), la 
expresión de la caspasa-3 clivada (B). Se muestra un gel 
representativo para cada proteína analizada y el gráfico 
correspondiente a los promedios de las densidades ópti-
cas relativas para un total de n=6 muestras analizadas en 
todos los casos. Los resultados se expresan como la media 
± SEM. * p<0.5 ** p< 0.1
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Con los resultados obtenidos en la presente investigación podemos 
concluir que la estabilización de HIF-1α, mediante la incubación con CoCl2, 
disminuye la expresión de FAAH, enzima crucial en la regulación del tono 
de los ECs. Este resultado sugiere un incremento en los niveles de dichos 
mediadores lipídicos en situaciones de hipoxia, donde los niveles de HIF-1 se 
encuentran exacerbados.

Adicionalmente, pudimos demostrar que HIF-1α indujo una disminución 
en la viabilidad de los explantos y provocó un incremento de numerosos pará-
metros apoptóticos. 

La participación de los ECs queda demostrada en el hecho de que, al 
realizar el bloqueo farmacológico del receptor CB1, se revierten los efectos 
generados por la incubación con CoCl2.

ABSTRACT

During pregnancy, apoptosis is a physiological event critical in the remod-
eling and aging of the placenta. Increasing evidence has pointed towards the 
relevance of endocannabinoids (ECs) and hypoxia as modulators of tropho-
blast cell death. However, the relation between these factors is still unknown. 
In this report, we evaluated the participation of ECs in placental apoptosis 
induced by cobalt chloride (CoCl2), a hypoxia mimicking agent that stabilizes 
the expression of hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1a).

We found that HIF-1a stabilization not modified NAPE-PLD and CBs 
expression but decreased FAAH mRNA and protein levels, suggesting an 
increase in ECs tone. Additionally, CoCl2 incubation and Met-AEA treatment 
reduced cell viability and increased TUNEL-positive staining in syncytiotro-
phoblast layer. 

Western blot analysis demonstrated Bax and caspase 3 protein expres-
sion increased in CoCl2 treatment. All these changes in apoptotic parameters 
were reversed with AM251, a CB1 antagonist. 

These results demonstrate that HIF-1a may induce apoptosis in human 
placenta via intrinsic pathway by a mechanism that involves activation of CB1 
receptor suggesting a role of the ECs in this process.
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RESUMEN

El síndrome urémico hemolítico (SUH) es una complicación de las infec-
ciones con cepas enterohemorrágicas de Escherichia coli productoras de 
toxina Shiga (Stx) (EHEC). En Argentina el SUH constituye una enfermedad 
endémica. Durante la etapa aguda de la infección gastrointestinal, la inte-
racción entre las células presentadoras de antígeno locales y EHEC lleva a 
la activación de linfocitos T CD4+ con la liberación local de citoquinas pro-
inflamatorias que contribuyen a una respuesta inmune adaptativa efectiva 
pero también a una inflamación posiblemente deletérea. Nuestra hipótesis 
es que la interacción entre el tejido linfoide asociado a tracto gastrointestinal 
(GALT) y las cepas EHEC durante el estadio agudo de la infección determina-
ría la evolución de la enfermedad y el desarrollo de SUH. En consecuencia, 
el objetivo de este trabajo fue investigar la participación de los eosinófilos y 
células dendríticas (DCs) en la respuesta immune local tanto como el perfil de 
citoquinas inducido localmente en un modelo murino de SUH por administra-
ción intragástrica de una cepa EHEC (125/99). Para ello, extrajimos los nódu-
los linfáticos meséntericos (MLN) a las 10 hs post-inoculación bacteriana y 
evaluamos las distintas subpoblaciones de DCs (CD11b+, CD8α+, CD11b-/
CD8α-) por citometría de flujo, y la proliferación celular y producción de cito-
quinas (IL10, IL17, IL6, IL4) ex vivo mediante las técnicas de MTT y ELISA 
respectivamente. Para entender el rol de la Stx en la patogénesis, un grupo 
de ratones fue inoculado con la cepa isogénica deletada en el gen stx (ΔStx). 

Observamos un porcentaje significativamente aumentado de DCs 
CD11b+ provenientes de los MLN de ratones inoculados con la cepa 125/99 
y ΔStx comparado con el control. Simultáneamente, hubo un número sig-
nificativamente aumentado de linfocitos pre-activados junto con niveles de 
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secreción de IL10, IL17 e IL6 aumentados en los ratones inoculados con 
ambas cepas bacterianas cuando fueron cultivados ex vivo en presencia de 
anti-CD3/CD28. 

A pesar de que ambas cepas bacterianas indujeron niveles similares de 
activación de las poblaciones inmunes locales y un perfil similar de secreción 
de citoquinas, la cepa ΔStx determinó niveles aumentados de secreción de 
citoquinas. Esos resultados podrían implicar que la producción de Stx limita-
ría la inflamación local y que esto podría beneficiar la persistencia de EHEC 
en el intestino del huésped, en consecuencia favoreciendo la evolución a 
SUH. 

ABSTRACT

Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is a life-threatening complication 
of infections with Shiga toxin (Stx)-producing enterohemorrhagic Escheri-
chia coli (EHEC). In Argentina HUS constitutes an endemic disease. During 
the acute stage of gastrointestinal infection, the interaction between local 
antigen-presenting cells and EHEC strains leads to the activation of muco-
sal CD4+ T lymphocytes with the consecutive release of pro-inflammatory 
cytokines that contributes to an effective adaptive immune response but also 
to a possibly deleterious inflammation. Our hypothesis is that the interaction 
between the gut associated lymphoid tissue (GALT) and EHEC strains during 
the acute stage of infection would determine the outcome of the disease and 
the onset of HUS. Therefore, the aim of this work was to assess the invol-
vement of eosinophils (Eos) and dendritic cells (DCs) in the local immune 
response as well as the cytokine profile induced in a mouse model of HUS 
by an intragastrically administered EHEC strain(125/99). To do this we remo-
ved mesenteric lymph nodes (MLN) at 10 h after infection and we evaluated 
DC subsets (CD11b+, CD8α+, CD11b-/CD8α-) by flow cytometry, and ex vivo 
proliferation and cytokine production (IL10, IL17, IL6, IL4) by MTT assay and 
ELISA respectively. In order to understand the pathogenic role of Stx, we also 
administered the isogenic strain deleted on stx (ΔStx) in a group of mice. We 
observed a significantly increased percentage of CD11b+ DCs in MLN from 
125/99- and ΔStx-inoculated animals compared to control. Simultaneously, 
there was a significantly increased number of pre-activated lymphocytes 
as well as increased levels of IL10, IL17 and IL6 secretion in both bacterial-
inoculated mice when stimulated with anti-CD3/CD28 ex vivo. Although both 
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bacterial strains induced a similar local immune activation and cytokine pro-
file, the levels in cytokine release was higher ΔStx-inoculated mice. These 
results could implicate that Stx production would limit local inflammation and 
this would benefit EHEC persistence in the host intestine, thus favoring HUS 
outcome. 
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SÍNTESIS INFORME FINAL

Introducción
La expresión de BCR-ABL1 altera numerosas vías de señalización que 

aumentan la supervivencia y alteran el ciclo celular, lo cual puede promover 
la generación de alteraciones cromosómicas adicionales y la aparición de 
mutaciones (Faderl 1999; Sattler 2001). Numerosas publicaciones han podi-
do demostrar en ensayos in vitro empleando líneas celulares desafiadas con 
concentraciones crecientes de ITKs, que la resistencia puede originarse por 
otros mecanismos independientes del reordenamiento BCR-ABL1, ligados 
a la sobreexpresión de Src kinasas tales como LYN (Lck/Yes related novel 
protein tyrosine kinase), FYN (src/yes-related novel gene) y HCK (hemopoie-
tic cell kinase) (Donato 2003; Dai 2004; Grosso 2009). El gen LYN se ubica 
en el cromosoma 8q13 y codifica una tirosina kinasa muy similar a la tirosina 
kinasa del ratón p561ck. La tirosina kinasa LYN está vinculada al control de 
crecimiento e implicadas en caminos de señalización “aguas abajo” respecto 
del BCR-ABL1, se expresa en células de LMC y es activada por BCR-ABL1 
(Saglio 2010; Wei 2010). Resultados de estudios con genes knock out confir-
man el rol de LYN en la transformación y leucemogénesis mediada por BCR-
ABL1 kinasa (Danhauser-Riedl 1996; Roginskaya 1999). Si bien BCR-ABL1 
controla la activación de LYN en células extraídas de pacientes con LMC (Hu 
2004), la activación de estas kinasa puede ser controlada por otros mecanis-
mos. Por ejemplo, se ha observado que LYN está sobreexpresada en líneas 
celulares resistentes a imatinib y su activación no depende de BCR-ABL1 
(Lionberger 2000; Wilson 2002). Se observó que la inhibición de proteínas 
de la familia de src-kinasas, inducen arresto de crecimiento y apoptosis en 
células BCR-ABL1 (Meyn 2006). La expresión desregulada de LYN puede 
interferir en la inhibición de los ITKs en uno o más miembros del complejo 
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camino de señalización de BCR-ABL1, incluyendo CRKL, STAT5 y MAPK 
(Warmuth 1997; Meyn 2006). 

En muchos cánceres humanos, como se mencionó anteriormente, la 
progresión tumoral está caracterizada por la adquisición de alteraciones 
genéticas adicionales y por inactivación de genes supresores de tumores. 
Phosphatase and tensin homolog (PTEN) está usualmente delecionado o 
inactivado en muchos tipos de tumores (Li 1997; Carpten 2007; Peng 2010). 
El gen PTEN, se localiza en el cromosoma 10q23 y pertenece a la familia 
de genes PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) y su función principal es des-
fosforilar el sustrato PIP3 (fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato). PIP3 activa las 
kinasas PKB/AKT las cuáles regulan proliferación, migración y angiogenesis. 
Cuando el gen supresor PTEN presenta subexpresión o mutaciones en su 
dominio fosfatasa la desactivación de PIP3 no se produce, por lo tanto la acti-
vación de PKB/AKT es constante determinando descontrol del ciclo celular. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras analizadas
Se realizó la extracción de ARN de las muestras de Sangre Periférica 

(SP) de controles (Individuos sanos) y pacientes con LMC (en ambos casos 
con el debido consentimiento informado). Además se realizó la extracción de 
ARN de la línea celular K562, con el fin de realizar la curva de calibración de 
los genes LYN, PTEN y β-actina. Para evaluar la expresión de LYN, PTEN y 
β-actina en respuesta a los diferentes ITKs (imatinib, nilotinib y dasatinib) y 
ausencia de BCR-ABL1, se utilizó ARN extraído de la línea HL-60 desafiada 
a diferentes tiempos con los distintos ITKs. 

En primera instancia se procedió a evaluar la expresión de LYN y PTEN 
en donantes sanos y pacientes con respuesta óptima a la terapia con ima-
tinib, nilotinib y dasatinib. Debido a que dasatinib es un inhibidor dual, tiene 
actividad sobre BCR-ABL1 y la kinasa LYN, mientras que imatinib y nilotinib 
no actúan sobre esta src kinasa. Por este motivo se agrupó para el análisis 
a los pacientes en tratamiento con dasatinib y aquellos tratados con imatinib 
y nilotinib.

Población seleccionada 
Con la finalidad de investigar los mecanismos de resistencia no vinculad-

os a la adquisición de mutaciones en el dominio kinasa del ABL1, se estudió 
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la expresión de los genes LYN y PTEN en pacientes con buena respuesta y 
aquellos resistentes a los ITKs. Además, como control se analizaron 40 indi-
viduos sanos (IDS). El análisis de los genes LYN y PTEN se realizó en 148 
pacientes: 97 con LMC resistentes a ITKs y 51 en FC y respuesta molecular 
≥ 3 log de reducción. La población se dividió teniendo en cuenta la fase de la 
enfermedad, tratamiento recibido y estado mutacional. Los pacientes cata-
logados como respondedores óptimos (RO) fueron aquellos en fase crónica 
con valores de BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0,1%.

Pacientes en diferentes fases de la enfermedad y respuesta al tratamien-
to con ITK.

Distribución de la población analizada.

Pacientes resistentes

RO FC FA y CB Mutados Total

Imatinib 35 29 9 3 76

Nilotinib 5 8 3 8 24

Dasatinib 11 17 10 10 48

Total 51 54 22 21 148

RO: Respondedores óptimos, FC: Fase Crónica, FA: Fase Acelerada, CB: Crisis Blástica.

Expresión de LYN y PTEN mediante PCR en tiempo real 
La cuantificación relativa de los transcriptos de LYN y PTEN se realizó 

por PCR en tiempo real utilizando un intercalante de ADN doble cadena (Eva 
Green, a la longitud de onda de 530 nm). Los productos de amplificación 
obtenidos se analizaron mediante un programa de “melting” realizado al tér-
mino de cada ciclado, el cual permite evidenciar eventuales productos ine-
specíficos que pudieran alterar la calidad de la estimación cuantitativa. Como 
gen control se utilizó β-actina. El termociclador utilizado fue el Rotor-Gene 
Q6000 de QIAGEN. Las curvas de calibración se realizaron con diluciones 
seriadas de la línea K-562 en las cuales se evaluaron los genes en estudio. 

Análisis estadístico
Las diferencias de expresión de LYN y PTEN fueron analizadas utilizan-

do el test estadístico one-way analysis of variance (ANOVA) y una prueba de 
t test no pareada para comparar las diferencias entre los grupos. El análisis 
fue desarrollado usando GraphPad Prism5.0.



Fundación Alberto J. Roemmers	 151

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis de los genes LYN y PTEN 

Expresión de LYN y PTEN en una línea celular sin el reordenamiento 
BCR-ABL1 (HL-60)

Con el fin de observar el comportamiento en relación a la expresión de 
los genes LYN y PTEN en células tratadas con ITKs en ausencia del reorde-
namiento BCR-ABL1, se procedió a desafiar la línea HL-60 con imatinib, nilo-
tinib y dasatinib durante 24, 48 y 72 hs., realizando la medición de los genes 
para cada tiempo de exposición. No se observaron diferencias estadística-
mente significativas en la expresión de estos genes durante la exposición de 
la línea celular HL-60 con ITKs.

Expresión de LYN en donantes sanos y pacientes con buena 
respuesta al tratamiento 

No se observó diferencias significativas en la expresión del gen LYN 
entre los donantes sanos y los pacientes tratados con imatinib y nilotinib 
(p= 0,2486). Sin embargo existe diferencia estadísticamente significativa 
en el grupo de pacientes tratados con dasatinib (RO-D), en los cuales se 
observó sub-expresión de LYN debido al tratamiento con este inhibidor dual 
(p=0,0048). El hecho de que los IDS y el grupo de pacientes respondedores 
óptimos tratados con imatinib o nilotinib (OR-IN) no muestren diferencias sig-
nificativas; sugieren que los pacientes con buena respuesta a la terapia con 
ITK, presentan valores de expresión comparables a los IDS.

IDS: Individuos sanos. RO-IN: res-
pondedores óptimos bajo tratamiento 
con imatinib o nilotinib. RO-D: respon-
dedores óptimos bajo tratamiento con 
dasatinib. 



152	 Anales 2013-2015

Expresión de PTEN en donantes sanos y pacientes con buena 
respuesta al tratamiento 

Al igual que con el gen LYN, no se observó diferencias significativas 
en la expresión de PTEN entre los donantes sanos y los pacientes tratados 
con imatinib y nilotinib con respuesta óptima (p= 0,6389). Si bien no existe 
diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo de pacientes 
tratados con dasatinib (RO-D), se observó una tendencia estadística en la 
expresión del gen, es decir, que PTEN se encontraría ligeramente sub-ex-
presado (p=0,0664). El incremento o disminución en la expresión de TPEN, 
estaría influenciado por los niveles de phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) y 
estos a su vez estarían relacionados con el aumento en la actividad de las src 
kinasas como LYN, por lo cual, en condiciones normales ante variaciones de 
LYN y PI3K, PTEN también sufriría variaciones en su expresión. 

IDS: Individuos sanos. RO-IN: res-
pondedores óptimos bajo tratamiento 
con imatinib o nilotinib. RO-D: respon-
dedores óptimos bajo tratamiento con 
dasatinib.

Expresión de LYN en pacientes resistentes a ITK

La expresión del gen LYN fue comparada entre los diferentes grupos de 
tratamiento en función de evaluar su rol en la progresión de la enfermedad y 
resistencia al tratamiento. El análisis ANOVA, mostró diferencias significati-
vas entre los grupos analizados (p=0,0153). Los valores de expresión de LYN 
en los diferentes grupos de tratamiento mostraron un incremento significativo 
solo en los pacientes que se encontraban tratados con imatinib o nilotinib en 
FA o CB.



Fundación Alberto J. Roemmers	 153

Expresión del gen LYN en los pacientes con LMC tratados con ITKs.

Grupos LYN (X ± ES) p valor

IDS (n=40) 3.176 ± 0.2624

RO-IN (n=40) 2.693 ± 0.3225 0,2486

FC-IN (n=37) 4.231 ± 0.5721 0,0898

FA/CB-IN (n=12) 5,075 ± 1,027 0,0120*

Mut-IN (n= 11) 2.722 ± 1.300 0,5833

RO-D (n=11) 1.606 ± 0.3305 0,0048a

FC-D (n=17) 3.177 ± 0.6519 0,9991

FA/CB-D (n=10) 1.947 ± 0.5856 0,0460a

Mut-D (n= 10) 1.914 ± 0.3077 0,0260 a

IDS: Individuos sanos, RO-IN: Respondedores óptimos tratados con imatinib o nilotinib, FC-IN: 
Fase crónica resistente tratados con imatinib o nilotinib, FA/CB-IN: Fase acelerada/Crisis blástica 
tratados con imatinib o nilotinib, Mut-IN: Pacientes portando mutaciones tratados con imatinib o 
nilotinib 
RO-D: Respondedores óptimos tratados con dasatinib, FC-D: Fase crónica resistente tratados 
con dasatinib, FA/CB-D: Fase acelerada/Crisis blástica tratados con dasatinib, Mut-D: Pacientes 
portando mutaciones tratados con dasatinib 
*Diferencias estadísticamente significativas con respecto al grupo control.
aDiferencias estadísticamente significativas, disminución de la expresión de LYN relacionadas al 
tratamiento con dasatinib.

Porcentaje de expresión del gen LYN. 

La expresión de LYN fue estadísticamente significativa (*) en el grupo FA/CB-IN vs grupo control. 
IDS: Individuos sanos 
RO-IN: Respondedores óptimos tratados con imatinib o nilotinib
RO-D Respondedores óptimos tratados con dasatinib
FC-IN: Pacientes resistentes en Fase crónica tratados con imatinib o nilotinib
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Expresión de PTEN en pacientes resistentes a ITK

La expresión de PTEN fue similar en todos los grupos de pacientes 
(p=0,0641) En un primer análisis la expresión de PTEN no sería responsable 
de la resistencia al tratamiento observada en estos pacientes.

Expresión del gen PTEN en los pacientes con LMC tratados con ITKs.

Grupos PTEN (X ± ES) p valor

IDS (controles) (n=40) 2.179 ± 0.1558

RO-IN (n=40) 2.071 ± 0.1674 0,6389

FC-IN (n=37) 2.750 ± 0.4640 0,2327

FA/FC-IN (n=12) 31.50 ± 29.23 0,0666

Mut-IN (n= 11) 2.186 ± 0.8203 0,9883

RO-D (n=11) 1.545 ± 0.3049 0,0664

CP-D (n=17) 2.536 ± 0.4162 0,3269

AP/BP-D (n=10) 2.144 ± 0.7613 0,9429

Mut-D (n= 10) 1.781 ± 0.4859 0,3233

IDS: Individuos sanos, RO-IN: Respondedores óptimos tratados con imatinib o nilotinib, FC-IN: 
Fase crónica resistente tratados con imatinib o nilotinib, FA/CB-IN: Fase acelerada/Crisis blástica 
tratados con imatinib o nilotinib, Mut-IN: Pacientes que portan mutaciones tratados con imatinib 
o nilotinib
RO-D: Respondedores óptimos tratados con dasatinib, FC-D: Fase crónica resistente tratados 
con dasatinib, FA/CB-D: Fase acelerada/ Crisis blástica tratados con dasatinib, Mut-D: Pacientes 
que portan mutaciones tratados con dasatinib 

Porcentaje de expresión del gen PTEN. 
La expresión de PTEN fue constante en los diferentes grupos analizados. 
IDS: Individuos sanos 
RO-IN: Respondedores óptimos tratados con imatinib o nilotinib
RO-D Respondedores óptimos tratados con dasatinib
FC-IN: Pacientes resistentes en Fase crónica tratados con imatinib o nilotinib
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Se ha propuesto que los niveles de BCR-ABL1 regulan negativamente a 
PTEN (Panuzzo 2014). Dada la importancia de PTEN en el funcionamiento 
normal y el desarrollo de enfermedad, la regulación y el nivel de PTEN activo 
en una célula es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis ade-
cuada. Muchos de los mecanismos de regulación de PTEN implican modifi-
caciones postraduccionales e interacciones proteína-proteína. Sin embargo, 
nuevas evidencias muestran que PTEN está presente en diferentes compar-
timentos celulares y extracelulares lo cual sugiere que pueden existir nuevos 
modos de regulación que aún no han sido identificados. La comprensión de 
las múltiples formas en las que se regula la actividad de PTEN sigue siendo 
un punto crítico para estudios futuros, dado que a través estos mecanismos 
sería posible llegar a entender cómo modular la actividad de PTEN para el 
beneficio terapéutico (Hopkins 2014).
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ABSTRACT

Tyrosine kinase inhibitors (TKIs), imatinib, nilotinib and dasatinib, are 
the current treatment of chronic myeloid leukemia (CML). The main cause of 
resistance is BCR-ABL1 point mutations; however other mechanisms could 
be involved in resistance to TKI therapy. LYN is a src kinase protein that regu-
lates survival and responsiveness of tumor cells by a BCR-ABL1 independent 
mechanism. PTEN tumor suppressor gene is downregulated by BCR-ABL1 
in CML stem cells and its deletion is associated with acceleration of disease. 
We evaluated the expression of LYN and PTEN genes in 40 healthy donors 
(HD) and in 148 CML patients. Resistant patients treated with dasatinib, a src 
kinase inhibitor, presented a similar ratio to the observed in HD. Similar LYN 
expression results were obtained of optimal responders patients indicated 
that P210BCR-ABL1 is efficiently blocked. Finally, when we analyzed the gene 
expression values of LYN, an increase was observed only in advanced stages 
of the disease.

Low levels of PTEN expression may generate resistance in CML patients, 
however, in this work, variations of PTEN expression were not observed. 

PTEN is present in different cellular and extracellular compartments, 
which suggests that there may be new modes of regulation that have not 
been identified. The understanding of the multiple ways in which regulates the 
activity of PTEN, is still a critical point for future studies, since through these 
mechanisms would be possible to understand how modular the PTEN activity 
for the therapeutic benefit.
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In conclusion, the analysis of LYN expression would be a study of rel-
evance in resistant patients without mutations and treated with imatinib or 
nilotinib, in which the lack of response could be reversed using a dual inhibi-
tor. With respect to PTEN, because of their ubiquity, requires new studies and 
greater care in interpretation of results.
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LA TOLERANCIA INMUNE CONJUNTIVAL Y LA ACTIVACIÓN 
EPITELIAL DE NF-ΚB COMO POTENCIALES BLANCOS 

TERAPÉUTICOS EN EL OJO SECO EVAPORATIVO

Dr. Jeremías Galletti y Dra. Mirta Giordano
Instituto de Medicina Experimental, Academia Nacional de Medicina/CONICET

INFORME FINAL

En la primera parte del período de subsidio hemos puesto a punto el 
modelo murino de ojo seco evaporativo, inyectando a los ratones Balb/c de 8 
semanas de edad diariamente durante 5 días con solución salina o metilbro-
muro de escopolamina 0,5 mg por vía intraperitoneal. Realizamos 3 inyeccio-
nes diarias a las 9 hs, 13 hs y 17 hs, exponiendo a los ratones a una corriente 
de aire forzado por un ventilador desde las 9 hs a las 21 hs (12 hs diarias), y 
evaluamos la producción lagrimal mediante el humedecimiento de tiras de 
papel indicador de 1 mm de ancho colocadas en el canto lateral durante 1 
minuto. Como se ve en la figura 1, se registró una disminución significativa de 
la producción lagrimal al primer día, y llamativamente ésta se mantuvo redu-
cida en los 5 días posteriores al cese de la administración de escopolamina, 
sugiriendo que hay un estado de ojo seco residual al tratamiento.

Figura 1 – Producción lagrimal en ratones tratados con escopolamina durante 5 días 
y expuestos al mismo tiempo a una corriente de aire controlado. 
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También evaluamos por microscopía confocal el efecto de la hiperosm
olaridad1,2,3inflammation, and symptoms of ocular irritation. The purpose of 
this study was to provide indirect evidence of short-term hyperosmolar con-
ditions during tear instability and to test whether the corneal epithelium res-
ponds to transient hyperosmolar stress.\n\nMETHODS: Five subjects kept 
one eye open as long as possible, and overall discomfort and sensations 
associated with tear break-up were scaled. Later, the same subjects used 
the same scales to report discomfort sensations after instillation of NaCl and 
sucrose hyperosmolar drops (300-1000 mOsM/kg (consecuencia de la eva-
poración excesiva del film lagrimal en el ojo seco) sobre una línea epitelial, 
buscando modelar el estado del film lagrimal en el ojo seco evaporativo que 
afecta el epitelio de la superficie ocular (córnea y conjuntiva)3inflammation, 
and symptoms of ocular irritation. The purpose of this study was to pro-
vide indirect evidence of short-term hyperosmolar conditions during tear 
instability and to test whether the corneal epithelium responds to transient 
hyperosmolar stress.\n\nMETHODS: Five subjects kept one eye open as 
long as possible, and overall discomfort and sensations associated with 
tear break-up were scaled. Later, the same subjects used the same scales 
to report discomfort sensations after instillation of NaCl and sucrose hype-
rosmolar drops (300-1000 mOsM/kg. El objetivo aquí es evaluar el compor-
tamiento de NF-κB, un factor de transcripción con la capacidad de estimu-
lar genes proinflamatorios4. Para esto expusimos monocapas de células 
Pam212 a medio control (300 mOsm) o medio hiperosmolar (450 mOsm) 
durante una hora y luego procesamos para la técnica de microscopía habi-
tual: fijación con paraformaldehído, permeabilización con metanol, marca-
ción con anticuerpo control de isotipo o anti- NF-κB y luego con anticuerpo 
secundario conjugado con fluorocromo Alexa 488 e ioduro de propidio para 
tinción nuclear. Como se observa en la figura 2, en las células expuestas a 
hiperosmolaridad se registró traslocación de la proteína p65 al núcleo, una 
subunidad de NF-κB, que tiene función activa en forma de dímero. Estos 
resultados sugieren una activación de la vía NF-κB, apoyando fuertemente 
la hipótesis de trabajo y justifican seguir explorando este aspecto inmunoló-
gico del ojo seco evaporativo. (Figura 2)

Con estos resultados tenemos evidencia suficiente para afirmar que el 
modelo experimental funciona y, al menos preliminarmente, que apoyan un 
rol de la vía NF-κB en el ojo seco evaporativo. Nuestro próximo paso será 
evaluar el efecto de la inhibición de esta vía sobre la respuesta inmune secun-
daria a nivel conjuntival.
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Figura 2 – Activación de la vía NF-kB en células expuestas a hiperosmolaridad.

En el segundo período de subsidio hemos avanzado considerablemen-
te en el proyecto propuesto. El modelo murino de ojo seco evaporativo que 
había sido puesto a punto en el período anterior comenzó a rendir frutos y 
los datos hasta ahora acumulados apoyan la hipótesis inicial. Hemos eva-
luado la tolerancia conjuntival en ratones expuestos al estrés de desecación 
durante 5 días instilándolos en ambos ojos con ovoalbúmina (OVA) a 2 mg/
ml una vez por día. Teniendo en cuenta que la inflamación inducida por el 
estrés de desecación podría tomar un tiempo en producirse, comparamos 
grupos de tratamiento en los que se instila desde el primer día de estrés de 
desecación (ED + OVA1-5) o solamente en los días 4 y 5 (ED + OVA4-5). 
Luego se realizó una inyección subcutánea en el día 7, dos días después 
de haber terminado el estrés de desecación, de OVA 100 µg emulsionada 
con adyuvante de Freund completo, con el fin de evaluar sistémicamente 
el comportamiento inmune de la mucosa conjuntival, representado gráfica-
mente en la Figura 3. 
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Figura 3 – Representación gráfica del modelo utilizado para medir ojo seco. Se mues-
tran los ratones instilados con OVA desde el día 1 y los ratones instilados desde el día 
4, ambos dentro de la etapa de estrés desecativo. La inmunización se realizó el día 7. 
La respuesta sistémica se midió el día 14.

La tolerancia conjuntival se evaluó mediante un experimento basado en 
una respuesta de hipersensibilidad retardada que presentarán estos anima-
les a la exposición al antígeno (OVA), el cual se utiliza normalmente como 
método de análisis de tolerancia inmune a nivel sistémico. Para esto, inocu-
lamos 200 µg de antígeno solo en una de las almohadillas plantares de cada 
animal, y de solución salina en la otra como control, una semana después 
de la inmunización. Aquí se produjo una reacción inflamatoria local inusual 
mediada por células T específicas para OVA que migran desde los ganglios 
linfáticos submadibulares, principales drenantes de la mucosa conjuntival. A 
las 48 hs se midieron los espesores de cada pata y se comparó la induración 
específica inducida por la OVA. Como se puede ver en la Figura 4, la insti-
lación de OVA en ratones que no estuvieron expuestos al estrés desecativo 
(grupo inyectado con PBS) derivó en la inducción de tolerancia conjuntival 
hacia este antígeno, como era esperable para una superficie ocular en esta-
do basal, en donde participan principalmente células T reguladoras. El grupo 
de animales OVA1-5, a pesar de haber recibido estrés desecativo, generaron 
una respuesta de tolerancia conjuntival, similar al grupo control, lo que no 
coincidía con lo esperado. La justificación es que estos ratones comenzaron 
a recibir el antígeno desde el principio, momento en el cual el ojo seco no 
había comenzado a desarrollarse y las poblaciones de células T reguladoras 
aún estaban instaladas en la mucosa. Posteriormente, se decidió instilar OVA 
solamente los días 4 y 5 (OVA4-5) y se observó una tolerancia conjuntival 
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disminuida o abolida frente al antígeno, similar a la expresada por el control 
positivo. Este resultado concuerda con el desarrollo del ojo seco evaporativo 
y su consecuente daño de la superficie ocular.

Figura 4 – Tolerancia conjuntival bajo estrés de desecación medida mediante una 
respuesta de hipersensibilidad retardada in vivo.

Para evaluar un posible punto terapéutico que regule esta ruptura de la 
tolerancia conjuntival e impedir el daño celular posterior, nos centramos en 
la actividad de la vía NF-κB y en la posibilidad de que su inhibición dismi-
nuya los efectos inflamatorios del ojo seco. Este grupo de trabajo observó 
resultados muy similares en otro modelo murino de enfermedad de la super-
ficie ocular5,6T-cell responses and antigen-induced ocular inflammation were 
evaluated. Nuclear factor-\u03baB activation and associated inflammatory 
changes also were assessed in murine eyes and in an epithelial cell line 
after BAK exposure.\n\nRESULTS: Benzalkonium chloride promoted allergic 
inflammation and leukocyte infiltration of the conjunctiva. Topical NF-\u03baB 
inhibitors blocked the disruptive effect of BAK on conjunctival immunological 
tolerance and ameliorated subsequent ocular allergic reactions. In line with 
these findings, BAK induced NF-\u03baB activation and the secretion of IL-6 
and granulocyte-monocyte colony-stimulating factor in an epithelial cell line 
and in the conjunctiva of instilled mice. In addition, BAK favored major histo-
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compatibility complex (MHC. Siguiendo con el mismo modelo de inducción y 
el posterior análisis mediante el experimento de hipersensibilidad retardada, 
inoculamos sulfasalazina, un inhibidor de la vía NF-κB, en forma de colirios 
durante la exposición de los animales a estrés desecativo, que al mismo tiem-
po recibían las dosis de OVA. Medimos el espesor de la almohadilla de la 
pata de estos ratones luego de la reexposición a OVA y observamos que los 
valores del grupo Ojo Seco + SSZ disminuían significativamente con respec-
to al grupo de ratones controles positivos y del grupo Ojo Seco, representa-
dos en la Figura 5. Como señalamos anteriormente, la tolerancia conjuntival 
se encuentra disminuida en presencia del estrés desecativo, pero al inhibir 
NF-κB, el perfil inflamatorio que se desarrolla en la superficie ocular está 
limitado, evitando la pérdida de la tolerancia inmune.

Figura 5- Tolerancia conjuntival bajo estrés de desecación e instilación del inhibidor 
de NF-κB (SSZ) medida mediante una respuesta de hipersensibilidad retardada in 
vivo.

Como dijimos anteriormente, el estrés desecativo que se aplica en los 
animales para simular la enfermedad de ojo seco produce una disminución de 
la producción lagrimal característica de esta fisiopatología. Cuando los ratones 
regresan a las condiciones normales, la producción lagrimal comienza una 
curva de recuperación, aumentando la producción lagrimal hacia los niveles 
de ratones controles7. La regulación de la producción lagrimal podría funcionar 
como un importante punto de análisis clínico en el tratamiento de la enferme-
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dad de ojo seco. Ante esta situación, decidimos evaluar la recuperación de 
la producción lagrimal a partir del tratamiento con el inhibidor de NF-κB, con 
instilaciones de Sulfasalazina en forma de colirios durante la etapa de estrés 
desecativo. Evaluamos la producción lagrimal mediante el humedecimiento de 
tiras de papel indicadoras de pH de 1 mm de ancho colocadas en el canto 
lateral durante 1 minuto, técnica convencional tanto en investigación como en 
la práctica clínica. Se realizó una curva de producción lagrimal, considerando 
los 5 días de ojo seco y los días posteriores de finalizado el tratamiento, en 
donde los ratones se encontraban en condiciones normales. Como observa-
mos en las curvas de la Figura 6, los animales expuestos a ojo seco (Curva en 
rojo) presentan la disminución y recuperación típica de la producción lagrimal 
en la etapa de estrés desecativo y post estrés desecativo, respectivamente. 
En el grupo que recibió instilaciones del inhibidor de NF-κB (Curva azul) hubo 
una reducción muy similar de la producción lagrimal en relación a los que no 
recibieron, durante la exposición al estrés desecativo. Luego de finalizada la 
exposición al estrés, aumentó la producción lagrimal de estos ratones desde el 
tercer día posterior al estrés desecativo (día 9) y un emparejamiento de la curva 
en el día 12. Las curvas de producción lagrimal muestran que los valores en los 
ratones tratados con inhibidores de NF-κB alcanzan los valores normales más 
rápidamente que los del grupo que no recibió nada, casi la mitad de los días 
que se reportan en otros estudios. Esto podría entenderse como que la dismi-
nución de la inflamación basal en la superficie ocular ejercida por la inhibición 
de NF-κB ayudaría a mantener condiciones homeostáticas y evitar daños en 
los órganos lagrimales accesorios.

Figura 6- Curvas de producción lagrimal que muestran la recuperación que se produ-
ce como consecuencia del tratamiento con sulfasalazina y la representación gráfica 
de forma agrupada por etapas. 
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Gracias al subsidio recibido hemos podido iniciar una nueva línea de 
investigación sobre la patogénesis del ojo seco utilizando un modelo muri-
no. Nuestros resultados muestran que la tolerancia inmunológica conjuntival, 
un mecanismo protector básico de la homeostasis inmune de la superficie 
ocular, se pierde luego de varios días de estrés de desecación. Estos resul-
tados permitirían explicar la exacerbación de los fenómenos autoinmunes8,9 
asociados al ojo seco que ocurren en los pacientes que están expuestos 
a estrés de desecación habitualmente, como sería el caso de los usuarios 
de computadoras y lentes de contacto, o en pacientes que poseen predis-
posición genética u hormonal hacia la enfermedad10. Hemos visto también 
que un evento clave en esta disrupción inmunológica es la activación de la 
vía del factor nuclear κB en las células epiteliales de la superficie ocular, 
dado que la inhibición de este fenómeno impide el desbalance inmunológico. 
Un parámetro a tener en cuenta en el momento de realizar un análisis de la 
tolerancia conjuntival de la enfermedad es la disminución de la producción 
lagrimal y la pérdida de una mezcla bioquímicamente compleja de factores 
que son producidos por las glándulas lagrimales y por el epitelio de la con-
juntiva. Como perspectiva a futuro proponemos analizar la correlación entre 
la recuperación de la producción lagrimal que obtuvimos por la instilación de 
inhibidores de NF-κB y el restablecimiento de la tolerancia perdida durante 
la enfermedad. La recuperación de la producción lagrimal en menor tiempo 
podría considerarse como un efecto secundario de la inhibición de la inflama-
ción y de un proceso de mejoramiento fisiológico. En resumen, estos resul-
tados sugieren que la modulación de esta vía a nivel ocular podría tener un 
efecto beneficioso sobre la progresión del ojo seco.

SÍNTESIS 

En este proyecto nos enfocamos en el estado de la respuesta inmune de 
la mucosa ocular en condiciones basales y en el ojo seco, tanto al inicio del 
cuadro como cuando la enfermedad está ya establecida. Es sabido que el ojo 
seco es un trastorno de base inmunológica, siendo las células T infiltrantes 
de la córnea y de la conjuntiva fundamentales para producir los hallazgos 
clínicos. Sin embargo, es desconocida la razón por la que ocurre la activación 
de los linfocitos T y frente a qué antígenos lo están haciendo en la superficie 
ocular. Para posibilitar una aproximación experimental de la respuesta inmu-
ne antígeno-específica, nosotros modificamos el modelo convencional de ojo 
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seco en ratones inducido por estrés de desecación al incorporar la instilación 
de un antígeno conocido, la ovalbúmina (OVA), durante el desarrollo de la 
enfermedad. Esta particularidad nos permitió establecer que en condiciones 
basales, la superficie ocular condiciona la generación de células T regulato-
rias específicas para los antígenos que ingresan por este sitio anatómico, que 
a su vez reducen la inflamación al activar e inhibir a otras células presenta-
doras de antígeno y linfocitos T. Este mecanismo homeostático es comparti-
do con otras mucosas, y se denomina en forma general tolerancia mucosa. 
Curiosamente, la tolerancia mucosa conjuntival también tiene lugar durante 
al menos los primeros 3 días de estrés desecativo, sugiriendo que al menos 
la respuesta inmune adaptiva mucosa no se encuentra afectada en forma 
temprana en la enfermedad. Sin embargo, a partir del día 4 de desecación, la 
superficie ocular ya no induce la generación de células T regulatorias frente 
a los antígenos que ingresan, y en su lugar se producen células T efectoras, 
que son proinflamatorias. Estos resultados sugieren que el daño acumulativo 
de la superficie ocular producido por el estrés de desecación eventualmen-
te supera un umbral y cambia completamente el tipo de respuesta inmune 
adaptiva, estableciéndose así un círculo vicioso que potencia el daño corneal 
y conjuntival. En línea con lo que se sabe sobre mucosa intestinal y bronquial, 
este fenómeno de ruptura de la tolerancia mucosa en la superficie ocular 
también es dependiente de la activación de la vía intracelular NF-κB en el 
epitelio ocular, lo que abre una vía para su modulación farmacológica. Que-
da por establecerse cuáles son los antígenos involucrados en la respuesta 
adaptativa ocular en condiciones naturales, y es probable que la interacción 
entre la microbiota y el sistema inmune tenga un rol muy importante en la 
patogénesis del ojo seco.

ABSTRACT 

In this project we focused our efforts on the ocular mucosa’s immune 
response in the basal state and in dry eye, both at the onset of the disease 
and once it has fully developed. It has already been established that dry eye 
is always of an immune nature, and that T cells that infiltrate the cornea and 
the conjunctiva are responsible for the clinical findings. However, it remains to 
be determined why and in response to which antigens does the activation of T 
cells take place at the ocular surface. To allow for an experimental approach 
to the antigen-specific immune response, we modified the conventional dry 
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eye model induced by desiccating stress in mice by instilling a known antigen, 
ovalbumin (OVA), during disease development. We thus established that in 
the basal state, the ocular surface drives the generation of regulatory T cells 
specific for the antigens that enter the body through the conjunctiva, which in 
turn reduce inflammation. This homeostatic response is also found in other 
mucosal sites, and is termed mucosal tolerance. Remarkably, mucosal tole-
rance also took place during the first 3 days of desiccating stress, suggesting 
that the mucosal adaptive immune response was not affected early in the 
disease course. However, from day 4 onwards, the ocular surface induced 
instead proinflammmatory T cells. These results suggest that desiccating-
stress-induced damage eventually surpasses a threshold and completely 
modifies the type of adaptive immune response, thus starting a vicious cycle. 
Of note, ocular mucosal tolerance disruption is dependent on the activation of 
the epithelial NF-κB pathway, which paves the way for a therapeutic interven-
tion. It remains to be determined which antigens are involved under normal 
conditions, and it is likely that the close interaction between the microbiota 
and the immune system play a key role in the pathophysiology of dry eye.
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EFECTOS DE LOS ESTEROIDES NEUROACTIVOS EN UN 
MODELO ANIMAL DE ESCLEROSIS MULTIPLE 

Laura Inés Garay.
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La Esclerosis Múltiple (EM) es la enfermedad más común del Sistema 
Nervioso Central que causa discapacidad en adultos caucásicos jóvenes. 
Es una enfermedad neurodegenerativa y desmielinizante que afecta a 2.5 
millones de personas en el mundo. La forma más común se presenta con 
recaídas y remisiones, pero también se puede presentar como primaria pro-
gresiva, secundaria progresiva o benigna. Clásicamente, es considerada una 
enfermedad desmielinizante de la sustancia blanca, que consiste en infiltrado 
de células T y macrófagos, pérdida de proteínas de mielina y transección 
axonal. Sin embargo, imágenes de resonancia magnética y estudios post-
mortem han revelado atrofia en la sustancia gris cortical y subcortical profun-
da. [1, 2].Tal es así, que entre el 50-60% de los pacientes presenta déficits 
cognitivos y en la fase crónica de la enfermedad, momento de mayor carga 
lesional, el deterioro neurológico se hace más evidente [3, 4] Así, procesos 
relacionados con memoria y aprendizaje están frecuentemente alterados. A 
pesar de que las principales drogas inmunomoduladoras utilizadas actual-
mente disminuyen la frecuencia de las recaídas y disminuyen las lesiones en 
la Resonancia Magnética Nuclear, la eficacia en prevenir la degeneración y 
el impacto en la progresión de la enfermedad aún es incierto.

Los esteroides neuroactivos y neuroesteroides ejercen efectos pleiotró-
picos en el sistema nervioso que se extienden más allá de las clásicas fun-
ciones reproductivas [5-7]. Así, las hormonas regulan funciones cerebrales 
como sobrevida y diferenciación, mielinización, neurogenesis y plasticidad 
luego de una injuria. Por ello, se han empleado a nivel experimental y clínico 
en casos de epilepsia, injuria traumática cerebral, neurodegeneración y des-
mielinización del sistema nervioso central [8-10]

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente mencionados, el obje-
tivo general de este trabajo se dirigió a estudiar los efectos promielinzantes y 
neuroprotectores de progesterona y un derivado sintético de progesterona, la 
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Nestorona. En trabajos previos describimos que el tratamiento con Proges-
terona fue capaz de atenuar la patología clínica de animales con encefalitis 
autoinmune experimental (EAE), modelo animal de Esclerosis Múltiple. Así 
se demostró en la médula espinal menor pérdida de proteínas de mielina por 
inmunohistoquímica, menor grado de infiltración celular, así como también 
describimos una mejoría en la patología axonal de animales tratados con Pro-
gesterona [11, 12]. Por otro lado, el tratamiento esteroideo aumentó la expre-
sión de factores de transcripción involucrados en la mielinización (Nkx2.2 y 
Olig1) y bloqueó la expresión de moléculas proinflamatorias (CD11b, TLR4, 
iNOS y TNFalfa) [13]. La Nestorona, es un 19-nor progestágeno, posee 70% 
más de afinidad por el receptor de Progesterona que el ligando natural y no 
posee actividad estrogénica, androgénica ni glucocorticoidea. Actualmente, 
en EEUU se emplea como contraceptivo en forma de anillo vaginal.

Nuestra investigación reveló que el tratamiento con Nestorona a anima-
les con EAE (EAE+NES) al comienzo de la enfermedad (grado 1), fue capaz 
de atenuar la sintomatología clínica y que esta acción protectora se mantuvo 
a lo largo del tiempo. Así, los animales EAE con Nestorona permanecieron en 
grado clínico alrededor de 1 mientras que los tratados con vehículo llegaron 
en promedio a grado 2. Es decir, la severidad de los síntomas neurológicos 
fue más alta en este último grupo. Además, se analizó la performance motora 
mediante ensayos en el rotarod (rodillos giratorios). A lo largo de seis evalua-
ciones, se observó que los animales controles corrieron al menos por 250 
segundos sin caerse, mientras que los EAE tratados con vehículo mostraron 
una peor performance, manteniéndose en el rodillo sólo 150 segundos antes 
de caerse (post-hoc test: EAE+VEH vs. control:p < 0.001). Sin embargo, den-
tro del grupo EAE, el grupo tratado con Nestorona se mantuvo en movimiento 
por períodos mayores, especialmente después de la quinta y sexta evalua-
ción.(post-hoc test: EAE+VEH vs EAE+NES: p < 0.05). 

El siguiente paso fue analizar desde el punto de vista histológico, si el 
tratamiento con el esteroide sintético fue capaz de atenuar o revertir algunos 
de los parámetros afectados en el cerebro de animales con EAE, como por 
ejemplo la astrocitosis, microgliosis y neurogenesis y proliferación celular. La 
neurogenesis es un proceso que involucra diversos pasos comenzando con la 
proliferación de progenitores (Ki67+). Se encontró una diferencia en el núme-
ro de progenitores Ki67+ entre los grupos control, EAE y EAE+NES. El test 
post-hoc mostró que el número de células Ki67+ en el giro dentado incrementó 
1.36 veces en el EAE comparado con el control a pesar de que no fue esta-
dísticamente significativo. Sin embargo, los animales tratados con Nestorona 
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mostraron un aumento de 2.1 veces vs. Control. Más aún, el tratamiento con 
Nestorona, aumentó más el número de células Ki67 positivas comparado 
con el EAE sin tratamiento. Estos resultados indican que la Nestorona produjo 
una respuesta neurogénica positiva en los ratones con EAE.

Luego se analizó las acciones de Nestorona en un paso siguiente de la 
neurogenesis utilizando el marcador de neuronas inmaduras doble cortina 
(DCX). El análisis cuantitativo mostró que los EAE que recibieron vehículo, 
mostraron un aumento del número de células DCX+ vs. control, mientras que 
el tratamiento con Nestorona aumentó aún más este número. Respecto de la 
glía, se analizó si existían cambios en el número y morfología de la microglía 
(mediante el marcador iba1) en las diferentes aéreas (stratum oriens y stra-
tum radiatum) del hipocampo. El análisis de la microscopía fluorescencia y 
análisis cuantitativo mostró un aumento del número de células Iba1+ de 2.18 
veces en los EAE comparado con control. Por el contrario, Nestorona atenuó 
esta microgliosis en un 30% comparado con el EAE sin tratamiento este-
roideo. Además, se observaron cambios en la morfología. Las células iba1 
presentes en el hipocampo de animales EAE se caracterizaron por un alto 
grado de ramificación, y con procesos más gruesos, mientras que las células 
pertenecientes al grupo EAE tratado con Nestorona, mostraron menor núme-
ro de ramificaciones, más finas y un soma mas redondeado.

Es conocido que la estimulación GABAérgica muestra una regulación 
positiva en la neurogenesis del giro dentado [14]. Por lo tanto se investigó si 
Nestorona modula este parámetro en la EAE. Los resultados muestran que el 
número de neuronas GABA+ que colocalizaron con el marcador neuronal Neu 
N, aumentó significativamente en el el grupo EAE+NES vs EAE. La astrocitosis 
es una característica típica de la EAE. Los astrocitos constituyen una fuente 
de factores proinflamatorios que contribuyen a la discapacidad de los anima-
les. En contraste con los hallazgos previos en la fase aguda de la EAE, no se 
encontró aumentado el número de astrocitos en el hipocampo (st. radiatum y st 
oriens, hilio del giro dentado) en los animales con EAE crónica; sugiriendo que 
los astrocitos no serían los principales contribuyentes de las alteraciones halla-
das al menos en esta etapa de la enfermedad. Por otro lado, la inmunomarca-
ción para la proteína básica de la mielina (MBP) tampoco se modificó en los 
animales EAE vs controles, sugiriendo que a los 60 días post inducción (fase 
crónica) ya ha ocurrido el fenómeno de remielinización en estos animales. 

En conclusión, nuestra investigación reveló acciones beneficiosas de la 
Nestorona en el EAE crónico. Sin embargo, teniendo en cuenta que la 
incidencia y neuropatología del EAE posee diferencias según el género 



Fundación Alberto J. Roemmers	 173

[15, 16], estos resultados están circunscriptos a ratones hembras con EAE. 
Sería interesante estudiar a futuo si los parámetros estudiados (dosis, dura-
ción del tratamiento y resultados) se comportan de la misma manera en 
machos como en hembras. Por lo tanto, en ratones EAE hembras, la Nestoro-
na disminuyó el grado clínico e incrementó la performance motora. Además, 
aumentó la proliferación celular y el número de neuroblastos en el giro den-
tado del hipocampo, aumentó el número de interneuronas GABA positivas 
y disminuyó el número de células macrofágicas/microgliales iba1+, eventos 
posiblemente ligados al incremento de la neurogenesis. Por lo tanto, la Nes-
torona protegío frente a las anormalidades hipocampales a la vez que mejoró 
el desarrollo funcional en la EAE crónica sugiriendo un potencial valor para 
enfermedades autoinmunes crónicas.

BIBLIOGRAFÍA

1.	 D. Papadopoulos, D. Pham-Dinh, R. Reynolds, Axon loss is responsible 
for chronic neurological deficit following inflammatory demyelination in 
the rat, Exp Neurol. 197 (2006) 373-385

2.	 N. L. Sicotte, K. C. Kern, B. S. Giesser, A. Arshanapalli, A. Schultz, M. 
Montag, et al., Regional hippocampal atrophy in multiple sclerosis, Brain. 
131 (2008) 1134-1141.awn030 [pii] 10.1093/brain/awn030

3.	 R. H. Benedict, R. Zivadinov, Predicting neuropsychological abnor-
malities in multiple sclerosis, J Neurol Sci. 245 (2006) 67-72.S0022-
510X(06)00105-5 [pii]10.1016/j.jns.2005.05.020

4.	 N. D. Chiaravalloti, J. DeLuca, Cognitive impairment in multiple sclerosis, 
Lancet Neurol. 7 (2008) 1139-1151.S1474-4422(08)70259-X [pii]10.1016/
S1474-4422(08)70259-X

5.	 J. Dang, B. Mitkari, M. Kipp, C. Beyer, Gonadal steroids prevent cell 
damage and stimulate behavioral recovery after transient middle cere-
bral artery occlusion in male and female rats, Brain Behav Immun. 25 
(2011) 715-726.S0889-1591(11)00018-3 [pii] 10.1016/j.bbi.2011.01.013

6.	 R. L. Roof, E. D. Hall, Gender differences in acute CNS trauma and 
stroke: neuroprotective effects of estrogen and progesterone, J Neuro-
trauma. 17 (2000) 367-388

7.	 D. G. Stein, Progesterone exerts neuroprotective effects after brain injury, 
Brain Res Rev. 57 (2008) 386-397.S0165-0173(07)00112-9 [pii]10.1016/j.
brainresrev.2007.06.012



174	 Anales 2013-2015

8.	 A. J. Thomas, R. P. Nockels, H. Q. Pan, C. I. Shaffrey, M. Chopp, Proges-
terone is neuroprotective after acute experimental spinal cord trauma in 
rats, Spine (Phila Pa 1976). 24 (1999) 2134-2138

9.	 D. W. Wright, A. L. Kellermann, V. S. Hertzberg, P. L. Clark, M. Frankel, 
F. C. Goldstein, et al., ProTECT: a randomized clinical trial of progeste-
rone for acute traumatic brain injury, Ann Emerg Med. 49 (2007) 391-
402, 402 e391-392.S0196-0644(06)01931-7 [pii] 10.1016/j.annemerg-
med.2006.07.932

10.	 M. C. Gonzalez Deniselle, L. Garay, S. Gonzalez, F. Saravia, F. Labom-
barda, R. Guennoun, et al., Progesterone modulates brain-derived neu-
rotrophic factor and choline acetyltransferase in degenerating Wobbler 
motoneurons, Exp Neurol. 203 (2007) 406-414.S0014-4886(06)00526-7 
[pii]10.1016/j.expneurol.2006.08.019

11.	 L. Garay, M. C. Gonzalez Deniselle, A. Lima, P. Roig, A. F. De Nicola, 
Effects of progesterone in the spinal cord of a mouse model of multi-
ple sclerosis, J Steroid Biochem Mol Biol. 107 (2007) 228-237.10.1016/j.
jsbmb.2007.03.040

12.	 L. Garay, M. C. Deniselle, M. Meyer, J. J. Costa, A. Lima, P. Roig, et al., 
Protective effects of progesterone administration on axonal pathology in 
mice with experimental autoimmune encephalomyelitis, Brain Res. 1283 
(2009) 177-185.10.1016/j.brainres.2009.04.057

13.	 L. I. Garay, M. C. Gonzalez Deniselle, M. E. Brocca, A. Lima, P. Roig, 
A. F. De Nicola, rogesterone down-regulates spinal cord inflamma-
tory mediators and increases myelination in experimental autoimmune 
encephalomyelitis, Neuroscience. 226 (2012) 40-50.10.1016/j.neuros-
cience.2012.09.032

14.	 S. Ge, D. A. Pradhan, G. L. Ming, H. Song, GABA sets the tempo for 
activity-dependent adult neurogenesis, Trends Neurosci. 30 (2007) 1-8.
S0166-2236(06)00263-3 [pii] 10.1016/j.tins.2006.11.001

15.	 R. R. Voskuhl, H. Pitchekian-Halabi, A. MacKenzie-Graham, H. F. McFar-
land, C. S. Raine, Gender differences in autoimmune demyelination in 
the mouse: implications for multiple sclerosis, Ann Neurol. 39 (1996) 724-
733.10.1002/ana.410390608

16.	 A. Massella, G. D’Intino, M. Fernandez, S. Sivilia, L. Lorenzini, S. Giatti, et 
al., Gender effect on neurodegeneration and myelin markers in an animal 
model for multiple sclerosis, BMC Neurosci. 13 (2012) 12.10.1186/1471-
2202-13-12



Fundación Alberto J. Roemmers	 175

ABSTRACT

Previous studies showed that Progesterone plays a protective role in the 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model of multiple scle-
rosis (MS). Besides spinal cord neuropathology, MS patients present hippo-
campal abnormalities and cognitive decline associated to altered neurogen-
esis. Here we studied the therapeutic effects of the progestin Nestorone in 
the brain of mice with chronic EAE. Nestorone shows 70% more affinity for 
the classic progesterone receptor than the natural hormone, shows null estro-
genic, androgenic or glucocorticoid activity. A group of animals received daily 
sc injections of Nestorone 0.4 mg/kg (EAE+NES) or vehicle only (EAE+VEH) 
from the first day of clinical manifestations and continued for ten days. Treat-
ment was then suspended and mice were euthanized on day 60 post induction 
of EAE (chronic phase). The following parameters were studied at the hippo-
campal level: a- proliferating Ki67+ cells, b- the number of neuroblast dou-
blecortin (DCX)+, c- GABAergic interneurons, d- the number of monocytes/
microglia iba1+ and e- the number of astrocytes GFAP+. The clinical score 
and motor behavior performance were also assessed. We found that EAE 
+ NES group showed a significant reduction of clinical grade and enhanced 
motor behavior in the rotarod compared to EAE+VEH group. Regarding neu-
rogenesis, we observed a 1.36 times increased in the number of Ki67+ cells 
in the dentate gyrus in vehicle-treated EAE mice compared to control mice. 
In addition, Nestorone treatment of EAE mice caused an increase in the 
number of Ki67+ cells compared to EAE+VEH mice, and also an increase in 
doublecortin positive neuroblasts in the hippocampus. Progestin treatment 
increased GABAergic interneurons in the stratum lacunosum moleculare 
of the hippocampus and attenuated the number of Iba1+ microglia/macro-
phages without changes in astrocitosis, events possibly linked to enhance-
ment of neurogenesis. Therefore, Nestorone protected against hippocampus 
abnormalities and improved functional outcomes of EAE mice, suggesting its 
potential value for MS.
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RESUMEN:

Introducción: La leishmaniasis, enfermedad causada por parásitos del 
género Leishmania, constituye un problema de salud y social en muchos 
países, presentando la provincia de Salta la mayor endemicidad dentro de 
Argentina. Su tratamiento convencional, el antimoniato de meglumina (AM) 
tiene numerosas dificultades, como invasividad en su administración, toxici-
dad, y falla terapéutica creciente, que justifican la búsqueda de alternativas 
terapéuticas. La bibliografía disponible muestra la utilidad de los modelos 
murinos de leishmaniasis para la realización de ensayos preclínicos con dro-
gas candidatas, y la extrapolación de los resultados obtenidos a la enferme-
dad humana. Contamos con un modelo murino de infección por Leishmania, 
en el cual hemos evaluado distintas alternativas terapéuticas a la quimiote-
rapia convencional. Hasta el momento, la evaluación de la eficacia de los 
distintos tratamientos la hemos realizado mediante medición de lesiones, 
determinación de anticuerpos antileishmania por ELISA, histopatología, índi-
ce esplénico y PCR convencional. La PCR en Tiempo Real (RT-PCR) surge 
actualmente como una mejor opción para testear la eficacia a drogas y el 
seguimiento postratamiento, ya que no sólo permite detectar la presencia 
de material genético, sino además determinar la carga parasitaria. Por este 
motivo, nos propusimos evaluar la utilidad de esta técnica para medir, en un 
modelo experimental de leishmaniasis por Leishmania (Leishmania) amazo-
nensis, la eficacia de un tratamiento determinado.
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Materiales y métodos: Se trabajó con muestras de tejido (almohadilla 
plantar) incluido en parafina, provenientes de ratones infectados con L. (L.) 
amazonensis y sometidos a distintos tratamientos (AM, miltefosina y place-
bo). La extracción de ADN de los tejidos parafinados se realizó mediante un 
kit comercial (FFPE Tissue DNA Isolation Kit Biostic®, laboratorios Mo Bio). 
La RT-PCR se llevó a cabo empleando Mezcla Real (Biodynamics, que con-
tiene fluorocromo verde), oligonucléotidos 13A y 13B, y colorante High ROX. 
Para optmizar la técnica se probaron distintas concentraciones de primers y 
temperaturas de annealing. Para la curva de calibración, se utilizó un cultivo 
de parásitos (L. (L.) amazonensis). Luego de la extracción de ADN con fenol-
cloroformo, se realizaron diluciones sucesivas en un factor de 10 en el rango 
de 6.108 a 6.10-5 parásitos/300 μL de buffer TE, que fueron empleadas como 
puntos de la curva de calibración necesarios para la cuantificación de ADN 
en las muestras incógnitas.

Resultados: La curva de calibración óptima para la RT-PCR se obtuvo 
con una concentración de primers de 0,2 μM y 62 °C de annealing. La eficien-
cia fue de 89%, y el límite de detección fue de 10-1 parásitos/pocillo. El resul-
tado del análisis de las muestras de tejido mostró una mayor sensibilidad de 
la RT-PCR respecto a los obtenidos previamente mediante técnicas parasi-
tológicas directas, serológicas y PCR convencional. Muestras que resultaron 
negativas por otros métodos, mostraron mediante RT PCR persistencia de 
parásitos, aunque con carga parasitaria baja.

Conclusión: La mayor sensibilidad de la RT-PCR permitió determinar, en 
términos del modelo murino experimental, que la ausencia total de parásitos 
(cura estéril) luego del tratamiento es difícil de lograr. Sin embargo, en térmi-
nos de progresión de la enfermedad, una baja carga parasitaria indicaría un 
mejor pronóstico para el hospedador. 

ABSTRACT

Introduction: Leishmaniasis caused by parasites of the genus Leish-
mania, is a health and social problem in many countries. The conventional 
treatment, meglumine antimoniate (AM) has numerous difficulties, which jus-
tify the search for therapeutic alternatives. The available literature shows the 
usefulness of murine models for preclinical trials with candidate drugs and the 
extrapolation of results to human disease. We have a murine model of Leish-
mania-infection, in which were evaluated different treatments by parasitologi-
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cal, serological and conventional PCR techniques. Real-time PCR (RT-PCR) 
appears as a better option since allows the detection of genetic material, and 
also parasite loads. We have evaluated the usefulness of RT-PCR to test the 
efficacy of a treatment in a Leishmaniasis murine model.

Materials and methods: paraffin-embedded footpads were collected from 
mice infected with L. (L.) amazonensis and subjected to different treatments. 
DNA extraction from paraffin-embedded tissues was performed using a com-
mercial kit. RT-PCR was carried out using green fluorochrome, oligonucleo-
tides 13A and 13B, and High ROX. For optimization, different concentrations 
of primers and annealing temperatures were tested. For the standard curve 
serial dilutions of DNA from L. (L.) amazonensis parasites were used. 

Results: The optimal RT-PCR conditions were 0.2 μM primer concentra-
tion and 62°C annealing temperature. The standard-curve showed an effi-
ciency of 89%, and a detection- limit of 10-1 parasites/well. RT-PCR showed 
a higher sensitivity in the analysis of tissue-samples, demonstrating the pre-
sence of parasites in samples negative by the other methods.

Conclusion: RT-PCR allowed exhibit the difficulty of achieving absence 
of parasitic load. However, a decrease of parasitic-loads would mean a better 
prognosis of the treatment.
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Una de las características comunes de los modelos murinos de la esqui-
zofrenia es la hiperlocomoción que presentan. Con el fin de testear si existe 
hiperlocomoción en nuestro modelo, el cual carece de receptor dopaminér-
gico D2 en las interneuronas de Parvalbúmina, sometimos a los animales 
al test del campo abierto. El mismo consiste en una arena cuadrada, de 50 
centímetros de lado, novedosa para el animal. Dicho espacio es blanco y de 
mayores dimensiones que la jaula donde habita normalmente. Los animales 
son introducidos en dicha arena, de a uno, y se captura mediante video su 
actividad locomotora durante un lapso de 30 minutos cada uno. Por medio del 
programa especializado AnyMaze se analizaron dichos videos para evaluar 
la locomoción de los animales. El mismo es un software especializado para 
cuantificar los parámetros locomotores que se capturan con la cámara de 
video al grabar cada uno de los experimentos.

Como ha sido descripto que los receptores de dopamina D2 son 
expresados a partir de la adultez en las interneuronas de Parvalbúmina, 
nuestros experimentos fueron llevados a cabo en dos grupos de edades: 
animales jóvenes (30 días de edad) y animales adultos (65 días de edad). 
Los resultados obtenidos muestran que los animales jóvenes no presen-
tan diferencias en la locomoción espontanea en el campo abierto (Figura 
1). En este grupo de animales, existe una leve tendencia a que los ani-
males que portan el receptor D2 en las interneuronas de Parvalbúmina (a 
partir de ahora los llamaremos wt o PvD2+/+) exhiban una locomoción un 
poco mayor que los que carecen del receptor D2 de dichas interneuronas 
(a partir de ahora los llamaremos transgénicos, Tg o PvD2-/-) En el caso 
de los animales adultos, existe una clara tendencia a que los animales 
transgénicos exhiban una locomoción mayor que los animales wt (Figura 
1). Las diferencias no son significativas en ninguno de los dos casos. Esto 
puede estar debido fundamentalmente a que la mayor parte de los experi-
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mentos de comportamiento que llevamos a cabo durante estos meses se 
desarrollaron durante las primeras horas de la mañana. Ese horario es el 
inicio del ciclo de descanso de los ratones, luego del periodo nocturno de 
gran actividad. Es por ello que la elección de dicho momento para realizar 
los experimentos de comportamiento no hayan sido los adecuados para 
nuestros objetivos. Actualmente, estamos repitiendo todos estos experi-
mentos nuevamente en horario vespertino para otorgarles el tiempo de 
descanso necesario a los ratones y lograr resultados con mayor homo-
geneidad. Los resultados obtenidos son consistentes pero con una gran 
dispersión, lo que los hace no significativos.

Figura 1

Locomoción espontanea en campo abierto. En animales adultos existe una clara tendencia a la 
hiperlocomoción. En animales jóvenes no existen diferencias tan marcadas.

Estos resultados nos están indicando que los animales que carecen del 
receptor D2 en las interneuronas de Parvalbumina (PvD2-/-) son hiperloco-
motores y modelan un aspecto que puede asemejarse a ciertos síntomas 
observados en pacientes con esquizofrenia.

Cuando se analizan en detalle los primeros minutos de la actividad loco-
motora en esta arena cuadrada, que resulta novedosa para el animal, puede 
determinarse los niveles de ansiedad de acuerdo a los niveles de hiperlo-
comoción que desarrolla. En un grafico en donde se observan los niveles 
de locomoción a lo largo de los 30 minutos del experimento (Figura 2), pue-
de verse que los animales adultos PvD2-/- muestran un nivel de locomoción 
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mayor que los animales PvD2+/+. Esto se traduce en una mayor ansiedad por 
parte de los animales transgénicos PvD2-/-, lo que constituye un nuevo aspec-
to modelado por la ausencia del receptor D2 en estas interneuronas.

Figura 2

Los niveles de locomoción a lo largo del tiempo experimental. Se observa que los animales PvD2-
/- desarrollan una actividad locomotora mayor que los animales PvD2+/+. Este efecto no se observa 
en los animales jóvenes. Puede verse que los animales Tg adultos presentan mayor locomoción 
durante los primeros minutos del test, lo que se traduce en una elevada ansiedad.

Por lo tanto, los ratones carentes del receptor D2 de las interneuronas de 
parvalbúmina son hiperlocomotores y además exhiben niveles de ansiedad 
alterados, dos aspectos fundamentales para un buen modelo murino de la 
esquizofrenia.

A continuación realizamos experimentos en donde poder apreciar los 
niveles de ansiedad desde otro aspecto. Para ello realizamos el test del labe-
rinto en cruz elevado. El mismo consiste en un laberinto en forma de cruz que 
esta elevado del suelo aproximadamente unos 50 centímetros. Unos bra-
zos presentan paredes elevadas mientras que los otros no contienen dichas 
paredes, lo que los constituye en un lugar riesgoso, inseguro para el animal. 
El test consiste en evaluar si el animal se atreve a circular por ambos tipos 
de brazos o solo lo hace por donde se siente seguro, es decir, por los brazos 
cerrados. En este test también se puede evaluar la distancia total recorrida 
por los animales.
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Figura 3

Laberinto en cruz elevado. Distancia total recorrida. Se puede observar que los animales PvD2-
/- adultos presentan una mayor locomoción respecto de los controles. Ese incremento en la loco-
moción no se observa en los animales jóvenes. Los números dentro de cada columna denotan el 
número de animales utilizados.

En la figura 3 se puede observar la distancia total recorrida por los ani-
males durante la totalidad del test, 8 minutos. Puede verse que los ratones 
jóvenes no presentan diferencias en cuanto a la locomoción. Al realizar el test 
en ratones adultos, se evidencia un marcado incremento en la locomoción 
total de los animales transgénicos, coincidente con el test de campo abierto 
anteriormente mencionado.

Cuando se observan los tiempos de permanencia en los brazos abiertos 
y cerrados en los animales jóvenes, puede verse que no existen diferencias 
significativas. En el caso de los animales adultos, se puede observar que los 
animales transgénicos pasan mayor tiempo en los brazos abiertos y significa-
tivamente menor tiempo en los brazos cerrados (figura 4)

Este test nos está indicando que los animales que carecen del receptor 
D2 en las interneuronas de Parvalbumina tienen niveles de ansiedad meno-
res en un contexto de exposición a un riesgo, como lo son los espacios abier-
tos del laberinto. Esto se traduce en que los animales transgénicos son mas 
propensos al riesgo o menos responsables, caracterisiticas que pueden ser 
comparables a ciertos síntomas de los pacientes con esquizofrenia.
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Figura 4

Laberinto en cruz elevado. Tiempo de permanencia en brazos abiertos y brazos cerrados. Puede 
verse que en el caso de los animales jóvenes no existen diferencias marcadas. En el caso de los 
animales adultos puede verse que los animales PvD2-/- pasan mayor tiempo en los brazos abier-
tos. Los números dentro de cada columna denotan el número de animales utilizados.

Por último, una serie de animales fueron sometidos al test del laberinto 
en Y. En este test, se cuentan las entradas de los animales a los brazo de un 
laberinto con forma de Y. Naturalmente los ratones tienden a alternar entre 
cada uno de los brazos. Cuando existen problemas cognitivos, la capacidad 
de recordar el último brazo ingresado se dificulta. Este test mide esa capaci-
dad de recordar el ingreso previo y alternar en el siguiente. En la figura 5 pue-
de verse que los animales PvD2-/- presentan una tasa de alternancia reducida 
significativamente respecto de los animales PvD2+/+. Esto nos está indicando 
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una capacidad cognitiva reducida para dichos animales, indicando que la eli-
minación del receptor D2 en este tipo particular de interneuronas nos provee 
de un modelo interesante para el estudio de esta deficiencia.

Cabe recordar que los pacientes con esquizofrenia presentan dificulta-
des en su memoria de trabajo, es decir, memoria de corto plazo, como los es 
recordar la entrada a un brazo previo, para acceder al siguiente.

Figura 5

Test del laberinto en Y. Porcentaje de alternancia y número de entradas totales. Puede verse que 
los animales PvD2-/- presentan una menor tasa de alternancia y un mayor número de entradas a 
los brazos del laberinto.

Asimismo, en este test se puede evaluar la locomoción total de los ani-
males basándonos en el número total de entradas a cada uno de los brazos. 
Una vez más, los animales transgénicos presentan una marcada hiperloco-
moción, como fuera demostrado en test anteriores (Figura 5).

Un aspecto fundamental en los modelos animales de esquizofrenia es la 
hipersensibilidad aciertas drogas, como los agonistas dopaminergicos. En 
nuestro caso, hemos testeado anfetamina, un potente liberador de las reser-
vas de la mencionada amina. Para este test, hemos expuesto a una serie de 
animales al mismo campo abierto en donde se experimento la locomoción. 
Un grupo de animales fue sometido a la anfetamina y otro grupo control se 
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le administro solución salina al 0,9%. Como era de esperarse, los animales 
Wt o transgénicos a los que se les administro solución salina no mostraron 
hiperlocomoción, a pesar de que nuevamente se evidencia que los animales 
transgénicos exhiben mayor locomoción que los wt (Figura 6). En el caso de 
la administración de anfetamina, puede verse que los animales wt presenta-
ron una marcada hiperlocomoción respecto de sus controles con salina. En 
el caso de los animales transgénicos, existe una clara tendencia respecto de 
los controles, pero es marcadamente menor que los animales wt (Figura 6).

Figura 6

Hiperlocomoción mediada por anfetamina. Puede verse que los animales son sensibles a la anfe-
tamina y ambos genotipos exhiben una marcada hiperlocomoción luego de la administración de 
anfetamina 5 mg/kg. En el caso de los transgénicos esa hiperlocomoción es menor que en los 
animales wt.

Por todo lo expuesto, estamos confiados en que la eliminación del recep-
tor de dopamina D2 de las interneuronas de parvalbúmina puede constituirse 
como un buen modelo animal para el estudio de la esquizofrenia. Actual-
mente estamos repitiendo todos los experimentos de comportamiento por la 
tarde para evitar la variabilidad que observamos con los experimentos por la 
mañana. Luego de repetir todos los experimentos realizados, vamos a pro-
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ceder al testeo de diferentes drogas que son utilizadas actualmente para el 
tratamiento en humanos, como el aripiprazol o la risperidona, en diferentes 
paradigmas, para comprobar si el fenotipo puede revertir.

ABSTRACT

Schizophrenia is a complex neurodevelopmental syndrome caused by 
both genetic and environmental factors and characterized by a heterogeneous 
collection of symptoms that include altered perception, decreased motivation, 
and various cognitive deficits, such as attention and memory problems. Despite 
intensive research, little progress has been made in designing effective treat-
ments for most of these symptoms, in particular for restoring emotional and 
cognitive functions. This is largely due to the fact that schizophrenia still lacks 
unequivocal diagnostic neuropathology and strong causative genetic mutations.

Since the first description at the beginnings of 1900´s, and after the intro-
duction of the antipsychotics in the 50´s, no cardinal changes had been exper-
imented in this field of medicine.

Many hypotheses aiming to explain the origin of this disease were postu-
lated, including the GABAergic, centered on Parvalbumin interneurons, and 
glutamatergic, but the most perdurable one is still the dopaminergic. This 
hypothesis is focused on an imbalance of the dopamine system that finally led 
to a psychotic state. In this sense, the current treatment is based on antago-
nist of the dopamine D2 receptor.

In our work we deleted the dopamine D2 receptor exclusively from Par-
valbumin interneurons in mice. The prefrontal cortex and ventral hippocam-
pus of mutant animals showed reduced levels of Parvalbumin mRNA. Elec-
trophysiological experiments revealed increased action potential amplitude 
in Parvalbumin interneurons respect to controls and reduced frequency but 
not amplitude of mEPSC. Behavior experiments showed that animals with 
this deletion exhibits increased levels of spontaneous locomotion and altered 
anxiety, are vulnerable to stress and hypersensitive to amphetamine, and 
have cognitive impairment. Administration of aripiprazole, an antipsychotic, 
revealed that the deletion of the D2 receptor confers a resistant phenotype as 
mutant animals do not reduce their locomotion as controls.

Our work shows that dopamine D2 receptor expressed in Parvalbumin 
interneurons plays a key role and its deletion confers schizophrenia like phe-
notype in mice.
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INTRODUCCIÓN

Etopósido (ETO), ampliamente empleado en el tratamiento antitumoral, 
es un veneno de topoisomerasaII (topoII) que interrumpe el ciclo de clivaje-
religación de la enzima y estabiliza los complejos covalentes topoII-ADN 
generando rupturas de doble cadena (RDC) persistentes (Deweese y Oshe-
roff, 2009). En repuesta a este daño, Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) 
es activada participando en la señalización del daño, en su reparación y en 
la regulación del ciclo celular (Álvarez-Quilón, 2014). Reunión de extremos 
no-homólogos (nonhomologous end-joining, NHEJ) es la vía de reparación 
de la mayoría de las RDC inducidas en células humanas y en ella participa 
la subunidad catalítica de la proteína-quinasa, DNA-PKcs (Dueva e Iliakis, 
2013). La falta y/o incorrecta reparación de estas lesiones conduce a ano-
malías cromosómicas favoreciendo el desarrollo tumoral (Leone, 2010). Una 
terapia exitosa con ETO prolonga la vida de los pacientes tratados, aunque 
puede generar el desarrollo de neoplasias secundarias (Cowell y Austin, 
2012; Pendleton, 2014).

El objetivo de la presente investigación fue establecer el rol de ATM en la 
reparación y progresión del daño cromosómico inducido por ETO en la fase 
G2 de células humanas y analizar su interrelación funcional con NHEJ.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos celulares y tratamientos químicos

La línea celular humana HeLa se cultivó en medio RPMI1640 con sue-
ro fetal bovino 10%, L-glutamina 1mM, penicilina (100U/ml) y estreptomicina 
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(100μg/ml) (medio completo) en estufa a 37ºC con CO2 5%. Las células se 
transfectaron con un plásmido conteniendo un shRNAmir específico contra 
el ARNm de ATM (pGIPZ-ATM). Como control negativo se utilizó el mismo 
plásmido codificando una secuencia no-silenciante (pGIPZ-NS). Para ello, 
se sembraron 8,0x104 células en placas de 16mm con medio completo y a 
las 24hs, se retiró el medio, se lavó con PBS y se agregó medio OptiMEM. 
Luego se adicionaron los conjugados (0,8μg pGIPZ-NS/ATM/ 3μl LipoFec-
tamina2000) durante 4hs. Finalmente, se retiró el medio de transfección, se 
lavaron las células y se agregó medio completo seleccionando aquellas que 
incorporaron el plásmido con puromicina 1µg/ml. Las células se trataron con 
ETO 2µg/ml durante 1h o se pretrataron con el inhibidor químico de DNA-
PKcs, NU7026 10μM durante 1h. Los cultivos controles se trataron con dime-
tilsulfóxido (DMSO) 0,5% durante 2hs o con NU7026 durante todo el tiempo 
de cultivo.

Confirmación del silenciamiento de ATM (HeLa ATMkd, knock down) 
por PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) y Western-blot

La cantidad de ARNm de ATM en las células transfectadas se analizó 
mediante qRT-PCR en comparación con la presente en NS. El ARN se extrajo 
con Trizol y se generó ADNc por transcripción reversa con primers al azar. La 
qRT-PCR se realizó con primers específicos para ATM y β2-microglobulina. 
La secuencia de los primers utilizados para ATM fue: FW: 5’-GTTGCCAA-
GGTAGCTCAGTCT-3’, RV: 5’-TGGCTCCCCTATACTTCTGTAG-3’ y para 
β2-microglobulina fue: FV: 5’-AAGATGAGTATGCCTGCCGTGTGA-3 ,́ RV: 
5´-ACCTCTAAGTTGCCAGCCCTCCTA-3’.

La cuantificación relativa de expresión génica se realizó mediante el 
método de Pfaffl (2004).

Este silenciamiento se confirmó por western-blot. Los extractos pro-
teicos totales se prepararon en buffer RIPA (NaCl 150mM, Tris-HCl 50mM 
pH7.4, EDTA 1mM, NP-40 1%, deoxicolato de sodio 0,25%, SDS 0,1%) conte-
niendo inhibidores de proteasas. La concentración proteica se determinó por 
el método de Bradford (1976). La electroforesis de proteínas totales (100μg) 
se realizó en gel SDS-PAGE usando buffer de corrida (Tris base 5mM, glice-
rol 50mM, pH8.3 y SDS 0,02%) a 100V durante 1,5h. Las proteínas se trans-
firieron a una membrana de PVDF durante 18hs a 17mA usando buffer de 
transferencia, se lavó y bloqueó durante 18hs en solución bloqueante (leche 
descremada en polvo 5% en PBS/Tween20 0,2%, TBS). Luego se incubó 
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con anticuerpo anti-ATM en solución bloqueante (1:200), se lavó con TBS e 
incubó con el anticuerpo secundario conjugado a HRP. Se lavó en TBS y se 
incubó con una solución de ECL para la detección proteica mediante auto-
rradiografía.

Aberraciones cromosómicas en metafase y punto de control G2/M 
del ciclo celular

Las células HeLa ATMkd y NS se sembraron en placas de Petri de 60mm 
en medio completo. A las 20hs, se trataron con ETO o se pretrataron con 
NU7026 y se trataron con ETO (tratamiento combinado), se lavaron con PBS 
y se mantuvieron en medio completo en presencia o no de NU7026 durante 
5-6hs. Se agregó colchicina 0,1μg/ml durante los últimos 90min de cultivo, 
las células se tripsinizaron, se resuspendieron en solución hipotónica KCl 
0,075M durante 28-30min y se fijaron en 3metanol: 1ácido acético. Los exten-
didos cromosómicos se colorearon con Giemsa 10% durante 2,5min. La pre-
sencia de rupturas cromatídicas y de figuras de intercambio cromatídico se 
evaluó en 50-100 metafases.

Para el análisis del punto de control G2/M, las células tripsinizadas se 
fijaron con paraformaldehído (PFA) 2% y se permeabilizaron con metanol 
100%. Luego, se resuspendieron en solución bloqueante (seroalbúmina bovi-
na (BSA) 3% en PBS) por 1h, se adicionó el anticuerpo anti-histona H3 fos-
forilada en serina10 (pSer10 H3) por 1h y se incubó con solución bloqueante 
conteniendo el anticuerpo secundario conjugado con Alexa flúor 488 por 1h. 
El análisis de la inmunomarcación se realizó en 20.000 eventos/tratamiento 
por citometría de flujo.

Progresión del daño cromosómico y procesado de extremos de ADN

Las células sembradas sobre cubreobjetos se trataron con ETO o 
con la combinación NU7026-ETO, se lavaron con PBS y se mantuvieron 
en medio completo durante 10-11hs, agregándose citocalasina B 3µg/ml 
durante las últimas 4hs de cultivo. Para evaluar las RDC, las células se lava-
ron con PBS, se expusieron a KCl 0,075M por 8min a 37ºC, se fijaron con 
PFA 2% durante 15-20min y se permeabilizaron con Tritón X-100 0,25% a 
temperatura ambiente. Para evaluar el procesado de extremos, las células 
se lavaron con PBS y se expusieron a una solución de Tritón X-100 0,5% 
en PBS durante 2,5min, se fijaron y permeabilizaron. Luego del bloqueo 
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(BSA 3% con Tritón X-100 0,25% en PBS) por 1h, las células se incubaron 
durante 18hs a 4ºC en solución bloqueante conteniendo los anticuerpos 
anti-γH2AX (marcador de RDC) y anti-MRE11 (marcador de procesado de 
extremos). Las células se incubaron con solución bloqueante conteniendo 
los anticuerpos secundarios conjugados con Dye Light 488 o Texas Red 
por 1h. Finalmente, se procedió a montar los cubreobjetos en portaobjetos 
utilizando DAPI como colorante conteniendo medio de montaje. Se evaluó 
la presencia de micronúcleos (MN), de focos γH2AX en los MN y en los 
núcleos principales y de focos MRE11 en 500 células binucleadas (BN) en 
la fase G1 posmitótica.

Cromosomas dicéntricos en la segunda división celular

Las células sembradas en medio completo, se trataron con ETO o con 
la combinación NU7026-ETO y se mantuvieron en cultivo durante 28hs adi-
cionando BrdU 10μg/ml durante las últimas 8hs para identificar las células 
que alcanzaron la segunda división mitótica luego del tratamiento. Se reali-
zó el procesado citogenético convencional (colchicina, hipotonía y fijación) 
para la obtención de metafases y se generaron los extendidos cromosómi-
cos. Luego se procedió a la desnaturalización del ADN mediante una solu-
ción de HCl 2N por 30min, se lavó con PBS y se neutralizó con Na3BO3 0,1M 
por 5min. Se realizó la inmunomarcación de BrdU incubando con el anti-
cuerpo anti-BrdU por 1h y luego con el anticuerpo secundario. Se observó 
la presencia de cromosomas dicéntricos en 100 metafases BrdU positivas 
coloreadas con DAPI.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Disminución de los niveles relativos de expresión de ATM

Los cálculos realizados mediante el modelo de Pfaffl mostraron un nivel 
de expresión residual de ATM en la línea HeLa ATMkd de 20,09%±0,68 res-
pecto a la línea HeLa NS (100%) (Figura 1). De esta manera se estableció una 
línea celular silenciada en ATM. Este resultado se corroboró por western-blot. 
En la Figura 1 se observa una disminución en la cantidad de proteína ATM 
total en relación a la línea celular NS.
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Aberraciones cromosómicas inestables en células HeLa ATMkd 

y HeLa NS

Las RDC inducidas por ETO en la fase G2 aparecen en la metafase inme-
diata como aberraciones de tipo cromatídico por falta (rupturas cromatídicas) 
y/o incorrecta (intercambios cromatídicos) reparación de las mismas (Obe y 
Durante, 2010). En ambas líneas celulares, el tratamiento con ETO indujo un 
valor similar de rupturas por célula, mientras que en el tratamiento combinado 
se produjo un aumento significativo (p=0,005, test t de Student; Figura 2A). 
La deficiencia de ATM provocó un incremento marcado de rupturas croma-
tídicas debido a una reparación incompleta de las RDC (Martín, 2012). Las 
figuras de intercambio cromatídico inducidas por ETO no mostraron diferen-
cias entre HeLa NS y ATMkd (Figura 2B). Estas figuras de intercambio se 
incrementaron en presencia del inhibidor de DNA-PKcs, siendo levemente 
más altas en HeLa NS. Se ha observado que, en ausencia de DNA-PKcs, la 
reparación de las RDC es lenta originándose rearreglos cromosómicos (Mar-
tín, 2012). Estos resultados muestran que las proteín-quinasas ATM y DNA-
PKcs cumplen funciones complementarias para garantizar una completa y 
correcta reparación de las lesiones inducidas por ETO con el fin de mantener 
la integridad cromosómica.

Figura 1. Silenciamiento de ATM en células humanas HeLa. Porcentaje de expresión 
residual de ATM en HeLa ATMkd respecto a su control HeLa NS (izquierda). Nivel de 
expresión de la proteína ATM total en HeLa ATMkd respecto a los controles HeLa sin 
transfectar, HeLa NS y HeLa silenciada en otro gen (TDP1kd). TOP2A= control de 
carga. * Banda inespecífica (derecha).
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Acumulación de células en G2/M del ciclo celular

La presencia de pSer10 H3 permite estimar el porcentaje de células que 
alcanzaron la mitosis (índice mitótico) luego de los tratamientos realizados. 
Los tratamientos con ETO en HeLa ATMkd y la combinación NU7026-ETO 
en ambas líneas indujeron una significativa reducción de células mitóticas 
(Figura 3). Esta acumulación de células en G2/M permite la reparación del 
daño al ADN y previene la fijación de anomalías cromosómicas (Nakada, 
2006).

Figura 2. Aberraciones cromosómicas de tipo cromatídico (media±ES) inducidas 
por los diferentes tratamientos en las líneas HeLa NS y HeLa ATMkd. A. Número 
de rupturas cromatídicas por célula. B. Número de intercambios cromatídicos por 
célula.
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Figura 3. Porcentaje de células mitóticas (histona H3 fosforilada en serina10+) indu-
cidas por los diferentes tratamientos en las líneas HeLa NS y HeLa ATMkd. *p≤0,02 
test t de Student.

Progresión del daño cromosómico a la fase G1 posmitótica

En la línea HeLa NS, el tratamiento con ETO o con NU7026-ETO pro-
vocaron un aumento del porcentaje de células BN con MN en relación a sus 
respectivos controles. En cambio, en la línea ATMkd, si bien se observó un 
aumento en las células tratadas respecto a sus controles, este porcentaje no 
tuvo significancia estadística (Figura 4A). El análisis de los MN permitió esta-
blecer que la fracción sin focos γH2AX se mantuvo constante (30-40%) en 
todos los tratamientos con ETO y con NU7026-ETO. En cambio, la porción de 
MN con focos γH2AX aumentó luego del tratamiento con ETO y aún más con 
NU7026-ETO. La Figura 4B muestra el porcentaje de células BN con focos 
γH2AX en los núcleos principales. En ATMkd, 26,8% de las células presen-
taron >20focos γH2AX luego del tratamiento con ETO. En NS, el tratamien-
to combinado indujo 21,7% de células con >20focos γH2AX. Finalmente, la 
deficiencia de ATM junto al inhibidor de DNA-PKcs generó un aumento del 
48,2% luego del tratamiento con ETO. En relación al porcentaje de células 
BN en HeLa NS, el tratamiento combinado redujo este porcentaje en relación 
al tratamiento con ETO. En HeLa ATMkd, ambos tratamientos mostraron un 
porcentaje similar (Figura 4C).
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La deficiencia conjunta de las actividades proteicas DNA-PKcs y ATM 
contribuye, en forma aditiva, a la progresión de células con RDC persistentes.

Figura 4. Progresión de células HeLa NS y ATMkd con daño en el ADN a la fase G1 
posmitótica (media±DS). A. Porcentaje de células BN con MN. *p=0,0001; **p=0,003 
test t de Student. B. Porcentaje de células BN con focos γH2AX en los núcleos prin-
cipales. ETO vs. NU7026-ETO, porcentaje de células con >20 focos γH2AX. *p≤0,01 
test t de Student. C. Porcentaje de células BN en 1.000 núcleos interfásicos por trata-
miento. *p=0,004 test t de Student.
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Procesado de los extremos de las RDC en la fase G1 posmitótica

En los núcleos principales de células BN tratadas con ETO y NU7026-
ETO se evaluó la presencia de focos MRE11 (meiotic-recombination 11 homo-
log A) a las 10-11hs postratamiento. La nucleasa MRE11 actúa como sensor 
de daño reclutando a ATM hacia la lesión. La detección de focos MRE11 per-
mite establecer si las RDC serán procesadas para generar regiones de simple 
cadena en el ADN para su posterior reparación (Symington y Gautier, 2011). En 
ambas líneas, el porcentaje de células BN con focos MRE11 se correlacionó 
linealmente con el obtenido en células BN con focos γH2AX (Figura 5). Esto 
evidencia que los focos MRE11 se formaron en respuesta a las RDC inducidas.

Figura 5. Procesado de los extremos de ADN de las RDC en las células HeLa NS 
y ATMkd. Existe una correlación lineal entre el porcentaje de células BN con focos 
MRE11 y el porcentaje de células BN con γH2AX en los núcleos principales: HeLa NS 
r=0,945; p=0,015 y Hela ATMkd r=0,958; p=0,010.
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Inducción de cromosomas dicéntricos en la segunda división celular
El procesado de los extremos junto a las RDC presentes en la fase G1 

posmitótica pueden promover rearreglos cromosómicos en las metafases de 
la segunda división mitótica (28hs postratamiento). En estas metafases se 
analizó la presencia de cromosomas dicéntricos. ETO aumentó el porcentaje 
de estos cromosomas en ambas líneas celulares (Figura 6). El tratamiento 
NU7026-ETO en la línea HeLa ATMkd incrementó 2,2 veces el valor de dicén-
tricos en relación a la línea NS. Este resultado coincide con estudios previos 
que establecieron que ATM y DNA-PKcs impiden la formación de rearreglos 
cromosómicos (Yamauchi, 2011).

Figura 6. Rearreglos cromosómicos en la segunda metafase de células HeLa NS y 
ATMkd (media±ES). Los cromosomas dicéntricos se evaluaron en células BrdU+.
ETO vs. NU7026-ETO, *p=0,028 test t de Student.

CONCLUSIÓN

ATM y DNA-PKcs cooperan en la reparación de las RDC inducidas por 
ETO para mantener la integridad genómica e impedir la formación de rearre-
glos cromosómicos, posibles iniciadores de tumorigénesis.

SUMMARY

Etoposide (ETO) stabilizes DNA-topoisomeraseII complexes preventing 
the religation of broken ends and leading to generation of persistent DNA 
double-strand breaks (DSB). These lesions affect genome stability produ-
cing tumorigenesis. In response to DSB, ATM participates in DNA damage 
signaling, repair and cell cycle regulation. In human cells, NHEJ is the pre-
dominant DSB repair pathway with DNA-PKcs playing a key function. The 
present study evaluated the role of ATM in the repair and progression of DNA 
damage following ETO-treatment in G2 phase of HeLa human cells. Functio-
nal interaction between ATM and NHEJ was also analyzed. Stably transfected 
HeLa cells were generated and a reduction of ATM expression (HeLa ATMkd) 
compared to control cells (HeLa NS) was found using qRT-PCR and western 
blot. ETO-treatment in the presence of DNA-PKcs inhibitor NU7026 caused 
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a marked increase of chromatid breaks in ATM depleted cells. While, in HeLa 
NS this combined treatment induced a slight increment of chromatid exchan-
ges. ETO or NU7026-ETO-treated HeLa ATMkd cells showed an important 
decrease of mitosis due to a cell accumulation at G2/M. To determine ATM 
involvement in DNA damage progression, γH2AX foci (biomarker for DSB) in 
the main nuclei were evaluated in post-mitotic G1 phase cells. ATM deficien-
cy in combination with NU7026 resulted in an additive increase of cells with 
>20 γH2AX foci after ETO-treatment. In both cell lines a linear correlation 
between MRE11 foci (DNA-end resection) and γH2AX foci was observed, 
demonstrating the contribution of MRE11 in unresolved DSB repair. DNA-end 
resection in G1 phase cells can promote chromosomal rearrangements in the 
subsequent mitosis. In these metaphases, NU7026-ETO treatment in HeLa 
ATMkd induced 2.2-fold increase in dicentric chromosomes respect to HeLa 
NS. In conclusion, the chemical inhibition of DNA-PKcs and the ATM deficien-
cy led to genome instability characterized by persistent DSB and chromoso-
mal rearrangements in the following mitotic division.

BIBLIOGRAFÍA

1.	 Álvarez-Quilón A, Serrano-Benítez A, Lieberman JA, Quintero C, Sán-
chez-Gutiérrez D, Escudero LM, Cortés-Ledesma F (2014) ATM speci-
fically mediates repair of double-strand breaks with blocked DNA ends. 
Nat Commun. 5: 3347.

2.	 Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye bin-
ding. Anal Biochem 72: 248-254.

3.	 Cowell IG, Austin CA (2012) Mechanism of generation of therapy related 
leukemia in response to anti-topoisomerase II agents. Int J Environ Res 
Public Health 9: 2075-2091.

4.	 Deweese JE, Osheroff N (2009) The DNA cleavage reaction of topoiso-
merase II: wolf in sheep’s clothing. Nucleic Acids Res 37: 738-748.

5.	 Dueva R, Iliakis G (2013) Alternative pathways of non-homologous end 
joining (NHEJ) in genomic instability and cancer. Transl Cancer Res 2: 
163-177.

6.	 Leone G, Fianchi L, Pagano L, Voso MT Grimwade D, Osheroff N (2010) 
Incidence and susceptibility to therapy-related myeloid neoplasms. 
Chem Biol Interact 184: 39-45.



198	 Anales 2013-2015

7.	 Martín M, Terradas M, Tusell L, Genescà A (2012) ATM and DNA-PKcs 
make a complementary couple in DNA double strand break repair. 
Review. Mutat Res 751: 29-35.

8.	 Nakada S, Katsuki Y, Imoto I, Yokoyama T, Nagasawa M, Inazawa J, 
Mizutani S (2006) Early G2/M checkpoint failure as a molecular mecha-
nism underlying etoposide-induced chromosomal aberrations. J Clin 
Invest. 116: 80-89.

9.	 Obe G, Durante M (2010) DNA double strand breaks and chromosomal 
aberrations. Cytogenet Genome Res 128: 8-16.

10.	 Pfaffl MW, Tichopad A, Prgomet C, Neuvians TP (2004) Determination 
of stable housekeeping genes, differentially regulated target genes and 
sample integrity: BestKeeper-Exel-based tool using pair-wise correla-
tions. Biotechnol Lett. 26: 509-515.

11.	 Symington LS, Gautier J (2011) Double-strand break end resection and 
repair pathway choice. Review. Annu Rev Genet 45: 247–271

12.	 Yamauchi M, Suzuki K, Oka Y, Suzuki M, Kondo H, Yamashita S. (2011) 
Mode of ATM-dependent suppression of chromosome translocation. 
Biochem Biophys Res Commun. 416: 111-118



[ 199 ]

NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS BASADAS EN 
PROGESTINICOS NEUROACTIVOS

Meyer María, De Nicola Alejandro F y González Deniselle María Claudia
Instituto de Biología y Medicina Experimental

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA) es una enfermedad devastado-
ra sin tratamiento efectivo hasta la actualidad que presenta degeneración 
de las motoneuronas superiores e inferiores. Los pacientes mueren por falla 
respiratoria por degeneración de las motoneuronas que inervan el diafragma 
luego de 3 a 5 años del diagnóstico. Esta enfermedad se caracteriza por 
presentar degeneración de motoneuronas, astrocitosis, microgliosis y atro-
fia muscular. La ELA junto con otras enfermedades degenerativas humanas 
como el Parkinson y Alzheimer muestra disfunción mitocondrial, al igual que 
los modelos animales de estas enfermedades. Varios tratamientos farmaco-
lógicos han fracasado en detener el progreso de la ELA, con la excepción del 
fármaco anti-glutamatérgico riluzol, que modestamente prolonga la sobrevi-
da. Considerando las limitaciones del tratamiento para la ELA, los estudios 
preclínicos podrían abrir nuevos caminos terapéuticos para las enfermeda-
des neurodegenerativas. Los trabajos en WR, modelo animal de ELA, han 
tenido ostensible relevancia por sus aplicaciones a la investigación clínica. En 
este sentido, varios laboratorios han apoyado los efectos neuroprotectores, 
promielinizantes y antiinflamatorios de la progesterona (PROG). Previamente 
demostramos una reducción significativa de la actividad de los complejos I 
y II-III de la cadena respiratoria mitocondrial asociado a disminución de la 
óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) intramitocondrial, de la enzima manga-
neso superóxido dismutasa (MnSOD), del ARNm para el factor neurotrófico 
del cerebro (BDNF) y de la expresión de colina acetiltransferasa (ChAT) en 
motoneuronas de médula cervical de WR. Estos parámetros se corrigieron 
luego del tratamiento con PROG. Por otra parte, en un trabajo ya publica-
do por nuestro grupo, se investigaron los niveles de progesterona y cortisol 
plasmáticos en 27 pacientes con ELA, considerando los factores pronósticos 
negativos para el curso de la enfermedad (edad avanzada, comienzo bul-
bar, ritmo de progresión, tiempo desde el inicio al diagnóstico) y 21 controles 



200	 Anales 2013-2015

pareados por género y edad. Se demostró que ambos, progesterona y corti-
sol, estaban elevados en pacientes con ELA, pero solamente la progesterona 
plasmática correlacionaba con factores que predecían un mejor pronóstico 
y supervivencia, por lo que sugerimos que este esteroide está asociado a la 
respuesta neuroprotectora. Además, por primera vez, hemos descrito que la 
médula espinal de pacientes con ELA expresan el receptor clásico de pro-
gesterona (PR) por lo que esperamos que la progesterona sistémica pueda 
actuar sobre motoneuronas de pacientes. 

El objetivo de este proyecto fue analizar el rol de los astrocitos, en la 
patología neuronal del Wobbler (WR) y si la tetrahidroprogesterona o allo-
pregnanolona (ALLO) puede suprimir la producción de factores neurotóxicos 
asociados la patología neuronal. 

En WRs no tratados de 6 días de vida en estadio presintomático se 
encontró astrogliosis, microgliosis con hiperexpresión de GFAP+ e IBA1+, 
asociadas a motoneuronas que expresan concentraciones similares a control 
de la enzima que produce acetilcolina, ChAT en médula espinal cervical. La 
astrogliosis GFAP+ del WR de 6 días colocalizó en menor grado con gluta-
mina sintetasa (GS), enzima encargada de detoxificar al glutamato, que lo 
observado en médulas cervicales derivadas de animales control. Así, los WR 
en estadio pre-sintomático presentan astrocitosis con menor capacidad de 
sintetizar glutamina y detoxificar el glutamato, aminoácido excitatorio que en 
concentraciones elevadas produce excitotoxicidad. Este parámetro y el incre-
mento de varios marcadores proinflamatorios en este estadio de la enferme-
dad del WR (iNOS, iBA1, NFkB) implican a factores extraneuronales como 
posibles desencadenantes de la degeneración de la motoneurona (caracteri-
zada por vacuolización citoplasmática y mitocondrial, inhibición de la cadena 
respiratoria y aumento del óxido nítrico (NO)). 

Por otra parte, las acciones neuroprotectoras de PROG en WR podrían 
ser directas, ya sea sobre receptores clásicos o de membrana, o indirectas 
por medio de su metabolización en derivados reducidos como allopregnano-
lona (ALLO) o tetrahidroprogesterona. Varios laboratorios han apoyado los 
efectos protectores, promielinizantes y antiinflamatorios de la progesterona y 
sus derivados con fines experimentales para distintas neuropatologías. Estos 
incluyen la médula espinal y trauma cerebral, infarto isquémica, diabetes 
mellitus, toxicidad por glutamato y β-amiloide, dolor neuropático, Alzheimer 
y la neuroinflamación. Evaluamos, entonces, si la administración de ALLO a 
WR sintomáticos tenía efecto neuroprotector. Se investigó la expresión del 
factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), ya que previamente demos-
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tramos que se encontraba disminuida en motoneuronas de WR y aumenta-
ba luego de tratamiento con PROG. En este proyecto analizamos si ALLO 
modula BDNF, sus receptores TrKB y p75NTR, así como la actividad de la 
NOS y la expresión de ChAT. Se utilizaron animales controles (NFR/NFR) y, 
WR (wr/wr) genotipificados de 8 semanas de edad. La ALLO se administró 
por 5 días s.c.(4mg/kg) disuelta en ciclodextrina 20% o por 32 días (16 dosis 
día por medio) La eficacia del tratamiento se evaluó determinando los niveles 
de ALLO en suero y médula espinal por el método de cromatografía gaseosa 
y espectrometría de masas. En estado basal, los WR y controles presentaron 
niveles de ALLO similares en controles y WR en suero y médula espinal. El 
tratamiento de 5 dosis de ALLO en WR produjo un aumento de 35 veces los 
niveles séricos y 126 veces la concentración en médula espinal de este este-
roide vs los WR no tratados. Asimismo, como parte del mecanismo de trans-
ducción de señales de los receptores para BDNF involucra la fosforilación 
de AKT (factor asociado a supervivencia celular) y de la quinasa N terminal 
de c-JUN (factor asociado a muerte neuronal), analizamos el grado de fosfo-
rilación de estas quinasas en WR sintomáticos y en WR+ALLO. El presente 
estudio demostró nuevos roles para ALLO en relación a la neurodegenera-
ción del WR. A nivel de las neurotrofinas, demostramos que el tratamiento 
con ALLO a corto plazo aumentó débilmente la expresión del ARNm de TrkB, 
mientras que no moduló la expresión del ARNm de BDNF en motoneuronas. 
En contraposición, se observó una alta expresión del receptor de baja afini-
dad p75NTR en las motoneuronas afectadas en ratones WR vs controles. 
Este parámetro disminuyó en WR+ALLO. Posteriormente, demostramos una 
reducción significativa de la fosforilación de AKT y una modesta elevación 
de fosforilación de JNK en astas ventrales provenientes de médula espinal 
cervical de WR. La administración de ALLO elevó significativamente pAKT 
sin alcanzar una significativa reducción de pJNK en tratamiento corto pero sí 
en tratamiento prolongado de 32 días. La administración de ALLO exógena 
en WR sintomáticos también disminuyó la hiperactividad de la NOS y el alto 
grado de vacuolización neuronal en motoneuronas cervicales. 

Los resultados obtenidos a partir de médula cervical de WR mostra-
ron reducción del ARNm para TrkB, acoplado a un aumento de las seña-
les de muerte como p75NTR y NOS. Estos resultados se asociaron a una 
baja en pAKT y un grado de vacuolización prominente en motoneuronas. 
Este aumento de las señales de muerte, de acuerdo con la elevada relación 
pAKT/pJNK, e incremento de NOS y p75 NTR, se impuso en la médula espi-
nal de WR. También, se demostró que la administración de ALLO a corto 
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plazo aumentó la expresión del ARNm de TrKB, pAKT y disminuyó NOS y 
p75NTR. Una respuesta similar se observó cuando los animales recibieron 
PROG x 18 días, dosis necesaria para regular la función mitocondrial. Por lo 
tanto, la preservación de la función y ultraestructura mitocondrial podría ser 
necesaria para lograr el efecto esteroide. En este sentido, queda pendiente 
su evaluación luego de tratamiento con ALLO. Podemos decir que en esta 
etapa de la degeneración del WR predomina el estrés oxidativo, lo que podría 
modular en baja la fosforilación de AKT. Las alteraciones observadas en la 
médula cervical de WR podrían depender, también, de la elevada liberación 
de glutamato que incrementa la síntesis de NO. La forma fosforilada (pAKT) 
es un factor importante para la supervivencia celular, y también, se reconoce 
como un mediador principal de los efectos aguas abajo de la fosfatidilinositol 
3-quinasa (PI3K). AKTp se localiza en varios compartimentos subcelulares 
incluyendo la mitocondria y el núcleo, y se activa por factores de crecimiento, 
por lo que alteraciones subcelulares podrían generar su desfosforilación

En conjunto, todos estos hallazgos indican que el tratamiento con ALLO 
es neuroprotector, rescatando a las motoneuronas de la degeneración. La 
atenuación de la sobreactividad de la NOS y la hiperexpresión de p75NTR, 
asociada a la modulación de las vías AKTp/JNKp, podrían ser la base de 
los efectos neuroprotectores de este esteroide sobre la degeneración de las 
motoneuronas en el ratón WR. Estos resultados, junto a otros de la literatura, 
demuestran un nuevo papel de ALLO en la prevención de la muerte neuronal 
en enfermedades neurodegenerativas de la médula espinal. 

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating disorder characte-
rized by progressive death of motoneurons. One preclinical model of ALS 
is the Wobbler (WR) mouse, a mutant that shares several similarities with 
ALS. WRs develop clinical signs of motoneuron disease at postnatal day 30. 
First, we studied if glial cells showed alterations in a preclinical stage of the 
WR disease (6 day-old WRs). Six day-old WRs showed astrocytosis, micro-
gliosis associated to normal levels of the neuronal choline acetyltransferase 
(ChAT) and motoneuron morphology in the cervical spinal cord. Therefore, 
astrocyte pathology begins in the presymptomatic stage. Second, we studied, 
if allopregnanolone (ALLO), a progesterone (PROG) derivative, endowed with 
gabaergic activity, prevents neuropathology and motor deficits of WR mice. 
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WR mice received short-term treatment with ALLO s.c. daily for 5 days or 
PROG implant for 18 days, or long-term treatment with ALLO 16 s.c. daily for 
32 days or PROG implant for 60 days. Parameters measured in the spinal cord 
included brain derived neurotrophic factor (BDNF) mRNA, p75NTR and TrkB 
receptors, the phosphorylation of the downstream AKT and the stress activa-
ted kinase JNK. Additionally, we measured nitric oxide synthase (NOS) and 
vacuolation. Untreated WRs showed reduction of BDNF and TrkB, mRNAs, 
low pAKT, high expression of pJNK, p75NTR and NOS and astrogliosis. With 
the exception of BDNF, these alterations were prevented by short-term ste-
roid treatment. However, long-term administration of ALLO enhanced BDNF 
mRNA and attenuated pJNK,. Thus, ALLO similarly to PROG, decreased 
motoneuron. Down regulation of p75NTR and NOS may provide adequate 
neuroprotection at early stages of the disease, suggesting that steroid action 
involved the inhibition of oxidative stress. Our data shows that the PROG 
metabolite ALLO, endowed with membrane-active effects, affords neuropro-
tection in WR mouse motoneuron degeneration
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MODULACIÓN Y ACCIÓN DE LAS HORMONAS TIROIDEAS EN 
ÚTERO DURANTE LA GESTACIÓN EN LA RATA
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INTRODUCCIÓN

Uno de los procesos determinantes del éxito reproductivo es la implanta-
ción. En la rata, durante el período de implantación el endometrio se diferen-
cia y adquiere propiedades morfológicas y funcionales bajo la influencia de 
esteroides ováricos, que facilitan la adhesión del blastocito y la permeabilidad 
vascular. Los esteroides ováricos dominantes del desarrollo endometrial son 
progesterona (P4) y estradiol (E2), que actúan a través de sus receptores 
(PGRA, PGRB y ERS1, ERS2) permitiendo el aumento de la vasculatura 
a través del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFA) (Lessey, 
2003; Ma y cols., 2003; Ma y cols., 2001; Walter y cols., 2005; Kazi y cols., 
2005).

El desarrollo normal de la gestación depende, entre otros factores, 
de un apropiado funcionamiento de las hormonas tiroideas (HTs) (Hapon 
y cols., 2003, Hapon y cols., 2007 a y b; Leung y cols., 2011). Actualmente, 
se conoce que las HTs entran a la célula mediante transportadores espe-
cíficos. Algunos de estos transportadores han sido descriptos en cerebro, 
placenta y riñon de rata (Brix y cols., 2011; Amaral y cols., 2009; Ericsson y 
cols., 2007; Roberts y cols., 2008). Hasta la fecha, estos transportadores no 
han sido identificados en útero durante la gestación (Neves y cols., 2002). 
Luego de su ingreso a la célula, las HTs atraviesan otro nivel de control 
mediado por la acción de las enzimas deiodinasas. En el interior celular, la 
T4 puede ser deiodinada por la Deiodinasa 2 (DIO2) convirtiéndose en T3; 
por otro lado, puede ser inactivada a T3R por la Deiodinasa 3 (DIO3). Por lo 
tanto, dependiendo de la expresión o actividad de estas deiodinasas es que 
la acción de T3 puede variar de tejido a tejido constituyendo un importante 
mecanismo de control para el señalamiento de las HTs (Gereben y cols., 
2008). Las DIO2 y DIO3 se expresan el útero de roedores y son altamente 
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inducidas durante la preñez, pero no se conoce su regulación dependiendo 
del estado tiroideo. Un tercer mecanismo de regulación de la acción de 
las HTs, es la unión a sus receptores específicos (THR). Existen múltiples 
isoformas que tienen la capacidad de unir HTs: THRA1, THRB1, THRB2 y 
THRB3 (Cheng y cols., 2010). La expresión de las distintas isoformas varía 
según el tejido y también durante el desarrollo. Los receptores de HTs han 
sido descriptos en diversos tejidos reproductivos. Al igual que en el caso de 
los transportadores de membrana, hasta el presente, no ha sido descripto 
si existe una regulación diferencial de estos receptores en útero durante la 
gestación. 

El objetivo del presente trabajo fue dilucidar los mecanismos por los 
cuales las HTs tienen una participación esencial a nivel uterino en la implan-
tación, el desarrollo y crecimiento fetal. El estudio fue abordado de un modo 
integral incluyendo: la regulación del transporte de la HTs al interior celular 
y su metabolismo intracelular; así como también, la participación diferencial 
de sus receptores intracelulares en útero. También, se exploró la posible 
interacción entre las HTs y el mecanismo de acción de E2 y P4 durante la 
implantación. Por último, se evaluó el efecto del reemplazo de HTs y análo-
gos sintéticos para revertir los efectos deletéreos del defecto de HTs sobre 
la eficiencia reproductiva. Este trabajo pretende aportar nuevos datos a los 
mecanismos que pueden afectar el proceso reproductivo y generar nuevos 
abordajes terapéuticos para estas disfunciones en la fertilidad.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas, de las cepas Wistar a las cuales se 
les administró PTU en el agua de bebida (0.01%) para inducir hipotiroidismo. 
Para la terapia hormonal de reemplazo durante la gestación y lactancia se 
administró i.p. con solución de T3 (0,6 ug/100g) o GC-1 i.p. con solución de 
GC-1 (0,3 ug/100g). La expresión de ARNm se evaluó por RT-PCR en tiempo 
real. La expresión proteica en útero se determinó por Western blot y la con-
centración de hormonas por radioinmunoensayo. 
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RESULTADOS

Efecto del hipotiroidismo sobre la regulación del transporte al interior 
celular, metabolismo intracelular y presencia de receptores intracelulares 
de HTs en útero.

Los resultados obtenidos durante el presente trabajo demuestran la 
existencia de un primer nivel de regulación de la acción de HTs por la pre-
sencia de transportadores de membrana. Nuestros resultados han permitido 
demostrar que el útero de rata en el momento de la implantación expresa los 
transportadores SLC16A10, SLC7A5 y SLC7A8, estos datos sugieren que la 
entrada de las HTs al interior celular estaría regulada posiblemente en parte 
por la presencia de estos receptores transmembrana, y la presencia de los 
mismos es independiente del nivel de HTs en circulación. 

Otro nivel de regulación de la acción de HTs se encuentra en el cito-
plasma debido a la presencia de las Dio2 y Dio3 que permiten la conver-
sión de T4 en sus metabolitos activos a inactivos respectivamente. Se ha 
demostrado la presencia de ambas deiodinasas en el útero aumenta en el 
momento de la implantación y su expresión está directamente ligada a un 
aumento considerable de la actividad de las mismas (Galton y cols., 2001; 
Wasco y cols., 2003). Nuestros resultados demuestran que la expresión de 
Dio3 no se modifica por el efecto del hipotiroidismo; en cambio, la expresión 
de Dio2 disminuye significativamente por efecto del hipotiroidismo . Debido 
a que estas enzimas son sensibles a la acción de E2 y P4, podríamos espe-
cular que la expresión de Dio2 podría estar disminuida por una alteración 
en el mecanismo de señalización de alguna de estas hormonas o, tal vez, 
respondería a una regulación negativa dada por la disminución de los niveles 
de HTs en circulación, causadas por el tratamiento con PTU para compensar 
un óptimo nivel de HTs destinados al feto en desarrollo. Un tercer mecanismo 
de regulación de la acción de HTs resultaría de la unión de las mismas a sus 
receptores específicos. Se ha demostrado la presencia de las isoformas de 
los receptores de HTs Thra1, Thra2 y Thrb1 en útero humano, aunque no 
existen datos de su expresión durante la gestación. Nuestros resultados nos 
permitieron demostrar que el útero de rata durante la gestación expresa las 
isoformas Thra1 y Thrb1, y la expresión de los mismos disminuye significati-
vamente por el hipotiroidismo en el momento de la implantación. A pesar de 
los cambios observados en los THR la expresión del PGR no cambió a nivel 
transcripcional. 
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Interacción entre las HTs y el mecanismo de acción de E2 y P4 durante la 
implantación

En el presente trabajo decidimos exploramos la interacción que puede 
existir entre los niveles de HTs y los niveles circulantes de E2 y P4 como así 
también los factores involucrados a nivel uterino como es la expresión protei-
ca de sus receptores (ERS1, ERS2, PGRA y PGRB) y por otro lado un efector 
indirecto de la acción de E2 y P4 como es el mediador angiogénico VEGFA. 

El análisis sérico de la concentración de hormonas ováricas nos demos-
tró que no existe diferencia entre la concentración de P4 y E2 en circulación 
por efecto del hipotiroidismo en el momento de la implantación. 

Sin embargo, encontramos un aumento en la expresión proteica en los 
del receptor PGRA sin modificaciones en la isoforma PGRB. También obser-
vamos un aumento significativo en la expresión del receptor ESR2, sin modi-
ficaciones en ESR1. El aumento en los niveles del receptor de PGR también 
se vio acompañado en un aumento significativo en los niveles de VEGFA en 
este mismo tejido. 

Efecto del reemplazo de HTs y análogos sintéticos para revertir los efectos 
deletéreos del defecto de HTs sobre la eficiencia reproductiva

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado en trabajos previos que el hipo-
tiroidismo produce efectos adversos sobre la eficiencia reproductiva en la 
rata. Estos efectos se ven reflejados en una disminución en el número de 
crías por camada, atraso en el desencadenamiento del parto, y deficiencia 
del crecimiento de las crías durante la lactancia por una disminución en la 
calidad de la leche materna (Hapon y cols., 2003, Hapon y cols., 2007 a y b). 
Pero hasta el momento no habíamos explorado la posibilidad de revertir el 
efecto del hipotiroidismo mediante terapia hormonal de reemplazo dirigida a 
modular la actividad de los receptores de HTs.

La utilización de análogos selectivos como GC-1 que se une con la mis-
ma afinidad que T3 a TRb1 pero con una afinidad 10 veces menor que T3 a 
TRa1 no solo ha permitido conocer con mayor profundidad el mecanismo 
de acción de las HTs, sino que también, ofrece la posibilidad de que sean 
utilizados en el futuro para la intervención farmacológica de las patologías 
tiroideas (Chiellini y cols., 1998). Por lo tanto, evaluamos si la terapia de reem-
plazo hormonal con T3 o con el análogo sintético GC-1, de acción preferen-
cial sobre la isoforma Thrb1, puede ser administrada durante la gestación de 
manera segura para revertir las acciones deletéreas de la deficiencia de HTs. 
En cuanto a la eficiencia reproductiva encontramos que el hipotiroidismo al 
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igual que como lo hemos demostrado en trabajos anteriores, retrasa el des-
encadenamiento del parto. Tanto el tratamiento con T3 como con GC1 per-
mitieron un desencadenamiento normal del parto en las ratas hipotiroideas, 
aunque el tratamiento exclusivo con GC1 también retardo el desarrollo del 
parto. De acuerdo a esto, podemos inferir que la excesiva señalización por la 
vía del receptor THRB1 interfiere en el normal desarrollo de los procesos a 
nivel uterino que permiten el desencadenamiento del parto. 

En cuanto al número de crías por camada, en concordancia con nuestros 
datos previos, determinamos que el hipotiroidismo disminuye el número de 
crías por camada. Tanto el tratamiento con T3 y GC1 normalizan el número 
de crías por camada en ratas hipotiroideas. Además, constatamos que el tra-
tamiento único con T3 y GC1 no producen alteraciones en el número de crías 
por camada. El número de sitios de implantación de acuerdo con el número 
de crías por camada, disminuye significativamente en el hipotiroidismo y el 
tratamiento con T3 y GC1 revierten este efecto a valores similares al control. 

A diferencia del efecto positivo de la terapia de reemplazo observada 
durante la gestación, el estudio del crecimiento de las crías arrojó resulta-
dos negativos. Esto se debe a que el hipotiroidismo disminuyó significativa-
mente el peso de las crías durante la lactancia, resultados que concuerdan 
con nuestros estudios previos (Hapon y cols., 2007). Estudio de la terapia 
de reemplazo durante la lactancia demostró que el tratamiento hormonal de 
reemplazo, ya sea utilizando T3 como GC1 no revierten el efecto pernicioso 
del hipotiroidismo sobre el crecimiento de las crías. Este resultado puede ser 
el efecto de una acción directa del antitiroideo PTU, ya que se ha demostrado 
que el mismo puede ser transferido desde la circulación materna a la leche y 
por lo tanto actuar en las crías que como resultado también afectaría al meta-
bolismo tiroideo de las mismas (Nakamura y cols., 2007).

CONCLUSIÓN

El presente trabajo nos permitió establecer que las HTs actúan a nivel 
uterino mediante finos mecanismo de regulación. Uno de estos mecanismos 
comprende el transporte de HTs mediante transportadores de membrana 
SLC16A10, SLC7A5 y SLC7A8 que son independientes del estado tiroideo. 
Las enzimas metabolizadoras de HTs DIO2 es sensible al nivel de HTs. Los 
receptores THRA1 y THRB1 se expresan en útero y son modulados positiva-
mente por las HTs. 
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El estado tiroideo aumenta la expresión de receptores de PGRA y ESR2, 
como así también la expresión del factor angiogénico VEGFA. Estos resulta-
dos podrían indicar los mecanismos posibles por los cuales el hipotiroidismo 
afecta el proceso de la implantación y el desarrollo fetal. Esta acción de las 
HTs sería mediada principalmente a través del THRB1 según los resultados 
obtenidos a partir de la terapia hormonal de reemplazo durante la gestación. 
La terapia hormonal de reemplazo durante la lactancia no es efectiva utilizan-
do este modelo animal ya que la administración del antitiroideo PTU alcan-
zaría también a las crías mediante la leche materna, produciendo un efecto 
directo sobre las mismas.
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ABSTRACT

Introduction
The success of reproduction is directly linked to implantation. In the rat, 

this process depends on the influence of estradiol (E2) and progesterone (P4) 
on the endometrial tissue. These hormones exert their action through their 
receptors (PGRA, PGRB y ERS1, ERS2) stimulating the vascular endothe-
lium due to the increase in the vascular endothelium growth (VEGFA).

It is largely known that the normal development of gestation depends 
on the adequate levels of thyroid hormones (THs). Nevertheless, the precise 
mechanism of action of THs remains elusive. The goal of present study was to 
elucidate the participation of THs at uterine level during gestation. We evalu-
ate the possible mechanism of entry, metabolism and receptor interaction of 
THs in uterus during implantation. Besides, we performed a feasibility study 
of T3 or GC1 (synthetic THRB1 analogous) replacement for the treatment of 
hypothyroidism during gestation and lactation. 

This study demonstrate that uterus during gestation express membrane 
transporter of THs (SLC16A10, SLC7A5 y SLC7A8) independent of THs lev-
els; DIO2 and DIO3 where the former is sensitive to THs levels; as well as 
THRA1 y THRB1 receptors. Hypothyrodism also modulates PGRA y ESR2 
receptors and the angiogenic factor VEGFA. The replacement therapy during 
gestation with T3 or GC1, demonstrate the importance of THs action through 
the THRB1 receptor in the process of implantation and maintenance of preg-
nancy in the rat. 
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MODULACIÓN DE LA FISIOLOGÍA DE LOS LINFOCITOS 
T gδ POR NEUTRÓFILOS.
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RESUMEN

Los linfocitos T γδ son células T no convencionales que se caracterizan 
por poseer un repertorio de receptor T restringido. Participan en la respuesta 
inmune protectora frente a patógenos intracelulares y extracelulares, la vigi-
lancia tumoral, la modulación de la respuesta inmune innata y adaptativa, la 
cicatrización de los tejidos, el mantenimiento de las células epiteliales, y la 
regulación de la función de órganos. Además, las células T γδ estimulan el 
reclutamiento y la activación de los neutrófilos. En este trabajo, se investigó 
el rol de los neutrófilos durante la activación de los linfocitos T γδ obtenidos 
a partir de sangre periférica humana, inducida por (E)-1-hidroxi-2-metilbut-
2-enil 4-difosfato (HMBPP) y por anticuerpos anti-CD3. Nuestros resultados 
muestran que en células T γδ activadas por el agonista HMBPP, los neutró-
filos pueden inhibir el aumento en la expresión de CD69, la producción de 
IFN-γ y la proliferación de celular. Observamos que la inhibición de pros-
taglandina E2 y arginasa I no ejerce ningún efecto sobre la acción de los 
neutrófilos sobre las células T γδ, por el contrario, la catalasa evita el efecto 
supresor de los neutrófilos. Esto sugiere la participación de los intermediarios 
reactivos del oxígeno (IROs) derivados de los neutrófilos. En este sentido, 
demostramos que el sistema de generación de IROs xantina/xantina oxidase, 
suprime la activación de las células T γδ, de manera similar a lo observado 
para los neutrófilos. Además, los neutrófilos de pacientes con enfermedad 
granulomatosa crónica, los cuales presentan un defecto en la generación de 
IROs, inhiben débilmente a las células T γδ. De manera opuesta, encontra-
mos que, cuando las células T γδ se activan con anticuerpos anti-CD3, los 
neutrófilos provocan un aumento en la expresión de CD69 y en la producción 
de IFN-γ y TNF-α. Demostramos que la inhibición de caspasa-1 y el bloqueo 
de IL-18 no ejercen ningún efecto sobre la modulación de la actividad de las 
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células T γδ por los neutrófilos. Por el contrario, el tratamiento con un inhibidor 
de serino proteasas impedido la potenciación de la activación de células T γδ 
inducida por neutrófilos. Además, la adición de elastasa, una de las serino 
proteasas secretada por neutrófilos, al cultivo de células T γδ, provocó un 
aumento en su activación; y el tratamiento de neutrófilos con un inhibidor de 
la elastasa impidió el efecto potenciador de los mismos sobre la activación 
de células T γδ. Nuestros resultados muestran la existencia de una estrecha 
relación bidireccional entre las células T γδ y los neutrófilos, mientras que las 
células T γδ promueven el reclutamiento y la activación de los neutrófilos para 
luchar contra los patógenos invasores, los neutrófilos, a su vez modulan la 
activación de las células T γδ.

INTRODUCCION

Las células T γδ se encuentran en la interfase de los elementos pro-
pios a la inmunidad innata y aquellos pertenecientes a la inmunidad adapta-
tiva. Constituyen un sublinaje no convencional de células T que expresan un 
receptor de antígeno heterodimérico integrado por las cadenas γ y δ [1]. En 
contraste con las células T αβ clásicas, las células T γδ no están restringidas 
por el CMH de clase I o II y, por lo general, no expresan receptores CD4 
o CD8. Reconocen una variedad de “antígenos” propios que incluyen a las 
moléculas inducidas por estrés MICA/B, proteínas de shock térmico, y tam-
bién metabolitos no peptídicos derivados de la biosíntesis de isoprenoides [2, 
3]. Funcionalmente, las células T γδ son capaces de mediar respuestas citotó-
xicas contra células infectadas por una variedad de virus, bacterias, o proto-
zoos y también pueden reconocer y destruir células tumorales [4]. De hecho, 
se ha observado que las células T γδ suelen mostrar una alta producción de 
IFN-γ durante el desarrollo temprano del tumor [5]. La citotoxicidad ejercida 
por las células T γδ está mediada por perforinas/granzimas, el sistema Fas/
FasL o a través de la producción de TNF-α [6]. 

Por otra parte, los granulocitos neutrófilos participan, en primer lugar, en 
la inmunidad frente a infecciones bacterianas y micóticas. Están involucra-
dos, además, en la etiopatogenia de enfermedades de naturaleza inflamato-
ria y autoinmune. En un contexto infeccioso, los neutrófilos son reclutados en 
respuesta a una variedad de factores quimiotácticos producidos en el seno 
de los tejidos desafiados y llegan al sitio de infección rápida y masivamente 
para fagocitar y destruir a los microrganismos [7, 8].
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Numerosos trabajos publicados en los últimos años muestran que las 
células T γδ pueden regular la función de los neutrófilos. Este fenómeno ha 
sido extensamente descripto e involucra la producción de diferentes citocinas 
por parte de las células T γδ [9]. Sorprendentemente, no hay antecedentes 
bibliográficos referidos al posible rol ejercido por los neutrófilos sobre la fun-
cionalidad de las células T γδ. Esto fundamenta nuestro objetivo de trabajo el 
cual es evaluar las características funcionales de las células T γδ cultivadas 
en presencia de neutrófilos, y estudiar los posibles mecanismos moleculares 
a través de los cuales los neutrófilos modulan la actividad de las células T γδ. 

RESULTADOS
Primera parte

Los ensayos realizados durante el primer periodo de subsidio contribu-
yeron a la finalización de un trabajo que fue publicado en el año 2014 [10] y 
que se adjunta a esta presentación. Los resultados de este trabajo se resu-
men a continuación:

Existen trabajos previamente publicados demostrando que las células T 
γδ son capaces de estimular el reclutamiento y la activación de los neutrófilos 
en un foco infeccioso mediante la liberación de citocinas y quimiocinas. Sin 
embargo, al inicio del desarrollo de este plan de trabajo no existían trabajos 
publicados que demostraran el rol de los neutrófilos sobre los linfocitos T γδ. 
Por esta razón, nosotros decidimos evaluar si los neutrófilos eran capaces de 
modular la funcionalidad de las células T γδ. Nuestros resultados demuestran 
que los neutrófilos son capaces de suprimir la activación, medida a través 
de la expresión de los marcadores de superficie CD25 (figura 1A) y CD69 
(figura 1B); la producción de IFN-γ (figura 1C); y la proliferación (figura 1D) 
de las células T γδ inducida por el agonista específico, HMBPP.

En relación al mecanismo efector de la supresión, nosotros observamos 
que este fenómeno inhibitorio no depende de la producción de PGE2, ni de la 
expresión de la enzima arginasa I por parte del neutrófilo. Sin embargo, este 
proceso estaría mediado por la producción de intermediarios reactivos del 
oxígeno (IROs) por parte del neutrófilo, dado que el tratamiento con catalasa 
previno el efecto supresor de los neutrófilos sobre las células T γδ (figura 2A). 
Por otro lado, el cultivo de las células T γδ en presencia de xantina/xantina 
oxidasa (figura 2B), el cual es un sistema generados de IROs, suprimió la 
activación de dichas células.
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Figura 1: (A-C) Las células T γδ se estimularon con HMBPP por 90 min. Luego se lava-
ron y se cultivaron en ausencia o presencia de neutrófilos (Ne) durante 48 hs a 37°C. A 
continuación, se analizó por citometria de flujo la expresión de CD25 (A) y CD69 (B), y 
se midió IFN-γ en los sobrenadantes de cultivo por ELISA (C). *p<0.05, n= 22 (A y B), 
n= 5 (C). (D) Las células T γδ se marcaron con CFSE (5 μM, 20 min a 37◦C) y se incuba-
ron con HMBPP (1 y 10 μM) por 90 min at 37◦C. Luego se lavaron y se cultivaron duran-
te 4 días en ausencia o presencia de neutrófilos a una relación celular de 1:1, en medio 
suplementado con IL-2 humana recombinante (100 U/ml). La proliferación se analizó 
por citometría de flujo, los resultados se expresan con la media ± SEM, n= 7. *p<0.05 
versus células T γδ T no estimuladas y cultivadas sin Ne, #p<0.05 versus células T γδ T 
estimuladas con 1 μM de HMBPP y cultivadas sin Ne. Test Mann–Whitney one-tailed.

 A)	 B)

En conjunto nuestros resultados muestran un “cross-talk” bidireccional 
entre las células T γδ y los neutrófilos: mientras las células T γδ promueven el 
reclutamiento y la activación de los neutrófilos para eliminar al patógeno inva-
sor, los neutrófilos suprimen la activación de las células T γδ contribuyendo a 
la resolución de la inflamación.
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Figura 2: Las células T γδ se estimularon con HMBPP (10 μM, 90 min). Luego de lavar, 
las células T γδ se cultivaron en ausencia (barras blancas) o presencia (barras grises) 
de neutrófilos, con o sin catalasa (A) o en presencia de xantina (100 μM) y xantina 
oxidasa (1mU/ml) (X/XO) (B). Luego de 48 hs de cultivo a 37°C se analizó la expresión 
de CD25 por citometría de flujo. *p<0.05, n= 6.

Segunda parte

Posteriormente decidimos evaluar si los neutrófilos eran capaces de modular la 
activación de las células T γδ en respuesta a otros estímulos, diferentes al agonista 
HMBPP. Por tal motivo utilizamos anticuerpo anti-CD3 como estímulo de las células 
T γδ. A continuación se describen los resultados obtenidos, aún no publicados:

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones experimentales, en base 
a los resultados obtenidos (resultados no mostrados) se estableció como condición 
de cultivo para la simulación de las células T γδ, 250 ng/ml de anticuerpos anti-CD3 
durante 24 h. En el caso de co-cultivos con neutrófilos, se utilizó una relación T 
γδ:neutrófilo de 1:1.

En la figura 3, se puede observar que la incubación con anticuerpos anti-CD3 
aumenta el nivel de expresión de CD69 (figura 3A) y la producción de las citocinas 
IFN-γ (figura 3B) y TNF-α (figura 3C). A diferencia de lo descripto para la estimu-
lación con el agonista HMBPP [10], los neutrófilos potencian la activación de las 
células T γδ estimuladas con anticuerpos anti-CD3, medido a través de la expresión 
de CD69 (figura 3D) y la producción de IFN-γ (figura 3E) y TNF-α (figura 3F).

Cabe mencionar que el efecto potenciador de los neutrófilos sobre las células T 
γδ fue específico para la estimulación con anticuerpos anti-CD3, dado que pudimos 
observar que cuando las células T γδ se cultivaron en placas de cultivo previamente 
cubiertas con anticuerpos anti-CD32, o con IgG humana no se vio aumento en la 
expresión de CD25 ni CD69 (resultado no mostrado)
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Figura 3: (A-C) Las células T γδ se estimularon con anticuerpos anti-CD3 inmovili-
zado en placas de cultivo (250 ng/ml) durante 24 h. Luego se analizó la expresión de 
CD69 por citometría de flujo (A) (n= 14) y la producción de INF-γ (B) (n= 18) y TNF-α (C) 
(n= 14) por ELISA en los sobrenadantes de cultivo. ***p<0.001. Test Wilcoxon de dos 
colas. (D-F) Las células T γδ se estimularon con anticuerpos anti-CD3 inmovilizado 
en placas de cultivo (250 ng/ml) durante 60 min. Luego se incorporaron los neutrófilos 
(Ne) y a las 24 h se analizó la expresión de CD69 en las células T γδ por citometría 
de flujo (D) (n= 15) y la producción de IFN-γ (E) (n= 24) y TNF-α (F) (n= 11) en los 
sobrenadantes de cultivo por ELISA. *p<0.05 vs células con anti-CD3, sin Ne. Test de 
Friedman con post test de Dunn.

Con el objetivo de estudiar si el efecto de los neutrófilos sobre las células 
T γδ dependía del contacto celular o de la presencia de algún factor soluble, 
se realizaron ensayos utilizando placas con transwells, con membrana de 
poro 0,4 µm lo cual impide el pasaje de células y permite el de moléculas 
solubles. Las células T γδ se sembraron en el compartimento inferior del tran-
swell el cual fue previamente tratado o no con anticuerpos anti-CD3. Luego 
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se incorporaron los neutrófilos en el compartimiento superior. En la figura 4 
se puede observar que cuando las células T γδ y los neutrófilos se cultivaron 
separados por la membrana del filtro del transwell, la potenciación se man-
tiene, hay aumento en la expresión de marcadores de activación como CD25 
(figura 4A) y en la producción de INF-γ (figura 4B).

Figura 4: Las células T γδ se estimularon con anticuerpos anti-CD3 (250 ng/ml, 60 
min) inmovilizado en el compartimiento inferior de placas transwells. Luego se incor-
poraron los Ne en el compartimiento superior. Transcurridas 24 hs de cultivo se analizó 
la expresión de CD25 en las células T γδ por citometría de flujo (n= 8), y la producción 
de IFN-γ por ELISA (n= 6). *p<0.05. Test Wilcoxon de dos colas.

Se ha descripto que la IL-18 puede promover la expansión de célu-
las T αβ CD8+ estimuladas con anticuerpos anti-CD3 [11], y de células 
NK estimuladas con IL-2 [12]. Además, la IL-18 estimula la proliferación de 
células T γδ activadas con IL-2 y zoledronato [13]Gander Hubert, Komu-
czki Juliana, Rahm Andrea, Thurnher Martin</author></authors></con
tributors><titles><title>Essential requirements of zoledronate-induced 
cytokine and gammadelta T proliferative responses</title><secondary-
title>J Immunol</secondary-title></titles><periodical><full-title>J Immu-
nol</full-title></periodical><pages>1346-1355</pages><volume>191</
volume><dates><year>2013</year></dates><urls></urls></record></
Cite></EndNote>. Al igual que para IL-1β, la maduración de pro-IL-18 a IL-18 
depende de la actividad de la enzima caspasa-1. Dado que esta citocina es 
liberada por neutrófilos activados [14], decidimos estudiar el rol de IL-18 como 
mediador del efecto potenciador de la activación de las células T γδ. Para lo 
cual realizamos ensayos de co-cultivo de células T γδ y neutrófilos en presen-
cia del inhibidor de caspasa-1, YVAD-CMK. En la figura 5 se puede observar 
que el tratamiento de neutrófilos con el inhibidor de caspasa-1, no modificó 
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la capacidad de los neutrófilos de potenciar la activación de las células T γδ. 
Con lo cual concluimos que IL-18 no estaría participando en este fenómeno.

Figura 5: Las células T γδ se estimularon con anticuerpos anti-CD3 inmovilizado en 
placas de cultivo (250 ng/ml) durante 60 min. Luego se incorporaron los neutrófilos 
(Ne) a una relación T γδ:Ne 1:1. Un grupo de neutrófilos fueron previamente incuba-
dos con el inhibidor de caspasa-1, YVAD-CMK (20 μM, 30 min a 37°C). Como control 
las células T γδ se cultivaron en presencia del inhibidor. Luego de 24 h de cultivo se 
analizó la expresión de CD69 en las células T γδ por citometría de flujo (A) (n= 7) y la 
producción de IFN-γ (B) (n= 5) y TNF-α (C) (n= 3) en los sobrenadantes de cultivo por 
ELISA. *p<0.05. Test Friedman con post test de Dunn. n.s.= no significativo.

A continuación decidimos evaluar el rol de las serino proteasas: elas-
tasa, cathepsina G y proteinasa 3, producidas por los neutrófilos durante la 
activación de las células T γδ estimuladas con anticuerpos anti-CD3. Se ha 
reportado en la bibliografía que estas enzimas pueden inducir la activación de 
las células T convencionales (TCR αβ) [15]. Para llevar a cabo este objetivo, 
realizamos ensayos de co-cultivo de células T γδ y neutrófilos en presencia o 
ausencia de un inhibidor irreversible de las serino proteasas (Pefabloc). En la 
figura 6 se puede observar que la inhibición de las serino proteasas revierte 
el efecto potenciador de los neutrófilos sobre las células T γδ, medido a través 
de la expresión de CD69 (figura 6A) y la producción de IFN-γ (figura 6B) y 
TNF-α (figura 6C).
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Figura 6: Las células T γδ se estimularon con anti-CD3 inmovilizado en placas de 
cultivo (250 ng/ml) durante 60 min. Luego se incorporaron los neutrófilos (Ne) a una 
relación T γδ:Ne 1:1. Un grupo de neutrófilos fueron previamente incubados con el inhi-
bidor irreversible de serino proteasas, Pefabloc (20 μM, 30 min a 37°C). Como control 
las células T γδ se cultivaron en presencia del inhibidor. Luego de 24 h de cultivo se 
analizó la expresión de CD69 en las células T γδ por citometría de flujo (A) (n= 13) y 
la producción de IFN-γ (B) (n= 7) y TNF-α (C) (n= 4) en los sobrenadantes de cultivo 
por ELISA. *p<0.05 versus linfocitos T γδ incubados con anti-CD3, en ausencia de 
neutrófilos sin Pefabloc. #p<0.05 versus linfocitos T γδ incubados con anti-CD3, en 
presencia de neutrófilos sin Pefabloc. Test Friedman con post test de Dunn.

A partir de estos resultados, decidimos evaluar el efecto de las diferen-
tes serino proteasas leucocitarias: elastasa, cathepsina G y proteinasa 3. 
En primer lugar, evaluamos el rol de la elastasa en nuestro sistema expe-
rimental. La figura 7A muestra que en presencia de células T γδ activadas 
con anti-CD3, los neutrófilos secretan mayor cantidad de elastasa al medio 
de cultivo. Posteriormente, analizamos si la elastasa participaba de forma 
directa en la activación de las células T γδ, previamente activadas por anti-
CD3. En la figura 7B y C se puede observar que el agregado exógeno de 
elastasa al cultivo de células T γδ indujo un aumento en la activación de 
las mismas, medido en función de la producción IFN-γ (fgura7B) y TNF-α 
(fgura7C). Este efecto fue similar al observado en los co-cultivos con neu-
trófilos. Por otro lado, el tratamiento de los neutrófilos con un inhibidor de 
elastasa revirtió el efecto potenciador de los mismos sobre las células T γδ 
(figura 7D-F).
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Figura 7: Las células T γδ se estimularon con anticuerpos anti-CD3 inmovilizado en 
placas de cultivo (250 ng/ml) durante 60 min. Luego se incorporaron los neutrófilos 
(Ne) a una relación T γδ:Ne 1:1 o elastasa (1 µg/ml). Luego de 24 h de cultivo se eva-
luó, en los sobrenadantes de cultivo, la producción de elastasa por neutrófilos con un 
sustrato específico (Glp-Pro-Val-pNA) y análisis por espectrofotometría (A) (*p<0.05. 
Test Wilcoxon de dos colas, n= 8), y la producción de IFN-γ (B) (n= 5) y TNF-α (C) (n= 
6) por ELISA. *y #p<0.05 versus linfocitos T γδ incubados con anti-CD3. Test Kruskal 
Wallis con post test de Dunn. (D-F) Previo a la incorporación al cultivo, un grupo de 
neutrófilos se incubó con el inhibidor de elastasa, MeOSu-AAPV-CMK (IE, 3 µM, 30 
min. El inhibidor se mantuvo durante todo el cultivo. Transcurridas 24 h de cultivo a 
37°C se analizó la expresión de CD69 en las células T γδ (D) (n= 4), por citometría de 
flujo y la produccion de IFN-γ (E) (n= 5) y TNF-α (F) (n= 5) en sobrenadantes de cultivo, 
por ELISA. Los resultados se expresan como la media ± SEM. *p<0.05 vs células T γδ 
en ausencia de Ne y sin EI. Test Friedman con Dunn’s posttest.

Estos resultados sugieren que la elastasa estaría actuando como un 
regulador de la actividad de las células T γδ.
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CONCLUSIÓN

A partir de nuestros resultados, podemos concluir que los neutrófi-
los suprimen la activación de las células T γδ inducida por el fosfoantíge-
no, HMBPP a través de un mecanismo dependiente de los intermediarios 
reactivos del oxígeno. Mientras que, cuando las células T γδ son activadas 
empleando anticuerpos anti-CD3, los neutrófilos potencian la activación 
inducida por este agonista, a través de la acción de la elastasa liberada.
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ABSTRACT

γδ T cells are non-conventional, innate-like T cells, characterized by a 
restricted TCR repertoire. They participate in protective immunity response 
against extracellular and intracellular pathogens, tumor surveillance, modula-
tion of innate and adaptive immune responses, tissue healing and epithelial cell 
maintenance, and regulation of physiological organ function. γδ T cells have 
been shown to stimulate the recruitment and activation of neutrophils. In this 
study, we investigated the role of neutrophils during the activation of human 
blood γδ T cells by (E)-1-hydroxy-2-methylbut-2-enyl 4-diphosphate (HMBPP) 
and by anti-CD3 antibodies. We found that the up-regulation of CD69 expres-
sion, the production of IFN-γ and the proliferation of γδ T cells induced by 
HMBPP are inhibited by neutrophils. We show that inhibitors of prostaglandin 
E2 and arginase I do not exert any effect, in contrast, catalase prevents the 
suppression of γδ T cells induced by neutrophils, suggesting the participation 
of neutrophil derived reactive oxygen species (ROS). We show that the ROS-
generating system xanthine/xanthine oxidase suppresses γδ T cells in a similar 
fashion to neutrophils, while neutrophils from chronic granulomatous disease 
patients only weakly inhibit γδ T cells. Conversely, we found that the up-regu-
lation of CD69 expression, and the production of IFN-γ and TNF-α induced by 
anti-CD3 antibodies were potentiated by neutrophils. We found that inhibition 
of caspase-1 and blocking of IL-18 do not exert any effect. By contrast, the 
treatment with serine protease inhibitor prevents the potentiation of γδ T cell 
activation induced by neutrophils. Moreover, the addition of elastase to γδ T cell 
culture increases their activation, and the treatment of neutrophils with elastase 
inhibitor prevents the effect of neutrophils on γδ T cell activation. Our results 
reveal a bi-directional cross-talk between γδ T cells and neutrophils: while γδ T 
cells promote the recruitment and the activation of neutrophils to fight invading 
pathogens, neutrophils in turn modulates the activation of γδ T cells.
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RESUMEN

En los últimos años se ha observado un gran incremento tanto, en la apa-
rición de nuevas enfermedades infecciosas, como lare aparición de otras que 
ya se consideraban controladas. La mayoría de estas enfermedades, son 
patologías emergentes y re-emergentes causadas por virus (WHO, 2000). 
Son numerosos los ejemplos de nuevos agentes virales patógenos de recien-
te aparición (como por ejemplo podemos citar virus West Nile en América) así 
como la reaparición o recrudecimiento en la virulencia de virus ya conocidos, 
que repentinamente desencadenan brotes o epidemias de fácil diseminación 
global (virus Chikungunya). Dentro de estas infecciones, las virosis transmiti-
das por artrópodos (arbovirus) constituyen un problema sanitario de elevado 
impacto real y potencial para Argentina y el resto de América.

Para nuestro país, los arbovirus que cobran especial importancia son 
los Flavivirus y Alfavirus. Entre los Flavivirus, podemos citar al virus den-
gue (DENV) que ha provocado casos humanos autóctonos en los últimos 
años (Sabattini et al., 1998; Ministerio de Salud de la Nación, 2009) y que ha 
tenido un brote epidémico en la ciudad de Córdoba, en este último período 
estival (Boletín Integrado de Vigilancia, 2016), encefalitis Saint Louis (SLEV) 
y West Nile (WNV). Los dos últimos virus además de generar encefalitis en 
humanos, producen, en la mayoría de los casos, cuadros febriles que suelen 
confundirse con DENV. Entre los Alfavirus, tiene importancia el virus Ence-
falitis Equina Venezolana (VEEV), cuyos subtipos enzoóticos se detectaron 
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en las provincias de Córdoba, Salta, Chaco, Formosa y Tucumán (Pisano et. 
al., 2010 a,b). Ocasionalmente puede causar enfermedad en humanos, con 
un cuadro clínico similar al provocado por DENV. La mayoría de estos virus 
producen infecciones emergentes o re-emergentes de relevancia sanitaria, 
ya que están huérfanas de quimioterapia efectiva o de vacunas preventivas 
en muchos casos (LaBeaud, 2008)

A pesar de que en la actualidad se conoce una gran variedad de sustan-
cias de síntesis química con actividad antiviral, solo un pequeño número de 
ellas ha obtenido su licencia para ser utilizados en humanos. En este contex-
to, la carencia de fármacos seguros y eficaces para el tratamiento de diferen-
tes enfermedades causadas por virus, muestran la necesidad de disponer de 
drogas antivirales efectivas para el tratamiento de estas patologías regiona-
les. En este sentido, el estudio de las plantas ha sido, y seguirá siendo, una 
de las bases de la farmacología, resultando de marcado interés encontrar a 
partir de especies vegetales productos naturales o sus derivados semi-sinté-
ticos, que puedan tener aplicación en tratamientos curativos y/o preventivos 
de estas y otras patologías virales que afectan a nuestro país. 

A nivel mundial numerosos trabajos muestran que extractos de diversos 
géneros de plantas son efectivos para inhibir la replicación de diferentes virus 
(Konigheim et al., 2005; Konigheim et al., 2006; Rodríguez and del Barrio 
Alonso, 2008; Freitas et al., 2009; Konigheim et al., 2009; Tolo et al., 2010; 
Cecílio Batista et al., 2012; Faccin-Galhardi et al., 2012, Konigheim et al., 
2012); sin embargo los antecedentes relacionados a la actividad antiviral de 
compuestos naturales sobre arbovirus son escasos o nulos. 

Considerando lo anteriormente expuesto, otra alternativa para prevenir 
las infecciones causadas por arbovirus consiste en el control y eliminación 
del vector y sus lugares de cría. 

Los métodos de control químico de insectos son utilizados extensamente 
por su facilidad de uso, efectividad y almacenamiento, pero acarrean pro-
blemas como disturbios en el ambiente, resurgencia de plagas, resistencia 
de plagas a plaguicidas, efectos letales sobre organismos no blanco y toxi-
cidad en humanos (Prakas and Rao, 1997). Como así también el desarrollo 
de resistencia a una amplia gama de insecticidas químicos (Cilek and Knapp, 
1995; Mazzari and Georghiou, 1995; Biber et al., 2005).

La necesidad de encontrar nuevos insecticidas que dificulten la apari-
ción de mecanismos de resistencia, y a la vez que sean biodegradables, sin 
efectos tóxicos, y aún eficientes, ha desencadenado interés en el desarrollo 
de insecticidas botánicos generalmente de amplio espectro, sin riesgos en 
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su aplicación y naturalmente degradables (Ascher, 1993; Taluker and House, 
1995). Existen antecedentes concernientes a la actividad pesticida de nume-
rosas especies de plantas provenientes de diferentes regiones del mundo 
(Vatandoost and Vaziri, 2004; Cetin and Yanikoglu, 2006; Pavela, 2008). Sin 
embargo, la información respecto a esta actividad en plantas autóctonas de 
nuestro país es escasa. 

El objetivo general del presente proyecto es conocer y registrar los prin-
cipios biológicamente activos presentes en plantas autóctonas de nuestro 
país, para iniciar la búsqueda de nuevas drogas de origen natural, con poten-
cial aplicación sobre arbovirus y el control de sus vectores.

Se recolectaron ejemplares de las especies Larrea cuneifolia Cav y 
Larrea divaricata Cav (Zygophyllaceae) (“jarillas”), Baccharis crispa Spreng 
(“carqueja”) y Tagetes minuta L. (Asteraceae) (“suico”), Galium latoramosum 
(Hook et Arn) Clos (“chipi chipa”) y Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubia-
ceae) (“cegadera). 

Mediante extracción continua con Söxhlet se prepararon extractos orgá-
nicos de diferente polaridad. Los extractos acuosos fueron obtenidos por 
maceración y decocción. 

Los ensayos in vitro, se llevaron a cabo utilizando la línea celular Vero, 
y abarcaron 2 etapas. En la primera se determino la citotoxicidad de cada 
extracto mediante la observación microscópica de alteraciones morfoló-
gicas y la evaluación de la viabilidad celular por el método de captación 
de rojo neutro (Borenfreud and Puerner, 1985). Esto nos permitió, obtener 
valores importantes como, la concentración citotóxica 50 (CC50), la máxima 
concentración no citótoxica (MCNC o CC90) y una concentración subtóxica 
(SubTC). 

En la segunda etapa se evaluó la actividad antiviral de los extractos 
mediante el método de reducción de unidades formadoras de placa (UFP), 
sobre los virus Encephalitis de Saint Louis (SLEV), West Nile (WNV), Dengue 
(DENV) y Encefalitis Equina Venezolana (VEEV).

Los ensayos in vivo comprendieron, el establecimiento de la colonia de 
mosquitos Aedes (St.) aegypti siguiendo las pautas de Gerber et al. (1994), 
para poder contar con contar con estados inmaduros y adultos en cantidad 
suficiente para realizar los ensayos de actividad larvicida, siguiendo las indi-
caciones de WHO, 2005. 

El valor de CC50, nos da una idea de la potencia de los extractos, cuando 
más chico es este valor más toxico resulta el extracto. Teniendo en cuenta 
esto podemos decir que los extractos CHCL3 de las jarillas, Hex de carqueja, 
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Gl-ButOH-EtOAc de chipi chipa y P1 de suico, fueron los más citotóxicos 
(Valores de CC50. 20,05; 27,3; 32,03; 51,34; 84,9 µg/mL, respectivamente). 
En contraposición los extractos, AC y AF para jarillas, MeOH para carqueja, 
Gl-EtOH de chipi-chipa y P3 para suico, resultaron ser los menos citotóxicos. 
Estos parámetros, nos permitieron contar con la información necesaria para 
evaluar la potencial capacidad antiviral de los extractos a concentraciones en 
las cuales la toxicidad es baja o nula. 

La evaluación de la actividad antiviral, demostró que la mayoría de los 
extractos probados no resultaron activos contra las cepas de virus ensaya-
das. Con excepción del extracto CHCl3 de carqueja y los extractos P1 y P2 de 
T. minuta, que fueron activos para VEEV en el primer caso, y para WNV en el 
segundo. En esto último caso, vale la pena resaltar que si bien los resultados 
fueron discordantes, se logro observar una tendencia a la inhibición de WNV. 
Por esta razón, se evaluó la actividad virucida (acción directa sobre las partí-
culas virales antes de su ingreso a la célula hospedadora) de dichos extrac-
tos. Determinándose que los mismos poseen buena actividad virucida, donde 
se destaca P1 sobre ESLV y WNV, y P2 con solo buena actividad sobre WNV. 
Un hecho notorio es que algunos extractos que habían resultado inactivos, al 
evaluar su comportamiento directo sobre las partículas virales evidenciaron 
actividad. En este sentido, cabe destacar a P1 y P2 que al evaluar su acción 
virucida fueron totalmente contundentes en los resultados, con inhibiciones 
entre 80 y 90 %). .

Los ensayos de actividad larvicida demostraron que, solo CHCl3 de L. 
cuneifolia, Hex. y CHCl3 de B. crispa, todos los de H. pustulata (especie solo 
evaluada para esta actividad) y todos los de T. minuta resultaron activos con-
tra larvas de Ae. (St.) aegypti. Destacándose que los extractos de T. minuta 
fueron los que exhibieron los menores valores de concentración letal 50 (CL50 
0,007 mg/mL P1, 0,009 mg/mL P2 y 0,008 mg/mL P3)

El análisis químico de algunas de las especies vegetales estudiadas, 
comprobó que en L. divaricata y L. cuneifolia, se encuentra presente el ligna-
no Acido nordihydroguaiaretico, pudiendo ser el responsable de las activida-
des observadas en estas especies. En T. minuta se determino la presencia 
de los flavonoides quercetina, 3,3´-dimetil quercetina y alpha-terthienyl, no 
pudiendo asociar la actividad a estos metabolitos. En B. crispa se estableció 
la presencia del diterpeno Bacrispina, confirmándose que este compuesto no 
es el responsable de las actividades observadas. De la misma manera, en 
la especie G. latoramosum, se comprobó la presencia de una antraquinona 
(Lucidina primaverosido) en los extractos bioactivos, aunque este compuesto 
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no sería el responsable de la actividad, ya que el mismo no tuvo actividad 
sobre los virus evaluados. 

Teniendo en cuenta que el estudio de especies vegetales ha sido, y 
seguirá siendo, una de las bases de la farmacología, dentro del pool de plan-
tas nativas evaluadas en este proyecto, podemos destacar a T. minuta como 
una especie promisoria, fuente de compuestos bioactivos con baja citotoxici-
dad, potenciales propiedades antivirales y larvicidas. De esta manera, podría 
convertirse en una alternativa al control de mosquitos vectores de arbovi-
rus y, profundizando aun más el estudio de su potencial capacidad antiviral, 
sentar las bases para el desarrollo de fármacos seguros y eficaces para el 
tratamiento de estas y otras patologías infecciosas, sobre todo aquellas raras 
o huérfanas, sin un tratamiento farmacológico efectivo disponible ni medios 
para prevenirlas. 
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SUMMARY

Arboviruses (viruses transmitted by arthropods, mostly insects) consti-
tute a sanitary issue with actual and potential impact on America. Although a 
wide variety of synthetic substances with antiviral activity, only a small num-
ber are licensed to be used in humans. This fact highlights the necessity of 
counting on effective drugs for the treatment of infections. The study of bio-
active plant compounds have always been one of the basis of pharmacol-
ogy. Another alternative is to control vector populations. Strategies based on 
chemical control are extensively used; however, they involve environmental 
issues, lethal effects on unspecific targets, toxicity on humans, and the devel-
opment of resistance. In consequence, increasing efforts are being devoted 
to developing low risk, wide spectrum botanical insecticides. Our goal was 
to know and register the biologically active principles in native plants from 
Argentina to get the first results in the search of new natural drugs, with poten-
tial application on arboviruses and vectors. Larrea cuneifolia Cav and Lar-
rea divaricata Cav (Zygophyllaceae), Baccharis crispa Spreng and Tagetes 
minuta L. (Asteraceae), Galium latoramosum (Hook etArn) Clos and Hetero-
phyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae), were selected because of their use in 
“traditional medicine”. 

The antiviral activity of the extracts obtained from each species was eval-
uated against Dengue, Saint Louis Encephalitis (SLEV), West Nile (WNV) 
and Venezuelan Equine Encephalitis (VEEV) viruses. In addition, the capaci-
ty of the extracts is analyzed to have effect on the larvae of Aedes (St.) aegypti 
mosquitoes.

Only extracts of B. crispa and T. minuta were active for VEEV (70%) 
and WNV. Extracts of T. minuta showed between 80% and 90% of inhibition 
(virucidal activity) on SLEV and WNV. Extracts of L. cuneifolia, B. crispa, H. 
pustulata and T. minuta had activity on Ae. (St.) aegypti. The extracts of T. 
minuta exhibited the lowest values of lethal concentration 50 (between 0.007 
- 0.009 mg / mL).The chemical analysis of the extracts confirmed the pres-
ence of nordihydroguaiaretic acid (L. divaricata and cuneifolia); Querce-
tin, 3,3’-dimethylquercetin and alpha-terthienyl (T. minuta), bacrispine 
(B. crispa) and lucidina primaveroside (G. latoramosum). It was not possible 
to attribute the observed activity to these compounds, in neither case. We can 
highlight T. minuta as a promising species, source of bioactive compounds 
with low cytotoxicity, and potential antiviral and larvicidal properties.
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EFECTOS DE LA PROGESTERONA SOBRE LA GLIOSIS 
REACTIVA Y LA DIFERENCIACIÓN DE LOS PRECURSORES DE 

OLIGODENDROCITOS EN LA MÉDULA ESPINAL LESIONADA 

Ignacio Jure , Alejandro De Nicola y Florencia Labombarda
Instituto de Biología y Medicina Experimental, IBYME

RESUMEN

Los efectos ani-inflamatorios de la progesterona (PROG) han sido reco-
nocidos en varios modelos patológicos, desconocíendose su mecanismo de 
acción. En la presente investigación, nosotros exploramos la regulación por 
PROG de las citoquinas y enzimas pro inflamatorias a lo largo del tiempo 
luego de una lesión de la médula espinal (LME) en ratas macho. También 
exploramos el mecanismo de acción del esteroide y demostramos el rol del 
receptor clásico de PROG (PR) como mediador de los efectos anti-inflama-
torios, inhibidor de la activación glial de astrocitos y células microgliales y su 
participación en el aumento de la sobrevida de los precursores de oligodne-
drocitos (OPC). Primeramente, luego de la lesión medular, la PG atenúa la 
hiperexpresión inducida por la injuria de los mensajeros de las principales 
citoquinas proinflamatorias, IL1b, IL6 y TNFa, así como de las enzimas pro-
ductoras de óxido nitrico, iNOS, y de prostaglandinas, COX2. En segundo 
lugar estudiamos el rol del PR en ratones knock-out para el PR (PRKO) y 
observamos que la PROG en estos ratones luego de la LME no redujo la 
expresión de IL1β, IL6 y TNFα. Tampoco disminuyó la expresión del ARN de 
IκB-α considerado un índice de reducida transactivación de NF-κB. Estos 
efectos coincidieron temporalmente con la reducción de la activación de los 
astrocitos y de las células gliales inducida por PROG. En tercer lugar con res-
pecto a la población de OPC, la PROG aumenta la densidad de éstas células 
luego de la LME. También demostramos que este efecto es mediado por el 
PR, ya en los PRKO la PROG no evita la muerte apoptótica de los mismos. 

Nuestros resultados apoyan el rol del PR en: a) los efectos anti-inflama-
torios de la PROG, b) la modulación de las respuestas gliales y c) la preven-
ción de la apoptosis de los OPC, mecanismo que aumentaría el compromiso 
de los progenitores hacia el proceso de remielinización en la LME. 
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Efecto de la PG sobre las citoquinas y enzimas pro-inflamatorias 
luego de una LME

Los resultados muestran que luego de la injuria espinal se produjo un 
aumento de los mensajeros de las citoquinas, sus receptores y de las enzi-
mas proinflamatorias, encontrando un pico de expresión a las 6 hs que dis-
minuye a significativamente a las 24hs (Figura 1). En cuanto al efecto de la 
PROG observamos que es capaz de inhibir la síntesis de los mensajeros de 
las principales citoquinas inflamatorias (Figura 1A, E ,F ), del receptor de 
IL-1β R1 (figura 1B) y de las enzimas COX-2 e iNOS (Figura 1 G, H) 

En cuanto al IL1β-ra, observamos que el esteroide aumenta la expresión 
del mRNA a las 24hs post-lesión (Figura 1D). Con respecto a las enzimas 
proinflamatorias, la PROG mediante la inhibición de COX-2 estaría disminu-
yendo la producción de prostaglandinas e inhibiendo la respuesta inflamatoria 
y mediante la inhibición de la producción de NO, disminuyendo el daño secun-
dario. En cuanto al sistema de receptores de IL-1β, la PROG luego de 24hs 
post-lesión, disminuye la expresión del receptor funcional de IL-1β y aumenta la 
expresión de IL-ra, antagonista de dicho receptor. Mediante este mecanismo la 
PROG también contribuye a contrarrestar los efectos inflamatorios de la IL-1β.

Esta inhibición de la producción de citoquinas inflamatorias luego de 6 
horas de lesión espinal, podría disminuir también la respuesta glial de astro-
citos y células microgliales ya que éstas son también blanco y fuente de las 
citoquinas mencionadas, las cuales estimulan la activación y proliferación de 
dichas células

Efecto del PR en la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias y la 
gliosis reactiva. 

Con el objeto de dilucidar si la inhibición de las citoquinas es mediada por 
el receptor clásico de PG, medimos por PCR en tiempo Real, la expresión de 
IL1-β, IL-6 y TNF-α en ratones wild type (WT) y ratones PRKO luego de 6hs 
de lesión espinal. Los resultados mostraron que en los ratones WT, al igual 
que ocurre en las ratas (Figura 1), la PG inhibe la producción de citoquinas 
inflamatorias (Figura 2 A, B, C). Sin embargo esta inhibición no se verificó en 
los ratones PRKO demostrando que la PROG inhibe la transcripción de las 
citoquinas pro-inflamatorias mediante el PR (Figura 2 A, B, C). 

También evaluamos el rol del PR en la activación del mensajero del inhi-
bidor de NF-κB, IκB-α, el cual representa un indice de activación de NF-kB 
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(Bottero et al 2003). Cabe aclarar que el NF-κB es un factor de transcripción 
estimulador de las citoquinas proinflamatorias. Los resultados de la Figura 2, 
muestran que la LME induce el mensajero de IκB-α, indicando la activación 
del NF-κB en los ratones WT y PRKO (Figura 2 D). El tratamiento con PROG 
los disminuyó la activación de NF-κB, indicada por la disminución del mensa-
jero de IκB-α. Similarmente a lo que ocurrió con las citoquinas 

Figura1: Efecto de la PG sobre la expresión de las distintas citoquinas y enzimas proin-
flamatorias medidas por PCR en Tiempo Real. CTL: animales con la médula espinal 
intacta; SCI: animales con LME; SCI+PROG: animales con LME tratados con PROG. 
*p<0.05 vs CTL; **p<0.01 vs CTL; ***p<0.001 vs CTL; +p<0.05 vs SCI; ++p<0.01 vs 
SCI and +++p<0.001 vs SCI. 
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la PROG no tuvo efecto en la activación del NF-κB en los ratones PRKO 
(Figura 2 D). Esto sugiere que la PROG mediante el PR podría inhibir la acti-
vación del NF-kB y disminuir la respuesta inflamatoria. 

Luego estudiamos si los cambios en el expresión de las citoquinas indu-
cidos por PROG se reflejaban en cambios en las células que las producen: 
astrocitos (células GFAP+) y microglias (células Ox-42 +) (Figura 3).

Observamos que luego de la LME hay un aumento del número de estas 
células tanto en los ratones WT como PRKO. Sin embargo la PROG sólo 
disminuye la densidad de la gliosis reactiva (activación de astrocitos y células 
microgliales) en los animales WT (Figura 3). Estos resultados indican que la 
PROG mediante el PR es capaz de inhibir la gliosis reactiva, probablemente 
por la inhibición de la producción de citoquinas en éstas células. 

Figura 2. Rol del PR en la expresión de citoquinas proinflamatorias evaluado por PCR 
en tiempo Real. CTL: animales con la médula espinal intacta; SCI: animales con LME; 
SCI+PROG: animales con LME tratados con PROG. *** p<0.001, ** p<0.01, *p<0.05 
vs CTL, + p<0.05; ++ p<0.01), vs SCI.
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Figura 3. Rol del PR y el tratamiento con PROG en el número de astrocitos (célu-
las GFAP+) y de células microgliales (OX-42+). CTL: animales con la médula espinal 
intacta; SCI: animales con LME; SCI+PROG: animales con LME tratados con PROG. 
CTL: C, F. I. L; SCI: D, G, J, M; SCI+PROG: E, H, K, N. ***p<0.001 vs CTL; +++ p<0.001 
vs SCI. Escala= 20mm 

El rol del PR en la sobrevida de los precursores de oligodendrocitos 
(OPC) 

Los OPC (células Ng2+) son suceptibles al daño inflamatorio (Bracchi-
Picard et al 2013; Miller et al 2007; Su et al 2011) y este hecho compromete el 
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proceso de remielinización post-lesión espinal. Luego de una LME los OPC 
proliferan y aumenta su número (Figura 4 A). La PG en los ratones WT a las 
48h, potencia aún más el aumento inducido por la injuria (Figura 4A, C, D, E). 
En los ratones PRKO la PROG no moduló el número de OPC, demostrando 
que el PR esta involucrado en este efecto (Figura 4B, F, G, H).

Figura 4. Rol del PR y el tratamiento con PROG en el número de precursores de 
oligodendorcitos (células Ng2+). CTL: animales con la médula espinal intacta; SCI: 
animales con LME; SCI+PROG: animales con LME tratados con PROG. CTL: C, F; 
SCI: D, G; SCI+PROG: E, H. ***p<0.001 vs CTL; +++p<0.001 vs SCI. Escala = 10mm 

Luego estudiamos si este aumento en el número de OPC inducido por 
PROG se debía a una disminución de la apoptosis (Figura 5). Identificamos 
a las células OPC como Ng2+ y a las células apoptóticas como células tunel 
+ . En la Figura 5 podemos observar que el número de OPC apoptóticos dis-
minuye con el tratamiento con PROG en los ratones WT. Sin embargo en los 
PRKO el esteroide no tuvo efecto. Estos resultados indican que el aumento 
de sobrevida de los OPC inducido por PROG depende del PR. 
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Figure 5: Rol del PR y el tratamiento con PROG en la sobrevida de precursores de 
oligodendorcitos. Precursores de oligodendrocitos apoptóticos (células Ng2+ / Tunel 
+). CTL: animales con la médula espinal intacta; SCI: animales con LME; SCI+PROG: 
animales con LME tratados con PROG. +p<0.05 vs SCI. C: Vistas ortogonales de la 
micoscopía confocal de una célula doble positiva. C1,C2: 0.3 mm canal único de la 
imagen del confocal TUNEL (C1, verde) y célula NG2+ (C2, roja) Las flechas indican 
las células doble positivas. D, D1, D2: SCI, E, E1, E2: SCI+PROG La punta de flecha 
indica una células apoptótica que no es un OPC. Escala: 20 µm en C, D, E : 10 µm en 
C1, C2, D1, D2, E1, E2.
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CONCLUSIÓN

En síntesis estos resultados demuestran que la PROG inhibiría la res-
puesta inflamatoria y la activación de astrocitos y células de la microglía 
mediante el bloqueo de la activación del NF-κ-B mediada por PR. Esta acción 
anti-inflamatoria podría explicar los efectos remielinizantes de la PROG luego 
de una LME que hemos descripto en varios trabajos (Labombarda et al 2009, 
2011). El esteroide de esta forma, podría crear un ambiente anti-inflamatorio 
en el cual aumente la sobrevida de los OPC favoreciendo su diferenciación 
en oligodendrocitos maduros. Esta remielinización inducida por el esteroi-
de sería la responsable del recobro funcional locomotor que describimos en 
ratas lesionadas (Garcia Ovejero et al 2014). 

 
Para profundizar más la descripción de estos resultados consultar el 

manuscrito que fue publicado en: 

Labombarda F, Jure I, Gonzalez S, Lima A, Roig P, Guennoun R, Schu-
macher M, De Nicola A. Role of the classical progesterone receptor in the 
inhibition of the inflammatory response, reactive gliosis and survival of oligo-
dendroctye precursors in the injured spinal cord. The Journal of steroid and 
Molecular Biology 2015, 154: 274-84. ISSN 0960-0760.

Además los resultados fueron presentados en 4 prestigiosas reuniones 
científicas:

Labombarda, F, Gonzalez, S, Jure Ignacio and De Nicola A. Progeste-
rone attenuates astro and microgliosis and decreases inflammatory reaction 
following spinal cord injury. 11th European Meeting on Glial Cells in Health 
and desease 3-6 julio, Berlin, 2013

Jure I, González S, De Nicola A, Labombarda F. La progesterona favo-
rece el proceso de oligodendrogénesis luego de una lesión medular. LIVIII 
Reunión Científica Anual de la Sociedad Argentina de Investigación Clínica 
(SAIC), Mar del Plata, Buenos Aires: 20-23 noviembre, 2013

Labombarda F, Jure I, González S, De Nicola A. La progesterona inhibe 
la gliosis reactiva y la reacción inflamatoria vía su receptor nuclear clásico 
en la médula espinal lesionada. LIX Reunión Científica Anual de la Sociedad 
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SUMMARY

The anti-inflammatory effects of progesterone have been increasingly rec-
ognized in several neuropathological models, including spinal cord inflamma-
tion. In the present investigation, we explored the regulation of proinflammatory 
factors and enzymes by progesterone at several time points after spinal cord 
injury (SCI) in male rats. We also demonstrated the role of the progesterone 
receptor (PR) in inhibiting inflammation and reactive gliosis, and in enhancing 
the survival of oligodendrocyte progenitors cells (OPC) in injured PR knock-
out (PRKO) mice receiving progesterone. First, after SCI in rats, progester-
one greatly attenuated the injury-induced hyperexpression of the mRNAs of 
interleukin 1β (IL1β), IL6, tumor necrosis factor alpha (TNFα), inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase 2 (COX-2), all involved in oligoden-
drocyte damage. Second, the role of the PR was investigated in PRKO mice 
after SCI, in which progesterone failed to reduce the high expression of IL1β, 
IL6, TNFα and IκB-α mRNAs, the latter being considered an index of reduced 
NF-κB transactivation. These effects occurred in a time framework coincident 
with a reduction in the astrocyte and microglial responses. In contrast to wild-
type mice, progesterone did not increase the density of OPC and did not pre-
vent apoptotic death of these cells in PRKO mice. Our results support a role of 
PR in: (a) the anti-inflammatory effects of progesterone; (b) the modulation of 
astrocyte and microglial responses and (c) the prevention of OPC apoptosis, a 
mechanism that would enhance the commitment of progenitors to the remyelin-
ation pathway in the injured spinal cord.
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CONTRIBUCIÓN DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE 
NEUTRÓFILOS (NETS) EN EL DAÑO ENDOTELIAL MEDIADO 

POR LA TOXINA SHIGA 
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INTRODUCCIÓN

El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) se define clínicamente por la 
triada anemia hemolítica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda que 
se manifiesta, fundamentalmente, en niños y ancianos [1]. Típicamente en 
un 90% de los casos las diarreas sanguinolentas preceden el desarrollo de 
la enfermedad. La mortalidad puede alcanzar el 5% en los pacientes pediá-
tricos.

La etiología de la forma típica del SUH está epidemiológicamente ligada 
a infecciones por bacterias Gram negativas enterohemorrágicas del género 
Shigella sp y Escherichia coli productoras de exotoxinas, conocidas genéri-
camente como Shiga toxins (Stx) [2]. Esta enfermedad es la causa más fre-
cuente de insuficiencia renal aguda en la población pediátrica y nuestro país 
tiene la mayor incidencia de SUH en el mundo[1]. 

La diálisis, como terapia de sostén, es actualmente el único tratamiento 
utilizado en el SUH con una eficacia razonablemente buena. 

Los mecanismos precisos y detallados de la fisiopatología del SUH no 
han sido precisamente elucidados. Distintos autores coinciden en que el 
efecto de la Stx está focalizado en el daño endotelial del glomérulo renal que 
presenta alta concentración de receptores para Stx (globotriaosil ceramide,( 
Gb3). Sin embargo, hay importantes evidencias de que distintas citoquinas 
inducidas por la misma Stx o por los lipopolisacáridos bacterianos (LPS) que 
acompañan a este tipo de infecciones, son necesarios para el desarrollo ple-
no de la enfermedad [3]. Un compnente esencial son los polimorfonucleares 
neutrófilos (PMN), dado que la neutrofilia está asociado al mal pronóstico de 
la enfermedad[4]. 

También, el componente trombogénico a nivel de toda la vasculatura 
es importante en esta enfermedad. Por otra parte, la interrelación entre la 
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respuesta inflamatoria y trombótica ha sido evidenciada por numerosos tra-
bajos. La formación de agregados PMN-Plts juega un papel importante en la 
iniciación de la trombogénesis y la inflamación. [5-7]. [8]. La activación de pla-
quetas (Plts), media la formación de los agregados PMN-Plts en la circulación 
contribuyendo al daño de superficies vasculares en la que se han depositado 
las Plts y fibrina. [9-10]

Un mecanismo de PMN para eliminar patógenos implica la liberación 
extracelular de ADN nuclear y de proteínas microbicida tras la activación por 
bacterias u hongos[14]. Estas estructuras son llamadas NETs (neutrophil 
extracellular traps) Se ha observado la formación de NETs (netosis) dentro de 
los vasos sanguíneos. Aún más, las NETs han mostrado ser el sostén para la 
adhesión plaquetaria estimulando la formación de trombos en estados clíni-
cos tanto infecciosos [15] como no infecciosos [16]. 

Por otra parte, se ha determinado que la interacción PMN-Plts induce 
una hiperactivación del PMN y en particular Plts tratadas con LPS son capa-
ces de inducir la formación de NETs en PMN[17]. Por otro lado, un factor 
importante a considerar, es que si bien las NETs son beneficiosas para atra-
par bacterias, la formación de NETs también puede causar daño tisular. En 
este sentido, si bien la adhesión de PMN tratados con LPS al endotelio no 
causa ningún daño, cuando las Plts tratadas con LPS activan PMN para libe-
rar NETs se observa daño endotelial [17]. 

La Stx promueve el depósito de Plts al endotelio en condiciones de shear 
stress o inflamación [29-30] y un trabajo reciente reporta la formación de 
agregados Plts-PMN en respuesta a la Stx, aunque su contribución al daño 
endotelial no fue evaluado, así como tampoco los mecanismos involucrados 
en este proceso[31].

Considerando que la netosis puede concluir en daño tisular, el objetivo 
de este trabajo es determinar si la toxina Stx en el contexto de Plts sensibili-
zadas con LPS es capaz de inducir la formación de NETs en PMN y elucidar 
su participación en el daño endotelial mediado por PMN.

RESULTADOS

Primeramente se puso a punto el uso de una línea endotelial vascular 
(HMEC-1) como modelo in vitro de daño endotelial que refleja los eventos 
que suceden en el endotelio glomerular de riñón observado en pacientes. 
Determinamos que el pretratamiento de las células con LPS potencia el daño 
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inducido por la Stx. Además hemos determinado que el PMN cumple un rol 
fundamental como mediador y potenciador de esta toxicidad (Ver Figura 1)

Figura 1: HMEC-1 estimuladas durante 18 hs con 300 ng/ml LPS y/o luego con 50 ng/
ml de Stx durante otras 18 hs. Luego de lavar las células se agregaron PMN en rela-
ción HMEC:PMN 1:20. por otras 18 hs. Luego las monocapaz se laan vigorosamente 
para retirar células no adheridas y se tifien con MayGrunwald Giemsa para contar las 
células vivas adheridas. Se calculan los / de toxicidad respecto a HMEC-1 sin tratar. 
Los resultados muestran un aumento de la citotoxicidad inducida por Stx en HMEC-1 
activado con LPS respecto a las células sin tratar o tratadas sólo con Stx. Por otra 
parte, los PMN agregados 18hs después de la sensibilización del endotelio con LPS 
amplifican estos efectos sólo en células tratadas con Stx.

Finalmente y constituyendo la base sobre la que se construye el presen-
te proyecto, hemos determinado la incapacidad de la Stx sola o combinada 
con LPS de inducir netosis en PMN de dadores sanos. Sin embargo, hemos 
observado que 

el tratamiento con Stx de Plts sensibilizadas con LPS potencia enorme-
mente la capacidad de inducir netosis en comparación con Plts expuestas 
solo a LPS, integrando así a las Plts como elemento pivote en la inducción 
efectiva de la netosis en el contexto de la toxina (ver Figura 2).
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Figura 2
2A Stx2 sola o combinada con LPS no induce la producción de NETs
 

Figura 2Aª: PMN de dadores normales son tratados con 50 ng/ml de Stx2 y/o 300ng/
ml de LPS y sembrados en un vidrio preparado con poliLlisina. Luego de 6 hs las mues-
tras son fijadas con paraformaldheido 1% y se montan con liquido de montaje y ioduro 
de propidio para la visualizacion de DNA. Se analizan las imágenes por microscopia 
convoca. Rojo: DNA

2B Stx2 potencia la netosis promovida por Plts tratadas con LPS 

Figura 2B: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx2 por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode y se adicio-
nan a los PMN de dadores normales previamente sembrados en un vidrio preparado 
con poliLlisina. Luego de 6 hs las muestras son fijadas con paraformaldheido 1% y se 
marcan las Plts con anticuerpo monoclonal CD61FITC. Los preparados so montados 
con liquido de montaje+ioduro de proidio para visualizar el ADN. Las imágenes se 
analizan por microscopia convoca. Rojo: DNA, verde:CD61+

La disrupción de las NETs inducida por Plts tratadas con LPS+Stx2 
disminuye el daño endotelial mediado por PMN

Para determinar la relevancia de la netosis en el daño endotelial mediado 
por PMN realizamos un ensayo in vitro en donde agregados mixtos PMN: Plts 
tratadas con LPS y/o Stx2 se dejaron 24 hs en presencia o ausencia de DNa-
sa para destruir las NETs. La Figura 3 muestra una reducción de la toxicidad 
endotelial cuando se agrega DNAsa indicando claramente como la inhibición 
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de la netosis revierte la toxicidad máxima inducida por PMN:Plts tratadas con 
LPS+Stx2

Figura 3
A.										          B.

 

Figura 3: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode y se adi-
cionan a los PMN de dadores normales Estos agregados mixtos son adicionados a 
monocapas de de una línea celular de endotelio vascular HMEC-1. Luego de 24 hs las 
células vivas remanentes en la placa de cultivo son teñidas con cristal violeta. El % de 
citotoxicidad se evalúa por microscopia óptica, contando las células vivas. A. Micro-
fotografía de cultivos teñidos con cristal violeta. B. % Citotoxicidad ***p<0.001 Plts 
LPS+Stx2 vs.Plts LPS. ## p<0.01 Plts LPS+Stx2 vs. Plts LPS+Stx2+Dnasa.

Stx2 induce un aumento en el % de agregados mixtos de PMN y Plts 
tratadas con LPS

La formación de agregados mixtos (PMN-Plts) resulta fundamental para 
la inducción de la netosis. En este sentido quisimos determinar si el incre-
mento de la netosis observada en el contexto de Plts-LPS+Stx2 se debía a 
un aumento en la formación de agregados mixtos. Para ello determinamos 
por citometria de flujo (FACS) el % de agregados mixtos para cada tratamien-
to. Como muestra la Figura 4 el % de agregados mixtos formados al incu-
bar PMN con Plts tratadas con Stx2y expuestas a LPS es significativamente 
mayor respecto al control y al resto de los tratamientos. 
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Figura4

 

Figura 4: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode y se adi-
cionan a los PMN de dadores normales . En la región de PMN+ (CD11b+) se analiza el 
% de Plts asociadas (CD61+). A. El % de agregados mixtos CD11b+CD61+***p<0.001 
Plts LPS+Stx2 vs.PMN-Plts Control. B. Dot plot representativo de % de agregados 
mixtos.

Stx2 aumenta la expresión de su propio receptor (Gb3) en Plts 
tratadas con LPS así como la unión de Stx2 .

Para determinar el mecanismo por el cual las Plts sensibilizadas con Stx 
y expuestas a LPS potenciaron la inducción de netosis en PMN, determina-
mos la expresión del receptor de la toxina Gb3 por (FACS. Los resultados 
mostraron un aumento de la expresión del Gb3 en Plts expuestas a Stx2 y 
LPS respecto al control y a los tratamientos individuales (Figura5A). Por otro 
lado para determinar la asociación de este hallazgo y la unión de la Stx2 a las 
Plts evaluamos la toxina unida a las Plts por FACS. La Figura5B muestra que 
la Stx2 aumenta la expresión de su propio receptor generando un loop positi-
vo de mayor unión de toxina por lo cual la inducción de la netosis aumentada 
en presencia de LPS podría deberse aún incremento en la unión y por consi-
guiente acción de la toxina.
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Figura 5 

Figura 5: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode A. La expre-
sión de Gb3 empleando un anticuerpo anti-Gb3 fluorescinado se determina por FACS. 
Se determina la IFM, intensidad de fluorescencia media. Se muestra un histograma 
representativo. B. La toxina asociada a Pts se determinó por FACS empleando un 
anticuerpo antiStx2. Se muestra un histograma representativo. *p<0.05 Plts LPS+Stx2

Stx2 aumenta la unión de LPS en membrana de Plts

 Por otro lado determinamos si la toxina potenciaba de alguna manera la 
capacidad de las Plts de unir LPS. Para ello empleamos LPS marcado con 
fluorocromo FITC y empleando FACS se observó que las PLts sensibilizadas 
con Stx2 aumentaron la capacidad de unir LPS (Figura 6)

. Esto podría explicar la potenciación de la netosis observada en PMN 
incubados con Plts sensibilizadas con Stx2 y expuestas a LPS.
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Figura 6

Figura 6: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode. La unión 
de LPS se determina por FACS empleando moléculas de LPS asociadas a fluorocro-
mo FITC. Se determina la unión de LPS relativa a LPS sin marcar mediante la intensi-
dad de fluorescencia registrada por FACS. Se muestra un histograma representativo. 
*p<0.05 Plts LPS+Stx2.

Stx2 induce un aumento en la activación de Plts tratadas con LPS

Para dilucidar el mecanismo por el cual las Plts sensibilizadas con Stx 
y expuestas a LPS potencian la inducción de netosis en PMN, determina-
mos el grado de activación de las Plts por FACS. Para ello Plts tratadas con 
LPS o Stx2 o la combinación de ambas se incubaron con un anticuerpo anti 
P-selectina asociado a fluorocromo. Los resultados muestran que ni LPS ni 
Stx2 inducen activación de Plts. Sin embargo la sensibilización de las Plts 
con Stx2 muestra un incremento de expresión de Pselectina al tratarlas con 
LPS (Figura1).

Esto indica que el tratamiento combinado induce activación plaquetaria, 
lo que potencialmente implica una mayor propensión a la formación de agre-
gados mixtos los cuales encontramos aumentados.
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Figura 7
 

Figura 7: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode. Se analiza 
la intensidad de fluorescencia media (IFM) relativa al control, de la molécula de acti-
vación plaque
taria P-selectina.
Stx2 aumenta la activación de los PMN en los agregados mixtos 
inducidos por Plts tratadas con LPS.

La hiperactivación de PMN, es fundamental para la inducción de nets. En 
este sentido determinamos el grado de activación de los PMN que conforman 
los agregados mixtos por FACS . Los resultados mostraron un aumento de 
la expresión del CD11b en PMN agregados a Plts expuestas a Stx2 y LPS 
respecto al control y a los tratamientos individuales.

Figura 8 

  

Figura 8: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode y se adicio-
nan a los PMN de dadores normales . Se analiza la intensidad de fluorescencia media 
(IFM) relativa al control, de la molecula de activacón CD11b. *p<0.05 Plts LPS+Stx2. 
Se muestra histograma representativo del análisis de FACS.
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La formación de agregados mixtos y la hiperactivación de PMN es 
dependiente de la unión a P-selectina

Dada la activación plaquetaria inducida por la combinación Stx2+LPS 
observada decidimos determinar el rol de la molécula P-Selectina en la 
formación de agregados mixtos y la hyperactivación de los PMN que lo 
componen. Los resultados, al bloquear la P-selectina. , muestran 	 u n a 
reducción en el % de agregados mixtos inducidos por la incubación de Plts 
con LPS+Stx2 (Figura 9A) Así mismo la intensidad de activación de los PMN 
componentes de dichos agregados se vio reducida (Figura 9A).

Esto determina que la P-selectina de las Plts (y por consiguiente su acti-
vación) constituye una molécula pivote en la formación de agregados y la 
activación de PMN necesaria para la formación de n NETs. En este sentido 
podría postularse que la Stx2 potencia la inducción de la netosis mediada por 
Plts tratadas con LPS al aumentar la expresión de P-selectina promoviendo 
así la formación de agregados con PMN hiperactivados.

Figura 9

Figura 9: Plts son tratadas con 50 ng/ml de Stx por 5 min. y/o 300ng/ml de LPS por 
otros 15 min. Luego las Plts son lavadas cuidadosamente en buffer Tyrode y se adicio-
nan a los PMN de dadores normales .A. En la región de PMN+ (CD11b+) se analiza el 
% de Plts asociadas (CD61+). B. IFM relativa al control, de la molécula de activación 
CD11b en los PMN que componen los agregados mixtos en presencia o ausencia 
de anticuerpo bloqueante de la molécula de Pselectina (anti P-sel).. . *p<0.05 Plts 
LPS+Stx2.vs. Ctrol/LPS/Stx2 # p<0.05 Plts LPS+Stx2.vs LPS+Stx2+anti P-sel
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CONCLUSIONES

En este trabajo observamos que la toxina induce una marcada potencia-
ción en la netosis promovida por PLTs expuestas a LPS. Diversos factores pare-
cen promover este fenómeno, por un lado la Stx aumenta la expresión de su 
propio receptor, el Gb3, incrementando la unión de más toxina. Además, en el 
contexto de Stx, la unión de LPS en PLts fue mayor. El aumento de la activación 
plaquetaria por la combinación de LPS+Stx promovió a su vez la formación de 
agregados mixtos y la hiperactivación de los PMN que lo componen. Todo esto 
resulta propicio para la formación de Nets en un contexto plaquetario. 

Finalmente en este trabajo se determinó que el daño endotelial mediado 
por PMN en un contexto de Plts tratadas con LPS y Stx2 es disminuido por 
la inhibición de la netosis lo que implica que la formación de NETs por estos 
agregados mixtos jugaría un rol fundamental en la citotoxicidad endotelial. 
De modo que terapias destinadas a disminuir la formación de agregados 
PMN-Plts, promovidas por la toxina, podrían disminuir las consecuencias de 
la netosis en el daño endotelial. 
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ABSTRACT

Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is the most common cause of acute 
renal failure in the pediatric population. The etiology of HUS typically is linked 
to Gram negative Shiga toxin-producing enterohemorrhagic (Stx) bacterial 
infections. While the effect of Stx is focused on the endothelial damage of 
renal glomerulus, other evidence suggests that cytokines induced by Stx or 
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by bacterial lipopolysaccharide (LPS) and polymorphonuclear (PMN), are 
necessary for the development of the disease.

PMN form NETs (neutrophil extracellular traps) to eliminate pathogens, 
they consist in extracellular released of DNA with citoplasmatic microbicide 
proteins.

Although NETs remove bacteria, NETs favor platelet (Plts) adhesion/ 
thrombus formation and can cause tissue damage within blood vessels. Since 
thrombus formation and occlusion of vessels are characteristic of HUS, we 
hypothesize that PMN- PLTS interaction in the context of Stx could promote 
netosis inside blood vessels and could have a role in endothelial damage 
observed in HUS. The aim of this study was to determine the relevance of 
netosis induced by Stx in the context of LPS- sensitized Plts on endothelial 
damage. 

We observed that Stx induces a marked enhancement of netosis pro-
moted by LPS- sensitized Plts. Several factors seem to promote this phenom-
enon; first Stx increased the expression of its own receptor, Gb3, in Plts sub-
sequently increasing toxin binding. Furthermore, Stx increased LPS binding 
to Plts. Moreover, Stx amplified Plts activation by LPS and LPS+Stx promoted 
mixed Plts-PMN aggregates formation and the hyperactivation of PMNs with-
in the aggregates. All this favor netosis in the context of Plts. Finally, endothe-
lial cell damage mediated by PMN in the context of PLTS treated with LPS and 
Stx2 was decreased by disruption of netosis, indicating that the formation of 
NETs by these mixed aggregates play a fundamental role in endothelial cyto-
toxicity. Consequently, therapies designed to reduce the formation of aggre-
gates PMN-PLTS, promoted by the toxin, could lessen the consequences of 
netosis in endothelial damage.
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RESUMEN

ENaC y CFTR se coexpresan en los epitelios y tienen interacciones fun-
cionales positivas o negativas que son específicas de tejido. Además, ENaC 
y CFTR promueven la migración en células trofoblásticas de placenta y en 
células aéreas humanas, respectivamente. Nosotros evaluamos la idea que 
CFTR se expresa funcionalmente en células BeWo, una línea celular deriva-
da de trofoblasto humano, y si el canal está involucrado en su comportamien-
to migratorio. La expresión de CFTR fue estudiada en células BeWo con RT-
PCR, biotinilación y Western blot. Las corrientes iónicas fueron analizadas 
por patch clamp, y la migración celular con el método de reparación de la heri-
da. La banda de 160 KDa del CFTR maduro estuvo presente, y se confirmó su 
localización en la superficie celular. Se utilizó forskolina (20 µM), un activador 
de la adenilato ciclasa, para la activación del canal, y luego CFTRinh-172 (2 
µM) para su inhibición. Las conductancias en presencia de CFTRinh-172 más 
forskolina (16.0 ± 0.7 pS/pF y 32.6 ± 1.5 pS/pF) fueron significativamente 
menor que en presencia de forskolina sola (29.7 ± 0.9 y 47.0 ± 2.0 pS/pF). La 
conductancia de la corriente inhibida por CFTRinh-172 fue de 14.9 ± 0.7 pS/
pF con una relación I-V lineal, ilustrando las propiedades no rectificantes del 
CFTR. Se midió la migración celular y se cubrió 11.2 ± 0.4, 24.0 ± 1.7 y 13.9 
± 1.0 % de la herida cuando las células fueron cultivadas bajo control, forsko-
lina, y forskolina más CFTRinh-172, respectivamente. La proliferación celular 
no cambió en ninguno de los tratamientos. Nuestros resultados demuestran 
que las células BeWo expresan funcionalmente el CFTR que juega un rol en 
la reparación de la herida aumentando el proceso de migración celular.
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Además, estudiamos mediante el modelo de reparación de la herida 
de que manera el CFTR y el ENaC participan en la migración celular, y la 
relación entre ambos en este proceso. Las células estimuladas con AMPc 
(8Br-AMPC 100 µM o forskolina 20 µM) cubrieron una mayor superficie de 
la herida que sin el activador o coadministrando con CFTRinh-172 (2 µM). 
Las células tratadas con CFTRinh-172, en presencia de AMPc y aldostero-
na (activador de ENaC) cubrieron una mayor superficie con respecto a las 
células sin aldosterona, y una menor superficie de las heridas en ausencia 
del inhibidor. El mismo efecto se observó al tratar las células con amiloride 
(inhibidor de ENaC). No se observaron cambios en la proliferación celular 
entre los tratamientos. Estos experimentos sugieren que el efecto en el pro-
ceso migratorio es a través de la modulación del ENaC por CFTR o bien en 
forma indirecta por un canal u otro. Mediante ensayos de inmunoprecipita-
ción evaluamos la posibilidad que las dos proteínas interaccionen. Confir-
mamos que CFTR y ENaC están físicamente asociados en células BeWo. 
Hasta el momento hemos observado que el canal CFTR interacciona con 
la subunidad alfa del ENaC, sin utilizar ningún tratamiento para modificar la 
actividad de los canales. Analizamos también, la expresión de la subunidad 
α-ENaC mediante Western blot de proteínas biotiniladas de células BeWo. 
Las células tratadas con forskolina evidenciaron un aumento en la expresión 
en la superficie celular de la forma clivada de α-ENaC (30 KDa) con respecto 
al control, y este efecto disminuyó parcialmente en presencia del inhibidor 
de CFTR. Estos resultados junto con los obtenidos previamente a nivel de 
la funcionalidad del ENaC en correlación con cambios en la expresión y/o 
funcionalidad del CFTR, muestran que la mayor activación del CFTR se tra-
duce en un aumento en la expresión y actividad del canal ENaC mientras que 
la inhibición del CFTR no modifica la expresión ni la actividad del ENaC, y 
que ambas proteínas (CFTR y ENaC) presentan una asociación física en las 
células trofoblásticas BeWo, contribuyendo al proceso de migración celular. 

La comprobación de la expresión de CFTR en células de trofoblasto 
extravelloso HTR-8/SVneo se obtuvo por Western blot de extractos de pro-
teínas totales. Además, silenciamos la expresión de CFTR en ambas líneas 
celulares (BeWo y HTR-8/SVneo) con siRNAs específicos para el canal. Los 
resultados evidenciaron que a una concentración de 50 nM por 48-72 hs, 
el siRNA de CFTR disminuye aproximadamente a la mitad la expresión del 
canal respecto al control (scramble). Se estimó la proliferación de las célu-
las HTR-8/SVneo por MTT. La supresión de CFTR por siRNA resultó en la 
inhibición de ~35 % de la proliferación celular en 72 hs. El tratamiento con 20 
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µM de forskolina (+ scramble) aumentó ~25 % de la proliferación celular, y en 
presencia del siRNA de CFTR (+ forskolina), la misma disminuyó un ~15 %. 
Estos datos comprueban que el CFTR contribuye a la proliferación de células 
extravellosas y refuerzan la idea del papel de los canales estudiados en estos 
procesos fisiológicos.

Uno de los posibles mecanismos de la fisiopatología de la preeclampsia 
(síndrome hipertensivo agudo de la gestación) sería un defecto en la prolife-
ración, migración e invasión de células trofoblásticas que llevaría a un desa-
rrollo anómalo en las arterias espirales, un suministro de sangre restringido 
e hipoxia en la interface materno-placentaria, causando lesión endotelial que 
finalmente se manifiesta como hipertensión, edema y proteinuria. La expre-
sión y actividad anormal de moléculas involucradas en estos procesos, como 
ENaC o CFTR, pueden explicar en parte algunos de los mecanismos molecu-
lares que conducen a la placentación anormal y el desarrollo de preeclamp-
sia. Pensamos que los resultados obtenidos y los que obtengamos a partir 
de los objetivos propuestos, son relevantes para el avance del conocimiento 
pensado en la búsqueda de nuevos blancos farmacológicos que permitan 
mejorar el comportamiento del trofoblasto durante las etapas de la gestación 
en aquellas mujeres que padecen patologías asociadas a estos fenómenos.
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RESUMEN

El escaso éxito terapéutico logrado hasta el momento con inmunotera-
pias antitumorales se debería principalmente al estado de inmunosupresión 
inducido por el tumor que impide el rechazo mediado por el sistema inmune. 
Las células tumorales, en la gran mayoría de los casos de tumores malig-
nos, tienen la capacidad de evadir el reconocimiento por el sistema inmune 
a través de una variedad de estrategias conocidas como escape del tumor 
al rechazo inmunológico. Por lo tanto, el desafío actual más relevante de un 
procedimiento de inmunoterapia del cáncer es revertir previamente el estado 
de anergia/inactividad de la respuesta inmune antitumoral.

El microambiente tumoral tiene una influencia decisiva sobre la progre-
sión y metástasis de los tumores malignos. En la mayoría de los casos esta 
estructura compuesta por células del huésped, factores solubles, moléculas 
de señalización y matriz extracelular constituye un factor principal de resis-
tencia terapéutica e impide el rechazo inmunológico de los tumores malignos. 
Se sugiere que la identificación de los mecanismos de interacción huésped/
tumor que tienen lugar mayoritariamente en el microambiente tumoral permi-
tirá al diseño y desarrollo de nuevas y más efectivas estrategias terapéuticas. 
Es de esperar que la manipulación farmacológica del microambiente tumoral 
conduzca a una mejora en los índices terapéuticos de los tratamientos onco-
lógicos de base inmunológica e incluso también de aquellos que tienen como 
blanco terapéutico las propias células tumorales. Algunas consideraciones 
importantes se deben tener en cuenta a la hora del diseño de nuevas terapias 
antitumorales que impactan en el microambiente tumoral. En primer lugar, la 
necesidad de utilizar en forma combinada diferentes agentes moduladores 
del microambiente tumoral, que neutralicen simultáneamente los principales 
mecanismos supresores de la respuesta antitumoral. Y en segundo lugar, y 
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como consecuencia de la anterior, la importancia de identificar los mecanis-
mos de acción de los tratamientos implementados y de monitorear correcta-
mente las respuestas mediante determinaciones específicas, ya que muchas 
de las drogas y sustancias biológicas propuestas podrían presentar efectos 
contrapuestos o antagónicos.

En consecuencia, una manera racional de mejorar los índices terapéuti-
cos en Oncología es bloquear o inhibir simultánea y específicamente la com-
pleja red de mecanismos celulares y moleculares que operan en el microam-
biente tumoral e impiden la erradicación de los tumores y metástasis. Existen 
evidencias científicas que avalan la implementación de terapias combina-
das utilizando drogas dirigidas a diferentes componentes del microambiente 
tumoral. Se espera que estas combinaciones cooperen en forma sinérgica 
aumentando los índices terapéuticos de cada una de ellas individualmente, 
ya que operarían a diferentes niveles del microambiente del huésped en don-
de se desarrollan los tumores.

El objetivo principal del presente proyecto de investigación fue optimi-
zar una nueva estrategia terapéutica oncológica mediante la modulación del 
microambiente tumoral, y definir cómo y cuáles componentes del microam-
biente del huésped en donde se está desarrollando un tumor, con énfasis en 
la neoformación de vasos sanguíneos (angiogénesis), son modulados por 
tratamientos combinados dando como resultado la reversión de las influen-
cias negativas que impiden el rechazo de los tumores.

Previamente demostramos que la inmunoterapia combinada con ciclo-
fosfamida y adenovirus-IL-12 (Cy + AdIL-12) produce un efecto antitumoral 
sinérgico en un modelo de adenocarcinoma colorectal murino CT26. Esta 
inmunoterapia combinada induce la regresión del 50% de los tumores y 
aumenta la sobrevida de los animales tratados. Estos resultados fueron 
confirmados aquí y se planteó como hipótesis de trabajo la posibilidad de 
aumentar la eficacia terapéutica de esta inmunoterapia combinada median-
te la modulación del microambiente tumoral, con el objetivo de facilitar la 
llegada de los agentes terapéuticos administrados. Para ello se decidió 
utilizar, primero de manera individual y luego asociado a la inmunoterapia 
combinada, una droga con capacidad inhibitoria de la síntesis de ácido hia-
lurónico (AH).

En primer lugar se demostró que la inhibición de la síntesis de AH dis-
minuyó la presión intersticial de los tumores CT26, sin modificar el volumen 
tumoral significativamente. Este resultado fue considerado positivo, ya que la 
elevada presión intersticial de los tumores sólidos es una barrera importante 
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que impide la penetración de los agentes tumorales hacia el interior de los 
tumores. Seguidamente se realizó un experimento tendiente a demostrar que 
esta disminución de la presión intersticial inducida por inhibición de la síntesis 
de AH se traducía efectivamente en una mayor capacidad de los linfocitos 
citotóxicos de alcanzar el interior de los tumores CT26 e inducir el rechazo de 
los mismos. Este efecto fue demostrado utilizando marcadores fluorescentes 
que evidenciaron un mayor infiltrado linfocitario en los tumores tratados con 
el inhibidor.

Finalmente, y en relación a los objetivos específicos planteados en el 
presente proyecto, se procedió a estudiar los efectos de la inhibición de la sín-
tesis de AH en combinación con Cy+AdIL-12 sobre la angiogénesis tumoral, 
proceso que ocurre en el microambiente tumoral y es determinante de la pro-
gresión y diseminación de los tumores sólidos. Mediante ensayos específicos 
se pudo demostrar que el tratamiento induce un descenso significativo del 
factor angiogénico VEGF, tanto sérico como intratumoral. Al mismo tiempo 
se determinó que el tratamiento induce un descenso en la expresión de los 
factores angiogénicos IL-6 y HIF1 alfa y el aumento de los factores antian-
giogénicos IP10 y TSP1. De manera significativa, el tratamiento implemen-
tado consiguió modular el microambiente tumoral inhibiendo la angiogénesis 
mediante un balance de factores solubles, los cuales podrían ser utilizados 
como marcadores de dicha actividad antiangiogénica.

Los resultados obtenidos podrían tener una inmediata aplicabilidad clí-
nica para el tratamiento de pacientes oncológicos avanzados dado que se 
identificaron dosis, esquemas de administración y parámetros de evaluación 
de respuesta terapéutica que podrían permitir su implementación en futuros 
ensayos clínicos.

ABSTRACT

The clinical investigation of numerous cancer immunotherapy strategies 
has resulted in relative disappointment. Unfavorable tumor microenvironment 
has been proponed as potential mechanisms of tumor resistance to the immu-
ne rejection. Identification of the evasion mechanisms driven by tumor/host 
interactions has pointed to several opportunities for the development of new 
therapies. The pharmacological manipulation of these biological mechanisms 
of escape to immune rejection will probably improve the therapeutic index of 
immune-based cancer treatment.
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We have previously demonstrated that a low-dose of cyclophosphamide 
(Cy) combined with gene therapy of interleukin-12 (AdIL-12) has a synergistic, 
although limited, antitumoral effect in mice with colorectal carcinoma. The 
main mechanism involved in the efficacy of Cy+AdIL-12 was the induction of a 
specific immune response mediated by cytotoxic T lymphocytes. Our current 
aim was to evaluate the impact of tumor microenvironment modulation on 
the therapeutic effectiveness of combined immunotherapy with Cy+AdIL-12. 
We used a selective inhibitor of hyaluronan (HA) synthesis, one of the most 
important components of extracellular matrix.

The results showed that the inhibition of hyaluronan synthesis signifi-
cantly decrease the tumor interstitial pressure. As a consequence, the num-
ber of cytotoxic T lymphocytes that reach the tumor after adoptive transfer was 
boosted resulting in a potent inhibition of tumor growth. The inhibition of hya-
luronan synthesis associated with the combined immunotherapy Cy+AdIL-12 
also induced a shift toward anti-angiogenic factors production in tumor milieu. 
Our results showed that tumor microenvironment remodeling is an interesting 
strategy to increase the efficacy of anticancer immunotherapies based on 
gene and/or cell therapy.
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INTRODUCCIÓN

Diferentes neurotransmisores y neuropéptidos se hallan involucrados 
en el mantenimiento de la homeostasis testicular en distintas especies. Al 
respecto, la presencia de catecolaminas en el testículo se encuentra exten-
samente detallada en la literatura (1). En particular, nuestro grupo de Investi-
gación ha descripto, en el testículo humano y del mono Rhesus, la existencia 
de fibras nerviosas y de una población de células de fenotipo símil-neuronas 
inmunorreactivas para marcadores neuronales (SNAP25, neurofilamento 
200), el transportador de dopamina (DAT) y la enzima tirosina hidroxilasa 
(TH), clave en la síntesis de catecolaminas (2,3). 

Asimismo, hemos descripto que en biopsias de pacientes con infer-
tilidad idiopática (hipoespermatogénesis o síndrome de célula de Sertoli 
sólo) el número de elementos neuronales y macrófagos testiculares se 
encuentra significativamente elevado con respecto al observado en el tes-
tículo normal (2,4,5). Más aún, hemos demostrado que sólo el testículo 
humano infértil expresa la enzima ciclo-oxigenasa 2 (COX2), clave en la 
síntesis de prostaglandinas, siendo los macrófagos una de las poblacio-
nes somática de la gónada en donde se observa la expresión de dicha 
enzima (6,7).

Los objetivos propuestos para este Trabajo consistieron en analizar un 
posible efecto de epinefrina y norepinefrina sobre la expresión de COX2 en 
macrófagos (MAC) y determinar qué tipo/s de receptores adrenérgicos (α1, 
α2, β1, β2 o β3) se hallan involucrados en la acción ejercida por epinefrina y 
norepinefrina en dicha población celular. 
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MATERIALES Y MÉTODOS:

Muestras:
1) Línea celular monocítica humana THP1 (ATCC TIB-202). Durante la 

etapa de expansión, los monocitos presentan un fenotipo no adherente. La 
línea celular monocítica humana THP-1 puede ser diferenciada a macrófa-
gos (MAC) por tratamiento con un diéster de forbol. Este proceso de dife-
renciación se caracteriza por la formación inicial de agregados celulares en 
suspensión seguido de la adquisición de un fenotipo adherente (8). Células 
THP1 (3 x 106 células / 2 ml) fueron diferenciadas a MAC mediante la 
incubación en medio RPMI 1640 (10% FCS, 0,05 mM β-mercaptoetanol) en 
presencia de 30 nM forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) durante 24 horas. 
La concentración de PMA empleada es la menor requerida para producir una 
diferenciación estable, observándose una mejor respuesta frente a estímulos 
leves y la ausencia de la sobre-expresión de genes propios del fenotipo de 
MAC que pudieran enmascarar el análisis (9).

2) Macrófagos testiculares de hámster Dorado (Mesocricetus auratus) 
purificados mediante adherencia preferencial (10) a partir de testículos de 
animales adultos mantenidos bajo un fotoperíodo normal (14 hs luz/día). 

3) Biopsias testiculares humanas de pacientes que presentan hipoes-
permatogénesis, arresto germinal o síndrome de células de Sertoli sólo. Las 
mismas se obtuvieron en la División de Endocrinología del Hospital Carlos 
Durand, bajo la dirección del Dr. Oscar Levalle tras la firma de un Consenti-
miento Informado y de acuerdo a la Declaración de Helsinki y sus posteriores 
modificaciones (Tokio 2004). Este procedimiento se encuentra aprobado por 
el Comité de Ética de la Unidad Ejecutora (Instituto de Biología y Medicina 
Experimental). 

Métodos:
1) Inmunohistoquímica: biopsias testiculares de pacientes con infertilidad 

idiopática fueron fijados en paraformaldehído 4% y embebidos en parafina. 
Secciones testiculares de 10 mm fueron utilizadas para la inmunolocaliza-
ción de CD68 (mouse anti-CD68, 1:50; #554954, BD Biosciences) o NF200 
(mouse anti-NF200, 1:50; #1178709, Boehringer Mannheim Biochemical) en 
secciones testiculares consecutivas.

2) Microdisección por captura láser (Arcturus, Applied Biosystems): 
aproximadamente 50 - 100 células inmunorreactivas para CD68 fueron cap-
turadas a partir de biopsias testiculares humanas de pacientes con hipoes-
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permatogénesis o síndrome de célula de Sertoli sólo. Se extrajo el ARN 
total de la muestra utilizando un kit comercial (Paradise Plus FFPE RNA 
Kit, Applied Biosystems, #KIT0312-I) y se utilizó este material en ensayos 
de RT-PCR.

3) RT-PCR: a partir de MAC CD68-inmunorreactivos humanos captu-
rados por microdisección láser, MAC humanos no testiculares THP1 y MAC 
testiculares de hámster Dorado se analizó la expresión de receptores adre-
nérgicos α1, β1, β2 y β3 y de la enzima TH. 

4) Incubaciones in vitro: MAC humanos THP1 y cultivos primarios de 
MAC testiculares de hámster Dorado fueron incubados en presencia o 
ausencia de las siguientes drogas: fenilefrina (1 µM, agonista α1 adrenérgi-
co), clonidina (1 µM, agonista α2 adrenérgico), isoproterenol (1 µM, agonista 
β1-β2-β3 adrenérgico), propranolol (1 µM, antagonista β1-β2 adrenérgico), 
atenolol (10 nM, antagonista β1 adrenérgico), butoxamine (200 nM, antago-
nista β2 adrenérgico), epinefrina (1 µM), norepinefrina (1 µM). 

5) RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR): se evaluó la expresión de COX2 
en cultivos de MAC THP1 y MAC testiculares de hámster Dorado. Los resul-
tados fueron analizados según el modelo matemático de Pfaffl (11), relativi-
zados a la expresión de GAPDH, y representados como veces de cambio 
con respecto al grupo control al cual se le asignó un valor de 1. Media + 
ESM (n = 3). Diferentes letras denotan diferencias significativas (p < 0,05)
Test Newman-Keuls. 

RESULTADOS

El análisis por inmunohistoquímica en secciones consecutivas del testí-
culo humano infértil (hipoespermatogénesis o síndrome de célula de Sertoli 
sólo) de la expresión de neurofilamento 200, marcador de elementos neuro-
nales y de CD68, marcador de la población de macrófagos (MAC) infiltrantes 
permitió observar una evidente proximidad anatómica entre ambas pobla-
ciones celulares. Esta observación permite postular que neurotransmisores 
liberados por elementos neuronales en el testículo podrían modular funciones 
en estas células inmunes. En particular, y sabiendo que los MAC testiculares 
son una fuente de expresión de COX2 en el testículo humano infértil, se deci-
dió evaluar la posible contribución de ciertas catecolaminas a la regulación 
de la expresión de COX2 en MAC. Ya que no resulta posible realizar ensayos 
funcionales a partir del material de biopsias humanas, se optó por utilizar dos 
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modelos experimentales in vitro alternativos: la línea celular humana de MAC 
THP1 y MAC testiculares de hámster Dorado.

Por RT-PCR se corroboró la expresión de receptores adrenérgicos 
α1-β1-β2-β3 en MAC THP1, mientras que en MAC testiculares de hámter 
Dorado no sólo se detectó la expresión de receptores adrenérgicos α1-β1-
β2-β3 sino también de TH, enzima clave en la síntesis de catecolaminas. 
Ésto último permite suponer que no sólo los elementos neuronales en el tes-
tículo podrían liberar neurotransmisores

Al incubar MAC THP1 en presencia de 1 µM epinefrina o 1 µM norepinefri-
na se observó un incremento significativo en la expresión de COX2 con respec-
to a cultivos controles evaluado por qRT-PCR (Control: 1,0±0,3a; epinefrina: 
5,7±0,3b; norepinefrina: 3,3±0,2c). Asimismo, la incubación de MAC THP1 en 
presencia de 1 µM del agonista β1-β2-β3 adrenérgico isoproterenol también 
estimuló la expresión de COX2 (Control: 1,0±0,1a; isoproterenol: 3,6±0,4b). Sin 
embargo, la incubación de MAC THP1 en presencia de 1 µM fenilefrina (ago-
nista α1 adrenérgico), o 1 µM clonidina (agonista α2 adrenérgico) no tuvo efecto 
alguno sobre la expresión de COX2 (Control: 1,0±0,1a; fenilefrina: 1,0±0,4a; clo-
nidina: 0,9±0,1a) sugiriendo así que el efecto estimulatorio de epinefrina/norepi-
nefrina estaría mediado por receptores β adrenérgicos.

Para confirmar esta hipótesis se incubaron MAC THP1 en presencia de 
1 µM del agonista β1-β2-β3 adrenérgico isoproterenol con el agregado de 
diferentes antagonistas β-adrenérgicos.

El efecto estimulatorio de 1 µM isoproterenol fue revertido de manera total 
en presencia de 1 µM propranolol (antagonista β1-β2 adrenérgico; Control: 
1,0±0,1a; isoproterenol: 2,6±0,5b; isoproterenol + propranolol: 0,9±0,1a; pro-
pranolol: 1,0±0,2a). Sin embargo, la incubación en presencia de antagonistas 
selectivos β1 adrenérgico (atenolol, 10 nM) o β2 adrenérgico (butoxamine, 
200 nM) reviertieron, de manera parcial en el caso de la butoxamine, el efecto 
estimulatorio de isoproterenol (Control: 1,0±0,1a; isoproterenol: 2,0±0,1b; iso-
proterenol + atenolol: 1,1a±0,3; atenolol: 1,1±0,1a; Control: 1,0±0,2a; isoprote-
renol: 3,6±0,4b; isoproterenol + butoxamine: 2,5±0,4c; butoxamine: 1,2±0,2a).

Finalmente, la incubación de MAC THP1 en presencia de 1 µM epin-
efrina o 1 µM norepinefrina con el agregado de 1 µM del antagonista β1-β2 
adrenérgico propranolol permitió revertir el efecto estimulatorio de epinefrina 
y norepinefrina, respetivamente (Control: 1,0±0,3a; epinefrina: 5,7±0,3b; epin-
efrina + propranolol: 1,1±0,1a; norepinefrina: 3,3±0,2c; norepinefrina + propra-
nolol: 1,6±0,3d; propranolol: 0,9±0,4a)

A continuación se aislaron macrófagos testiculares a partir de hámsteres 



268	 Anales 2013-2015

Dorados y se incubaron en presencia o ausencia de 1 µM epinefrina, 1 µM 
norepinefrina o 1 µM isoproterenol para evaluar su efecto sobre la expresión 
de COX2 mediante qRT-PCR al cabo de 1 hora de incubación. Se observó 
que tanto epinefrina, norepinefrina como isoproterenol mantienen su efec-
to estimulatorio sobre la expresión de COX2 (Control: 1,0±0,1a; epinefrina: 
3,5±0,3b; norepinefrina: 5,6±0,4c; isoproterenol: 2,4±0,2d).

Por último, MAC CD68-inmunorreactivos fueron aislados median-
te microdisección por captura láser a partir de una biopsia testicular de un 
paciente con infertilidad idiopática (hipoespermatogénesis moderada). Para 
ello, las células de interés fueron inicialmente delimitadas y posteriormente 
capturadas en un microtubo estéril. Mediante RT-PCR, se evaluó la expre-
sión de receptores β-adrenérgicos y de la enzima TH en los MAC testiculares 
humanos capturados, en donde pudo constatarse la expresión de receptores 
adrenérgicos β1-β2-β3 y de la enzima TH. Resultados semejantes se obtu-
vieron del análisis realizado en MAC testiculares aislados a partir de una 
biopsia de un paciente con síndrome de célula de Sertoli sólo.

CONCLUSIONES:

Estudios inmunohistoquímicos indican que, en el testículo humano infér-
til, los elementos neuronales se encuentran en íntima asociación con la pobla-
ción local de MAC. Dichas células inmunes testiculares expresan receptores 
β-adrenérgicos y la enzima TH, clave en la síntesis local de epinefrina/nore-
pinefrina. Ensayos in vitro realizados en MAC humanos THP1 señalan que 
epinefrina/norepinefrina estimulan la expresión de COX2, al menos, a través 
de receptores adrenérgicos β1-β2. No se observó un efecto estimulatorio de 
agonistas de receptores adrenérgicos α1 o α2, lo cual sugiere que éstos no 
participarían en dicho evento. El análisis de la modulación de la expresión de 
COX2 mediada por epinefrina/norepinefrina en cultivos primarios de MAC 
testiculares de hámster Dorado señala que en el testículo de esta especie 
fotoperiódica se mantendrían, en principio, los mismos mecanismos regula-
torios previamente descriptos en macrófagos THP1 que involucran la partici-
pación de receptores β-adrenérgicos.

En resumen, nuestros resultados permiten inferir un rol estimulatorio de 
epinefrina/norepinefrina sobre la expresión de COX2 en el testículo humano 
infértil. Así, las fibras nerviosas y/o células de fenotipo similar a neuronas 
presentes en mayor número en el testículo infértil, actuando a través de cier-
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tos neurotransmisores (epinefrina/norepinefrina), regularían la expresión de 
COX2 y, en consecuencia, la producción de PGs en la población local de 
MAC. Más aún, los mismos MAC testiculares podrían contribuir de manera 
autocrina a la regulación de la expresión del sistema COX2/PGs ya que éstos 
expresan la enzima TH y, por lo tanto, tendrían la capacidad de sintetizar epi-
nefrina/norepinefrina. Así el efecto estimulatorio de epinefrina/norepinefrina 
sobre la expresión de COX2 podría contribuir al desarrollo del proceso infla-
matorio que tiene lugar en el testículo en situaciones de infertilidad idiopática. 

Comentarios adicionales:
Los resultados de la presente Investigación fueron publicados en forma 
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ABSTRACT:

We have previously described the presence of catecholaminergic neu-
ronal elements (CNE) in testes of men suffering from idiopathic infertility. 
Contrary to that observed in the normal human testis, increased numbers of 
testicular macrophages (MAC) and CNE, as well as the expression of cyclo-
oxygenase 2 (COX2), key enzyme in prostaglandin synthesis, are limited to 
infertility status. Also, a close anatomical proximity between CNE and other 
cell populations of the testis, such as MAC, has been reported, therefore sug-
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gesting a role for catecholamines in MAC function. In this study we detected 
the expression of β-adrenergic receptors (AR) and tyrosine hydroxilase (TH, 
key enzyme in catecholamines synthesis) in CD68-positive testicular MAC 
isolated by laser capture microdissection from testicular biopsies of infertile 
men. Since no functional assays can be performed in testicular biopsy tis-
sues, two alternative experimental models were used: non-testicular human 
MAC (THP1 cell line) and testicular MAC purified from adult Syrian hamsters. 
Both MAC models expressed α- and β-ARs. After 1 h incubations, COX2 
expression (determined by qRT-PCR) in THP1 MAC was up-regulated by 1 
µM epinephrine (E), norepinephrine (NE), isoproterenol (I: β1-β2-β3-AR ago-
nist) whereas addition of 1µM phenilephrine or clonidine (α1- and α2-AR ago-
nists, respectively) had no effect. Moreover, stimulatory effects exerted by 
E, NE and I were reverted in the presence of 1 µM propranolol (P: β1-β2-AR 
antagonist), 10 nM atenolol (A: β1-AR antagonist) and 200 nM butoxamine 
(B: β2-AR antagonist). These data suggest that E/NE stimulatory effects are 
exerted, at least, via β1-β2-AR. Similar results were obtained when testicular 
MAC purified from adult hamsters were assayed. 

In summary, our results let us speculate about a possible stimulatory 
effect of E/NE on COX2 expression in the testes of men suffering from idio-
pathic infertility which could contribute to the characteristic pro-inflammatory 
status observed in these pathological states.
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BÚSQUEDA DE MARCADORES TUMORALES QUE AYUDEN A 
DEFINIR EL PERFIL MOLECULAR DE CARCINOMAS MAMARIOS 

SENSIBLES AL TRATAMIENTO CON ANTIPROGESTÁGENOS

María May

RESUMEN

El 75% de los carcinomas mamarios expresan receptores de estrógenos 
alfa (REα) y receptores de progesterona (RP). Los mismos se clasifican como 
tumores de tipo luminal; y son tumores que a priori serán respondedores a 
la terapia hormonal. A pesar de que en la gran mayoría de los casos existe 
expresión de ambos receptores hormonales, la única terapia hormonal dispo-
nible para este gran grupo de tumores, se dirige exclusivamente al REα. En 
la actualidad el RP se utiliza como marcador secundario de la funcionalidad 
del REα.

El rol de los progestágenos en el cáncer de mama ha sido menos estu-
diado que el de los estrógenos, sin embargo numerosos datos bibliográficos 
y antecedentes de nuestro laboratorio, sostienen que existe un rol para la 
progesterona en la inducción y mantenimiento del fenotipo neoplásico en la 
glándula mamaria. La importancia de estos datos se puso en evidencia en 
los resultados obtenidos en dos importantes estudios, The Women’s Health 
Initiative trials y The Million Women Study, que mostraron que la inclusión de 
progestágenos en los esquemas de terapia de reemplazo hormonal causó un 
incremento de neoplasias mamarias en mujeres menopáusicas.

La progesterona actúa sobre sus células blanco activando al RP. Este 
receptor presenta dos isoformas denominadas RPA y RPB, que son estructu-
ralmente muy similares y están codificadas por un mismo gen pero difieren en 
el sitio de inicio de la transcripción. El gold standard para determinar el perfil 
de isoformas de una muestra es el Western Blot (WB) ya que ambas isofor-
mas se diferencian por el peso molecular, lo que hace necesario contar con 
tejido fresco y una estructura técnica adecuada. Es importante resaltar que, 
la similitud estructural de ambas isoformas hace difícil contar con anticuerpos 
específicos que distingan a una de otra. 
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En nuestro laboratorio, hemos demostrado, tanto en un modelo murino 
de carcinomas mamarios de tipo luminal, como en líneas celulares humanas 
de similares características, y en cultivos organotípicos de tumores humanos, 
que existe una correlación entre una alta expresión del RPA y la respuesta al 
tratamiento con antiprogestágenos, específicamente la mifepristona (MFP). 
Por otra parte, hemos observado que cuando predomina RPB la respuesta a 
la misma droga puede llegar a ser de tipo estimulatoria.

El objetivo principal de este trabajo, consistió en seleccionar un grupo 
de genes candidatos que sean fácilmente medibles por IHQ, y que nos per-
mitan predecir la isoforma predominante. Habiendo previamente validado a 
la RPA como biomarcador de la sensibilidad a antiprogestágenos, hicimos 
un extenso trabajo de selección de genes basándonos en estudios de otros 
grupos de trabajo. Dichos genes debían tener, como condición sine qua non, 
anticuerpos disponibles para uso en técnicas de IHQ.

Se conoce que las diferentes isoformas del RP regulan un diferente set 
de genes. Richer y col. realizaron microarrays de expresión génica de célu-
las T47D con expresión de una u otra isoforma de RP solamente, T47DYA 
y T47DYB. Observaron que de un total de 94 genes regulados por Pg, 65 
estaban regulados exclusivamente por la RPB, 4 estaban regulados por RPA 
y 25 estaban regulados por ambas isoformas. A pesar de que en condiciones 
fisiológicas la expresión de las isoformas es siempre conjunta, consideramos 
que fue un buen punto de partida para seleccionar genes candidatos. Por 
otra parte, Brayman y col demostraron en un modelo de células epiteliales 
uterinas la asociación entre la expresión de RPB y la expresión de MUC-1.

Para cada uno de los anticuerpos seleccionados confeccionamos un 
score de marca contemplando dos parámetros: la intensidad (0, 1, 2 y 3) y el 
porcentaje de células marcadas (0 a 100). En todos los casos consignamos 
la localización celular y sub- celular de la marca, diferenciando en primera 
instancia si la marca se ubica en el espacio extracelular o en el interior de 
la célula. Con respecto a la localización dentro de la célula, distinguimos la 
presencia de marca de membrana, citoplasmática y/o nuclear. De cada una 
de las localizaciones antes mencionadas obtuvimos un score multiplicando 
la intensidad y el porcentaje. Del producto de estos parámetros se obtiene 
un score que va de 0 a 300 que se correlaciona con el perfil de isoformas del 
paciente.

La determinación de varios de los genes expresados de forma diferencial 
en los tumores, por técnicas de IHQ, permitirá en un futuro categorizar a las 
pacientes según su isoforma predominante sin la necesidad de realizar un 
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WB. La construcción de un algoritmo diagnóstico contemplando genes regu-
lados por RPA y RPB incluirá, en principio, a BCL-xl y STAT5. La importancia 
de discriminar a los pacientes candidatos a recibir adyuvancia con MFP radi-
ca en que, tanto en modelos experimentales como en los cultivos organotí-
picos de muestras de pacientes, hemos demostrado que la sobreexpresión 
de la Isoforma B del RP puede conllevar una respuesta de tipo estimulatoria 
frente al tratamiento propuesto.

ABSTRACT

Progesterone receptor (PR) is currently used as a surrogate marker for 
functional estrogen receptor activity in breast cancer. Two PR isoforms have 
been described, PRB and PRA. PRA (94 kDa) is a truncated protein that 
lacks the first 164 amino acids of the NH2 terminal of PRB (115 kDa), mak-
ing difficult the development of antibodies that discriminate PRA from PRB 
by standard immunohistochemistry (IHC). There are few studies describing 
the expression of PR isoforms in breast cancers. While there is a general 
consensus that PRA is the prevailing isoform expressed in breast cancer tis-
sues as compared with normal mammary gland, there is controversial data 
regarding the association between their deregulated expression and endo-
crine response or tumor aggressiveness.

We have studied the correlation between the PRA/PRB ratio and antipro-
gestin responsiveness in ex vivo tissue cultures from breast cancer samples. 
Our results show that 100% of PRA samples were inhibited when treated 
with the antiprogestin MFP, suggesting a predictive role for the PRA/PRB 
ratio. These observations are in agreement with previous data obtained in our 
laboratory using murine mammary carcinomas and breast cancer xenografts 
showing different levels of PRB than PRA.

Both PRA and PRB regulate a different set of genes, so we studied with 
IHC, selected candidates that will be part of a diagnostic algorithm to predict 
the predominant isoform. These genes are being tested in TMAs that have 
been built with FFPE of patients with known PR ratio. In conclusion, from the 
genes tested in this work, BCL-xl and STAT-5 may be candidates for such 
predictive algorithm.
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1. INTRODUCCIÓN

Las enfermedades del sistema cardiovascular son actualmente una de 
las primeras causas de mortalidad en el país, siendo causales de hasta un 
30% del total de las defunciones durante el año 2011 (1). La enfermedad car-
diovascular aterosclerótica como proceso fisiopatológico ha sido objeto de 
un intensivo estudio, tanto así que en la actualidad se ha demostrado la natu-
raleza inflamatoria de esta patología (2). De hecho, la inflamación está pre-
sente durante el inicio y progresión de la enfermedad; y se ha descrito mayor 
presencia de células inflamatorias en las placas de ateroma que sufrieron 
rupturas, las cuales son responsables de la mayor parte de los eventos car-
diovasculares (3). 

Dentro de la placa de ateroma coexisten varios tipos celulares entre los 
que se destacan los macrófagos y las células espumosas (4). Ambos tipos 
celulares son responsables de la instauración de un proceso de inflama-
ción vascular y de la generación de productos citotóxicos que precipitan la 
apoptosis de células endoteliales y, por ende, su ruptura (5). Se han descrito 
diversos factores capaces de modular las acciones proinflamatorias, de los 
macrófagos, tal es así que se encuentran en estudio drogas que apuntan a su 
atenuación como estrategia para reducir el riesgo de enfermedad cardiovas-
cular (6). Asimismo, se encuentran en estudio agentes capaces de estimular 
el eflujo de colesterol celular a partir de los macrófagos hacia las lipoproteí-
nas de alta densidad (HDL), la cual es la única vía antiaterogénica capaz de 
promover la regresión de las lesiones ateroscleróticas (7, 8).

El hierro es un micronutriente esencial para las células y para el organis-
mo en general (9). No obtante, al participar de reacciones de óxido-reducción 
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de un solo electrón, el hierro en exceso puede generar radicales libres con 
capacidad de comprometer la funcionalidad y viabilidad celular. La sobrecar-
ga de hierro se ha asociado a estrés oxidativo y a un estado proinflamatorio 
general caracterizado por disfunción endotelial y elevadas concentraciones 
plasmáticas de citoquinas proinflamatorias (10-12). En este contexto, se ha 
sugerido que el hierro influiría en la evolución de la aterosclerosis al modular 
distintas acciones de los macrófagos que residen en la placa de ateroma (13). 
De hecho, se ha demostrado que los ateromas más severos presentan mayor 
contenido de hierro (14, 15). 

En condiciones fisiológicas, los macrófagos almacenan hierro en for-
ma segura mediante su unión a proteínas (16). No obstante, en patologías 
inflamatorias y/o metabólicas, el aumento de la hormona hepcidina, bloquea 
la salida de hierro, favoreciendo así su acumulación dentro de los macró-
fagos (17)word>Intestinal Absorption/genetics</keyword><keyword>Iron/
deficiency/*metabolis. Recientemente, Valenti y col. (18) demostraron que 
los macrófagos sobrecargados en hierro presentan una mayor expresión de 
mediadores inflamatorios, los cuales se asociaron a la presencia de placas 
de ateroma en pacientes con síndrome metabólico. 

De lo antes expuesto, se concluye que el estado de hierro en los macró-
fagos influye en acciones proinflamatorias y proaterogénicas. No obstante, 
aún no se ha estudiado su efecto sobre el eflujo de colesterol celular (única 
vía capaz de promover la regresión de la lesión aterosclerótica).

2. MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos celulares y materiales
Los macrófagos estudiados fueron diferenciados a partir de la línea 

de monocitos humanos THP-1 mediante tratamiento con ésteres de forbol 
(forbol-12-miristato-13-acetato, Sigma-Aldrich, EEUU). Las células fueron 
cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con 10% suero fetal bovino 
inactivado (Natocor, Argentina), 2mM de L-glutamina (Gibco, EEUU), 80 U/
ml de penicilina y 80 µg/ml de estreptomicina (Gibco, EEUU). Las solu-
ciones de cloruro férrico (Cl3Fe; Cicarelli, Argentina) fueron preparadas 
a partir de una solución madre 15 M y fueron esterilizadas por filtración 
previo a su uso. El mesilato de deferoxamina (DFO, Desferal®, Novartis, 
Suiza) fue reconstituido inmediatamente previo a su uso a partir de ampo-
llas de 500 mg con agua para inyectables. La LDL fue obtenida a partir de 
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un pool de sueros normolipémicos por ultracentrifugación secuencial a su 
densidad característica de flotación (d=1,019-1,063g/ml). Posteriormente 
las LDL fueron sometidas a diálisis (Spectrum Labs, EEUU) y se procedió a 
su modificación química. Para la acetilación de las LDL, se diluyó la LDL a 
una concentración de 40 mg de proteínas/dl y se incubó durante 90 min con 
anhídrido acético en medio alcalino.

Protocolo experimental y tratamientos
El protocolo de diferenciación implicó el cultivo de 1.000.000 de célu-

las por pocillo en presencia de forbol-12-miristato-13-acetato (concentra-
ción final=50ng/ml; Sigma-Aldrich, EEUU) durante 72hs a 37°C y 5% de 
CO2. Luego de la incubación, se removieron las células no adherentes por 
aspiración y sucesivos lavados con PBS. Los macrófagos obtenidos fueron 
sometidos a los siguientes tratamientos durante 6 horas en medio RPMI-
1640 suplementado con 0,2% de albúmina, L-glutamina y glucosa (Medio 
RGGB): a) 50, 75 y 100µM de Cl3Fe; b) 50 y 100µM de DFO, un quelante de 
hierro; d) combinación a+100 µM de DFO. La viabilidad celular fue evaluada 
mediante exclusión de azul de tripán (Sigma-Aldrich, EEUU). La viabilidad 
celular a lo largo de los experimentos fue > 98 %. Todos los ensayos fueron 
realizados por triplicado.

Ensayos específicos
Incorporación de colesterol: Luego de las 6 hs de incubación se lavaron 

las células por aspirado y se procedió a la diferenciación a células espu-
mosas mediante la incubación con 50µg/ml de una LDL acetilada marcada 
con colesterol tritiado: Una vez finalizada la incubación, las células fueron 
lavadas 3 veces con PBS y se extrajeron los lípidos con una mezcla de hexa-
no/isopropanol (3:2vol/vol) durante 10 minutos. Se determinó la actividad de 
tritio mediante centelleo líquido (OPTIPHASE III, Perkin-Elmer, EEUU). Los 
resultados están expresados como porcentaje del blanco. Todos los ensayos 
fueron realizados por triplicado. 

Eflujo de colesterol: El eflujo de colesterol celular se determinó acorde al 
método previamente descrito (19).

Análisis estadístico
Las diferencias entre los grupos fueron evaluadas por análisis de la 

varianza (ANOVA) utilizando el test post-hoc de Tukey. Los resultados están 
expresados como media ± error estándar de la media (EEM). Se conside-
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raron significativos aquellos resultados con p<0,05 a dos colas. Para todos 
los análisis se utilizó el software INFOSTAT® (Grupo INFOSTAT, Argentina).

3. RESULTADOS

La Figura 1 muestra el efecto de las distintas concentraciones de hierro 
sobre la incorporación de colesterol tritiado en los macrófagos. La concentra-
ción más baja de hierro ensayada fue suficiente para generar un incremento 
significativo de la incorporación de colesterol a los macrófagos. No obstante, 
no se observó un incremento de la acumulación de colesterol al aumentar las 
concentraciones de hierro.

Figura 1. Incorporación de colesterol en función de la concentración de hierro.

p<0,01 por ANOVA. Letras diferentes indican grupos significativamente distintos en el test Post-
hoc. Los gráficos representan la media ± error estándar de la media para cada condición. Todos 
los ensayos fueron realizados por triplicado.

A continuación se evaluó si el DFO, un quelante de hierro, era capaz 
de revertir las alteraciones observadas (Figura 2). A toda concentración de 
hierro el DFO redujo la incorporación de colesterol de los macrófagos a un 
nivel comparable con el blanco. Es remarcable que el DFO por sí solo no 
tuvo efectos en la incorporación de colesterol por los macrófagos (datos no 
mostrados).
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Figura 2. Incorporación de colesterol y efecto del DFO a las distintas concentraciones 
de hierro.

*p<0,001; **p<0,01 por ANOVA. Letras diferentes indican grupos significativamente distintos en 
el test Post-hoc. En todos los ensayos se utilizó 100µM de DFO. Los gráficos representan la 
media ± error estándar de la media para cada condición. Todos los ensayos fueron realizados 
por triplicado.

Por otro lado, se observó una menor capacidad de los macrófagos para 
ceder colesterol a las HDL al incrementar la concentración de hierro. (Figura 
3). Estas diferencias fueron estadísticamente significativas a partir de una 
concentración de hierro igual a 75µM (Figura 3).

Figura 3. Eflujo de colesterol hacia las HDL en función de la concentración de hierro.

p<0,005 por ANOVA. Letras diferentes indican grupos significativamente distintos en el test Post-
hoc. Los gráficos representan la media ± error estándar de la media para cada condición. Todos 
los ensayos fueron realizados por triplicado.
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	 Adicionalmente, el DFO revirtió las alteraciones en el eflujo de coles-
terol en todas las concentraciones de hierro ensayadas, observándose dife-
rencias más marcadas cuando la concentración de hierro fue igual a 100µM 
(Figura 4). 

Figura 4. Eflujo de colesterol hacia las HDL y efecto del DFO a las distintas concen-
traciones de hierro.

*p<0,005 por ANOVA. Letras diferentes indican grupos significativamente distintos en el test Post-
hoc. En todos los ensayos se utilizó 100µM de DFO. Los gráficos representan la media ± error 
estándar de la media para cada condición. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

DISCUSIÓN

El resultado más significativo del presente trabajo es la disminución de 
la capacidad de los macrófagos para mediar el eflujo de colesterol hacia las 
HDL luego de la incubación de las células con concentraciones crecientes 
de hierro. Adicionalmente se observó que los macrófagos al ser tratados con 
hierro presentaron una mayor tasa de incorporación de colesterol. No obstan-
te, este último efecto no dependió de la dosis de hierro utilizada. Todos estos 
efectos fueron eficientemente revertidos por el quelante de hierro, DFO, 
demostrando que el hierro fue el responsable de los cambios observados. 
Estos resultados apoyan la hipótesis que sugiere al contenido de hierro de los 
macrófagos como un factor desestabilizante de las lesiones ateroscleróticas.

El presente trabajo extiende resultados previos en los que la incubación 
con hierro se asoció a un aumento en la incorporación de colesterol por los 
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macrófagos a través de una mayor expresión del receptor scavenger (20). A 
diferencia del citado estudio, en nuestro trabajo las células fueron expuestas 
a las diferentes concentraciones de hierro previamente a la incubación con 
las LDL. Por lo tanto, en nuestro trabajo se evitó la potencial interferencia 
atribuible a la oxidación de la LDL mediada por hierro y la consecuente incor-
poración de las LDL dado su mayor estado de oxidación respecto al blanco.

Por otro lado, respecto al eflujo de colesterol celular, un estudio demos-
tró un aumento del eflujo de colesterol a través de una mayor expresión de 
los receptores ABCA1 y ABCG1 en ratones en los que se redujo el conteni-
do de hierro de los macrófagos mediante el tratamiento con un inhibidor de 
la expresión de la hepcidina (21). Adicionalmente, se vio que un subtipo de 
macrófagos con resistencia a la acumulación de hierro está caracterizado 
por menor generación de especies reactivas del oxígeno, y mayor expresión 
de ferroportina y del receptor ABCA1 (mediante activación de los factores 
de transcripción LXR-α) (22). Estos resultados están en línea con nuestras 
observaciones respecto al aumento de la concentración de hierro y el dete-
rioro de la capacidad de los macrófagos para ceder colesterol hacia las HDL. 

Entre los esquemas de prevención de enfermedad cardiovascular se 
hace referencia al concepto de riesgo residual. El mismo está definido como 
el riesgo cardiovascular que presenta un paciente luego de haberse alcan-
zado su meta de colesterol de LDL, principal blanco de intervención (23). En 
gran medida, este término se utiliza para definir a aquellos pacientes de muy 
alto riesgo que presentan alteraciones lipídicas persistentes, disminución del 
C-HDL y/o aumento de triglicéridos, y un estado inflamatorio crónico, tra-
ducido a la práctica como un aumento persistente de la proteína C reactiva 
ultrasensible (PCRus). En este sentido, el estudio de una estrategia capaz 
de modular la actividad proinflamatoria y proaterogénica de los macrófagos 
resulta promisorio para el abordaje del paciente con elevado riesgo residual. 
De hecho, numerosos ensayos clínicos se están llevando a cabo para eva-
luar la posibilidad de utilizar fármacos antiinflamatorios para la reducción del 
riesgo cardiovascular (24). 

En conclusión, el presente trabajo demuestra que los macrófagos al 
sobrecargarse en hierro exhiben cambios proaterogénicos en su función con 
mayor incorporación de colesterol y menor capacidad para cederlo a las HDL. 
Estas alteraciones fueron eficientemente revertidas mediante el empleo de 
quelantes de hierro. Futuros ensayos deberán evaluar el efecto de la modula-
ción de los niveles de hierro de los macrófagos en el contexto clínico. 
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ABSTRACT

Introduction: Atherosclerotic cardiovascular disease (CVD) is one of the 
major causes of death in the western world. Atherosclerosis is now consid-
ered an inflammatory pathology, in which macrophages play numerous roles. 
Increased iron content was previously shown to induce proinflammatory and 
atherogenic changes in macrophage phenotype. The aim of the present work 
was to evaluate the impact of iron content on the cholesterol influx and efflux 
from macrophages.
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Methods: Macrophages were obtained by incubation of THP-1 cells with 
phorbol esters. After macrophages were fully differentiated, cells were incu-
bated for 6 h with 50, 75 and 100µM of ferric clorure (FeCl3). Also cells were 
co-incubated with FeCl3 and 100 µM of deferoxamine (DFO), an iron chela-
tor. An acetylated LDL with tritiated cholesterol was employed to load the 
cells with cholesterol and to evaluate cholesterol influx. Cholesterol efflux was 
measured towards an HDL isolated from the plasma of a healthy individual. 
All experiments were performed by triplicate and the results were analyzed 
by ANOVA.

Results: Incubation with iron promoted a significant increase in choles-
terol influx by macrophages (+25%, p<0.01). Incubation with DFO significant-
ly reverted these effects (p<0.01). On the other hand, iron content affected 
the capacity of macrophages to donate cholesterol to HDL particles. (-25%, 
p<0.005). Treatment with the iron chelator DFO, significantly increased the 
cholesterol efflux towards HDL at the higher FeCl3 concentration assayed 
(p<0.005).

Discusion: Increased iron content induced proatherogenic modification 
in the capacity of macrophages to handle cholesterol. In particular, increased 
iron content was associated with higher cholesterol influx and lower capac-
ity to donate cholesterol. These alterations were related to the dose of iron 
and were reverted by incubation with an iron chelator. Future studies have to 
evaluate the impact of the modulation of iron content in the clinical context.
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RESUMEN

En vista de los resultados obtenidos podemos concluir que los recepto-
res nucleares PPARg se encuentran involucrados en la funcionalidad ovárica 
que se traduce en la regulación de la foliculogénesis temprana. Por medio 
de la inducción de la foliculogénesis con eCG, y luego esta inducción en 
presencia de exceso de andrógenos (dehidroepiandrosterona; DHEA) y uti-
lizando rosiglitazona que es el ligando sintético de PPARg pudimos llegar a 
los siguientes hallazgos:

Vimos un aumento proteico de la expresión de PPARg ovárico luego de 
la hiperandrogenización, esto se revirtió con el tratamiento con rosiglitazo-
na. En cambio y para responder a estas alteraciones, la expresión génica 
(mRNA) de PPARg se vio disminuída, esto también fue revertido por la rosi-
glitazona.

Podemos entonces concluir que el exceso de andrógenos durante la 
inducción de foliculogénesis altera al sistema PPARg hecho que puede rever-
tirse con el tratamiento del análogo rosiglitazona.

Los receptores nucleares PPARg son reguladores génicos, por ello qui-
simos ver como se veía alterada la proteína StAR, que es la responsable 
de la entrada de colesterol a la célula y por lo tanto la que comienza con la 
esteroidogénesis ovárica. Vimos que en presencia de andrógenos ésta se 
veía incrementada y que la rosiglitazona era capaz de revertirlo. Esto es coin-
cidente con una mayor síntesis de testosterona y estradiol por parte del ovario 
hiperandrogenizado y una alteración en la relación testosterona/estradiol que 
trae aparejado una falla en la producción del folículo dominante.

Todas estas alteraciones descriptas en la foliculogénesis temprana 
como resultado de la hiperandrogenización aguda, se produce en el mar-
co de un proceso pro-inflamatorio y pro-oxidativo como se desprende de la 
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expresión génica de la enzima limitante de la síntesis de prostaglandinas, la 
COX2 y del balance pro-oxidante (determinado por el índice de peroxidación 
lipídica) antioxidante (cuantificado por la producción de GSH).

Vale decir que en condiciones de hiperandrogenización aguda, se gene-
ra una alteración de la foliculogénesis temprana ovárica en la cual estaría 
involucrado el sistema PPARg. 

El Síndrome del Ovario Poliquístico (PCOS) es una patología heterogé-
nea caracterizada por hiperandrogenismo, hirsutismo, oligo o amenorrea y 
anovulación (Abbott y col., 2002; Asuncion y col., 2000; Franks, 1995).

Los receptores nucleares activados por proliferadores peroxisomales 
(PPARs) pueden ser del tipo alfa, beta ó gama (Isseman y Green 1990) y son 
capaces de activarse por ligandos naturales (como la prostaglandina (PG) J2: 
15-deoxy-delta 12,14-prostaglandina J2, la familia de los 12, 15 hidroxi-eico-
satetraenoico; HETE) o por ligandos sintéticos (glitazonas). Las glitazonas 
regulan el metabolismo lipídico y por ello disminuyen el síndrome de insulino-
resistencia, los andrógenos circulantes e indirectamente los niveles de insuli-
na, incrementando así la tasa de ovulación y de preñez de mujeres con PCOS 
(Dunaif 1996; Nestler 1999; Iuorno y Nestler 2001; Lord 2003; Seli y Duleba 
2004; Froment 2006). En cuanto a la función de los PPAR gama, se describió 
que aparecen en el pasaje folículos primarios/ secundarios a preovulatorios 
y que su expresión se incrementa con el desarrollo folicular (Komar 2005). 
Además, el ARNm que codifica para PPAR gama se regula en forma negativa 
luego del pico de LH (Komar 2005). Ya que la activación de los PPAR gama 
por ligandos naturales y sintéticos en células de la granulosa se regula por 
hormonas sexuales esteroideas, se presupone que la expresión de PPAR 
gama indirectamente podría estaría involucrada en la maduración del ovocito 
a través de las células de la granulosa (Dupont y col., 2008). Indirectamente 
esto estaría demostrado por el hecho que la deleción del gen que codifica 
para PPAR gama provoca sub-fertilidad (Cui y col 2002).

Con el objeto de cumplir con los objetivos propuestos, utilizamos un 
modelo de inducción de foliculogénesis en ratas de la cepa Sprague-Dawley 
prepúberes (22 días de edad). En hembras prepúberes inyectamos 25 UI ip 
de eCG (Novonorm) para inducir foliculogénesis (Irusta y col., 2003) (grupo 
eCG). Un segundo grupo fue estimulado con eCG pero además hiperandro-
genizado con DHEA (sc 6 mg/kg de peso) (grupo eCG+HA) y un tercer grupo 
fue tratado con vehículo (solución fisiológica ip y aceite de maíz sc, grupo 
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control vehículo). El grupo control estuvo representado por animales que no 
recibirán tratamiento alguno.

1.- Por medio de la técnica de Western blot estudiamos al expresión pro-
teica de los receptores PPARg en ovario y vimos que la misma se incremen-
taba en el grupo hiperandrogenizado HA mientras que la rosiglitazona fue 
capaz de revertir este efecto.

2.- Como consecuencia de la activación proteica de los receptores 
PPARg se producía un mecanismo compensatorio que disminuia la expresión 
génica de los receptores PPARg (determinado por Real Time PCR) hasta los 
valores como si no hubiera sido inducida la foliculogénesis. La rosiglitazona 
logró revertir este efecto.

3.- Determinamos, por la técnica de Western Blot, la expresión de StaR 
la proteina limitante de la entrada de colesterol a la célula y por lo tanto de 
la esteroidogénesis ovárica. Encontramos que los andrógenos (eCG+HA) 
incrementa la expresión proteica de StAR con respecto a la inducción de la 
foliculogénesis en condiciones normales (eCG) mientras que la rosiglitazona 
fue capaz de revertir este efecto (eCG+HA+R). 

4.- Para estudiar si la hiperandrogenización inducía un estado pro-infla-
matorio durante al inducción de la foliculogénesis temprana, determinamos 
por Western Blot la expresión proteica de la enzima ciclooxigenasa (COX2) 
enzima limitante de la síntesis de prostaglandinas.

Encontramos que los andrógenos (eCG+HA) incrementa la expresión 
proteica de COX2 con respecto a la inducción de la foliculogénesis en con-
diciones normales (eCG) mientras que la rosiglitazona fue capaz de revertir 
este efecto (eCG+HA+R). 

5.- Debido a que en el Síndrome de Ovario Poliquistico se encuentra 
un perfil de hiperandrogenismo que a su vez con una relación anómala con 
los niveles de estradiol estaría induciendo un ambiente desfavorable para la 
formación del folículo dominante, determinamos, por la técnica de radioin-
munoensayo la concentración sérica de estradiol y testosterona. También 
hicimos la relación estradiol/testosterona en todos los grupos de trabajo. 

Observamos que cuando se induce la foliculogénesis por medio de eCG, 
la concentración sérica de estradiol y testosterona aumenta. 
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Cuando la foliculogénesis es inducida en medio de una condición hipe-
randrogénica (eCG+HA), la concentración sérica de estradiol y de testostero-
na aumentan con respecto a los grupos control y eCG. 

El tratamiento con rosiglitazona revierte parcialmente el aumento de tes-
tosterona pero no tiene efecto en la concentración sérica de estradiol.

Dada la importancia de la relación testosterona/estradiol en la foliculo-
génesis ovárica, más que la concentración de cada hormona por separado, 
determinamos dicha relación.

La relación testosterona/estradiol aumenta cuando se induce la foliculo-
génesis (eCG), esta relación baja a nivel de los controles cuando la foliculo-
génesis es inducida en presencia de hiperandrogenismo y vuelve a niveles 
de inducción de foliculogénesis (eCG) cuando se trata con rosiglitazona.

La rosiglitazona per se (eCG+R) no tuvo efecto.

6.- Para determinar si los folículos ováricos sometidos a hiperandrogeni-
zación aguda presentaban un estado pro-inflamatorio, determinamos el con-
tenido ovárico de prostaglandina (PG) E.

Encontramos que cuando se induce la foliculogénesis (grupo eCG), la 
concentración de PGE se incrementa con respecto a los controles sin inducir. 
Sin embargo, cuando la inducción de foliculogénesis se realiza en presencia 
de exceso de andrógenos (eCG+HA), el contenido de PGE aumenta con res-
pecto a control y al grupo eCG. El tratamiento con rosiglitazona (eCG+HA+R) 
revierte este efecto adverso de la acumulación de PGE ovárica llevando los 
vales a niveles controles. También observamos que la rosiglitazona per se 
(grupo eCG+R) no posee efecto alguno.

7.- Dado que el desarrollo folicular puede verse afectado por el estable-
cimiento de estrés oxidativo, determinamos la peroxidación lipídica ovárica 
como la concentración de malondialdehido formado y como mecanismo de 
defensa, determinamos la concentración del metabolito antioxidante gluta-
tión (GSH). 

Encontramos que cuando la foliculogénesis se induce en presencia de 
andrógenos (eCG+HA), la peroxidación lipídica (y por lo tanto el estrés oxida-
tivo) se encuentra aumentado. Esto se revierte con el tratamiento con rosigli-
tazona (grupo eCG+HA+R). 

A su vez, la concentración de GSH está disminuida cuando la folicu-
logénesis se induce en presencia de andrógenos (eCG+HA) hecho que se 
revierte con el tratamiento con rosiglitazona (grupo eCG+HA+R). 
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Podemos concluir que el exceso de andrógenos durante la foliculogéne-
sis temprana, induce un efecto pro-inflamatorio y pro-oxidante tal como se 
desprende de los resultados expuestos.
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ABSTRACT

Acute hyperandrogenism alters early follicular development by a mecha-
nism mediated by the peroxisome proliferator-activated receptor gamma sys-
tem (PPARg). The PPARg actions involved the steroidogenic acute regulator 
proteína (StAR), thus in turn would modify the cascade of ovarian steroidoge-
nesis. We found that testosterone and estradiol levels are increased after the 
acute hyperandrogenization thus conducting to the fail of the dominant follicle 
which in turn would be able to ovulate.

All these alterations in the ovarian tissue were accompanied by a pro-
inflammatory and pro-oxidant status. 

Our data could explain why in the hyperandrogenic environment, the 
dominant follicle are not present and in the contrary the presence of cysts is 
one of the characteristics of that condition.

Estas investigaciones pudieron ser realizadas gracias al presente subsi-
dio y fueron publicadas en parte en el manuscrito:

Effect of hyperandrogenism on ovarian function.
Velez LM, Heber MF, Ferreira SR, Abruzzese GA, Reynoso RM, Motta AB.
Reproduction. 2015 Jun;149(6):577-85. doi: 10.1530/REP-15-0041. Epub 

2015 Mar 12.
Mientras que una segunda parte de dicho proyecto está en confección.
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INTRODUCCIÓN

La ADAMTS13 (A Disintegrin-like And Metalloprotease with ThromboS-
pondin type 1 motifs 13), es una metaloproteasa que cliva los multímeros 
extragrandes del factor von Willebrand (VWF) (1; 2; 3). Se ha demostrado la 
expresión de ácido ribonucleico (ARN) mensajero (ARNm) de la ADAMTS13 
en hígado, HUVEC, plaquetas y otros órganos (1; 4). Se ha descrito al menos 
4 tipos de isoformas (ISF) producto de procesos de splicing alternativo a 
nivel del ARNm y en algunos casos en células tumorales (5). Se sabe que 
17β-estradio (E2) e Histamina (H) incrementan significativamente los niveles 
de ARNm total de VWF y ADAMTS13 a nivel intracelular (6).

En el presente estudio analizamos principalmente la presencia de la ISF 2 
y 3 en plaquetas, HUVEC y en células de cáncer de mama. Comprobando sus 
diferencias con la ISF normal, asimismo el efecto que la H e E2 puede producir 
en la transcripción del gen de la ADAMTS13 dentro de las células estudias.

MATERIALES Y MÉTODOS.

Se utilizó sangre de 6 sujetos anticoagulada con citrato de sodio 3,8% 
y con recuento plaquetario normal, sin antecedentes de problemas trombó-
ticos. Se obtuvo el consentimiento informado por la colaboración para este 
estudio, en todos los casos.

Obtención de plaquetas
Fueron lavadas con 10% de ACD pH 6,4; 0,03% de Prostaglandina E1 

(PGE1) y buffer salino. Se centrifugó a 3000 rpm sin freno por 20 minutos 
(min) a temperatura ambiente (TA). Se repitió el proceso 2 veces.
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Obtención y cultivo HUVEC, líneas tumorales
Las muestras de ARN total obtenidas de HUVEC sometidas a trata-

mientos fueron obtenidas de nuestros experimentos previos (6). Las células 
Hep3b de hepatoma y líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB231 and 
MCF7) sin tratar fueron obtenidas previamente (7)

Tratamientos en HUVEC, MDA-MB231 y MCF7
Las HUVEC, MDA-MB231 y MCF7, a una confluencia de 70% fueron 

sometidas a las mismas condiciones que las HUVEC por 24 horas: E2 (1nM), 
la H (100μM) e inhibidores de H [I (HRH1: Ketotifen, HRH2: Cimetidine y 
HRH3: Clobenpropit)] (1mM) (Sigma, St. Louis, USA). Las concentraciones 
de hormonas que se utilizaron, tienen una relación directa con la concentra-
ción fisiológica. 

La determinación de la concentración y viabilidad de las células, luego 
de los tratamientos, se realizó mediante la técnica de coloración con trypan 
blue.

Aislamiento de ARN
El ARN fue aislado siguiendo el método que requiere TRIzol® Reagent 

(Invitrogen-Life Technologies, USA), cloroformo para la separación de fases, 
isopropanol para la precipitación, etanol al 70% para el lavado del botón de 
ARN, secado y resuspendido en agua libre de RNAsas.

Retrotranscripción (RT-PCR)
La RT-PCR se realizó utilizando Random primers [Pd(N)6] y siguiendo 

las indicaciones del kit ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, 
Usa). 

Primers y PCR
Se utilizó los siguientes primers para la amplificación de los fragmentos y 

P5 para la secuenciación de la cadena sentido de ISF 1 e ISF 2. 

Tabla 1: Primers utilizados para la amplificación de ISF.
Primer Sentido Primer Antisentido Fragmento

P1 y P2 5’CTGTCTCATTGCCGACTGCACCTA 3’ 5’CAGCGTGTTGGTCTTGGAGC 3’ ISF 1 e ISF 2
P3 y P4 5’ GTCACCATTGCCCATGAGAT 3’ 5’ ATTCTGTCCCATCCAGGAGA 3’ ISF 1 e ISF 3
Β-1 y β-2 5’TCACCAACTGGGACGACATG 3’ 5’ GTACAGGGATAGCACAGCCT 3’ Β-actina
P5 5’CGGTGACTGTGCGTGGCT 3’ ISF 1 e ISF 2
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La amplificación de las ISF 1, 2 se realizó utilizando el kit Gotaq DNA polimera-
sa (Promega, USA) con aditivos DMSO 10% y Gelatina 0,01% que mejoraron la 
reacción. Para la diferenciación de las ISF 1 y 3 se siguió las mismas condicio-
nes sin los aditivos, ni MgCl2. El gen β-actina fue utilizado como control positi-
vo de expresión y amplificación. Y las condiciones de ciclado fueron: 96°C/10 
min, 96°C/30 seg, 62°C-60,8°C-59°C/30 seg, 72°C/30 seg, 72°C/10 min.

Verificación de fragmentos amplificados
Se realizó en gel de agarosa al 2 % conteniendo SYBR® Safe DNA Gel 

Stain y en presencia de un marcador de peso molecular.

Purificación y secuenciación 
La purificación de las bandas correspondientes a los amplicones repre-

sentativos de cada ISF fueron aislados del gel de agarosa y purificados 
mediante el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, 
UK). A los purificados se les midió la concentración en un espectrofotómetro 
GeneQuant 1300 (GE Healthcare, USA. 

La secuenciación se realizó utilizando los primers (tabla 1) a una con-
centración de 1,6μM y tomando en cuenta el protocolo sugerido por el kit 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit y el secuenciador automático 
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (PE, Applied Biosystems, USA).

Los electroferogramas se analizaron manualmente, comparándolas con 
las secuencias de Ácido Desoxiribonucleico (ADN) complementario (ADNc) 
de la ISF 1 (NM_139025), ISF 2 (NM_139027), ISF 3 (NM_139026) compro-
bando la presencia de las mismas.

RESULTADOS:

El rango de concentración de ARN total intraplaquetario se mantuvo 
entre 175-1068 ng/μL, y en HUVEC, Hep3B, MDA-MB231, MCF7, entre 456-
7852 ng/μL.

ISF1 e ISF2 
La amplificación del ADNc, comprobó la presencia de ARNm de la ISF 

1 y de la ISF 2 en plaquetas, HUVEC, MDA-MB 231 y MCF7 (Figura 1). Las 
células Hep3B se utilizaron como control (5). Las pruebas fueron realizadas 
por triplicado.
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Figura 1: Gel de agarosa al 2% donde se observa los amplicones correspondientes 
a la ISF 1 (~610 pb) y la ISF 2 (~450 pb) en las líneas tumorales de cáncer de mama y 
HUVEC acompañados por un blanco y el marcador de peso molecular.

ISF 3
El ARNm de ISF 3 fue hallado únicamente en HEP3B, MDA-MB231 y 

MCF7, pero a mucha menor concentración que la ISF 1 (Figura 2).

Figura 2: Gel de agarosa al 2% donde se observa los amplicones correspondientes 
a la ISF 1 (~430 pb) y a la ISF 3 (~325 pb) acompañados por el marcador de peso 
molecular. 

HUVEC Tratamiento.
HUVEC tratadas con E2, H+E2, E2+I, I, mostraron un ligero descenso 

de la cantidad de ARNm de la ISF 1, siendo estadísticamente significativo 
(p<0.05). Las tratadas con I, H+I y E2+I mostraron un descenso de ARNm 
de la ISF 2; por otro lado, los tratamientos con E2, H, E2+H and E+H+I apa-
rentemente promovieron el incremento de los niveles ARNm de la ISF 2. Las 
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muestras fueron comparadas en todos los caso contra un cultivo sin trata-
miento (vehículo) (Figura3).

En el caso de las MDA-MB231 (Figura 4) y las MCF7 (Figura 5) los tra-
tamientos a las concentraciones utilizadas no afectaron los niveles iniciales 
que ellas presentaron.

Figura 3: A) Gel de agarosa al 2% para separar los fragmentos característicos de las 
ISF 1 y 2 de la ADAMTS13 en HUVEC con tratamiento. Fragmentos amplificados de 
610 Pb para la ISF1 y 450 pb para la ISF 2. B) Gráfico que representa la cuantificación 
de los amplicones obtenidos de la ISF 1 e ISF2 posterior a los tratamientos sobre 
HUVEC y normalizados contra la muestra sin tratamiento.

Figura 4: A) Gel de agarosa al 2% para separar los fragmentos característicos de las 
ISF 1 y 2 de la ADAMTS13 en MDA-MB231 con tratamiento. Fragmentos amplificados 
de 610 pb para la ISF1 y 450 pb para la ISF 2. B) Gráfico que representa la cuantifica-
ción de los amplicones obtenidos de la ISF 1 e ISF 2 de posterior a los tratamientos 
sobre MDA-MB231 y normalizados contra la muestra sin tratamiento.
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Figura 5: A) Gel de agarosa al 2% para separar los fragmentos característicos de las 
ISF 1 y 2 de la ADAMTS13 en MCF7 con tratamiento. Fragmentos amplificados de 610 
pb para la ISF1 y 450 pb para la ISF 2. B) Gráfico que representa la cuantificación de 
los amplicones obtenidos de la ISF 1 e ISF 2 posterior a los tratamientos sobre MCF7 
y normalizados contra la muestra sin tratamiento

CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN

Suzuki et al demostró que el ARNm de ADAMTS13 está presente dentro 
de las plaquetas (8); posteriormente Liu L et al, confirmó la presencia de la 
ADAMTS13 en plaquetas, la posible presencia de diferentes ISF, productos 
de la degradación de la proteína y que la ADAMTS13 se encontraría en la 
superficie de las plaquetas (9). El presente estudio demostró la presen-
cia, no solamente de la ISF1, sino también de la ISF 2 aunque en baja 
concentración a nivel intraplaquetario; y la ausencia de la ISF 3 que 
ampliaría los conocimientos acerca de la síntesis de la proteína por las 
plaquetas en sujetos normales.

La ADAMTS13 es sintetizada por HUVEC (10). El aumento de expresión 
de ARNm de ADAMTS13 en HUVEC, permitiría entender como regula positiva-
mente la transcripción y traducción de la proteína en células en confluencia (11). 
Nosotros detectamos ARNm de ISF 1 y por primera vez de la ISF 2 en las 
HUVEC. Sin embargo, al igual que en el caso de las plaquetas, el ARNm 
de ISF 2 estaría en menor concentración que la ISF normal. A pesar que 
aún no se determinó la funcionalidad de la ISF 2 aparentemente no ten-
dría efectos patológicos, posiblemente por su baja concentración. 

El splicing alternativo es un evento que regula el procesamiento del ARN 
que contribuye a la diversidad de proteínas y en muchos casos permitiendo 
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la aparición de potenciales ISF (9; 12). Por lo tanto, se puede concluir que 
tanto en plaquetas como en HUVEC que los procesos de splicing alternativo 
podrían originar ausencia de fragmentos o dominios durante la transcripción 
y traducción de la ADAMTS13.

La histamina es un neurotransmisor que participa en una gran variedad 
de procesos fisiológicos (13), en HUVEC estimula la producción y liberación 
de VWF pero no de ADAMTS13, lo que permite determinar que la expresión 
de ARNm de ADAMTS13 es de 1:100 con respecto al VWF bajo esta con-
dición (10; 14). Powazniak et al indica que la incubación de HUVEC con E2 
resultaría en un incremento significativo de la expresión de ARNm de VWF 
y ADAMTS13, lo que significa que el E2 estimula la transcripción de VWF y 
ADAMTS13 a través de mecanismos mediados por el receptor de E2 pre-
sentes en HUVEC (6). Nuestros resultados, con respecto a las ISF de 
la ADAMTS13, sugieren que las HUVEC tratadas con H efectivamente 
no tendrían incremento significativo en sus niveles de ARNm de ISF 
1 ni de ISF 2; aunque si se percibe un ligero aumento de ARNm de la 
ISF 2. E2 sola o acompañada por H reducirían ligeramente los niveles 
de ARNm de la ISF 1 pero tendrían un incremento de ARNm de la ISF 
2, que lo podría explicar el incremento observado por Powazniak et al 
(6); quién utilizó como referencia la secuencia de los exones 15-16 de la 
ADAMTS13 que se encuentran presentes en ambas ISF. 

Está bastante estudiado que las células tumorales adquieren caracte-
rísticas especiales propias de su forma patológica; muchos de estos rasgos 
pueden estar directamente relacionados con la regulación de genes abe-
rrantes resultante y de la desregulación de splicing alternativo durante su 
progresión (9). Observamos que el ARNm de ISF de la ADAMTS13 se vio 
incrementado en este tipo de células, sobretodo de ISF 2. A pesar de 
ello, con respecto a las ISF 1 y 2, no se observó cambios significativos 
cuando fueron sometidos a los mismos tratamientos que las HUVEC.

El splicing alternativo es un proceso frecuente en la ADAMTS13 y que 
aparentemente originaría formas alternas que podrían tener alguna actividad 
que deberían seguir siendo estudiados.
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ABSTRACT

Background: ADAMTS13 is a physiological von Willebrand factor (VWF)-
cleaving protease. mRNA expression of ADAMTS13 in several organs, 
peripheral blood, leukocytes and human platelets was demonstrated. At least 
4 types of mRNA isoforms (ISF) were described as result of alternative splic-
ing process. Our previous research reported expression of ISF in tumor cells. 
mRNA levels of ADAMTS13 were increased significantly in HUVEC after 
treatments with estradiol (E2) and Histamine (H).

For this study, we analyzed mRNA levels of ISF2 and ISF3 compare to 
ISF1 in platelets, HUVEC and breast cancer cells and the difference between 
E2 and H treatment in mRNA levels of ISF1 and ISF2 in HUVEC, MDA-MB231 
and MCF7.

Methods: mRNA was extracted using TRIzol reagent followed by pre-
cipitation with phenol/chloroform. The mRNA was reverse transcribed into 
cDNA using random primers. We designed primers to amplify the sequence 
of ADAMTS13 to differentiate ISF1, ISF2 and ISF3 at the same time. β-actin 
was used as control. HEP3B was used as positive control for studied ISF. 
The PCR products were analyzed on agarose gel, isolated, purified and 
sequenced.

Results: Platelets and HUVEC showed mRNA expression of ISF1 and 
ISF2 and lack of ISF3, while MDA-MB231 and MCF7 displayed the three ISF. 
HUVEC treated with E2 presented a slight decrease of ISF1. Treatments H+I, 
E2+I, I, also decreased ISF2; while H, E2, H+E2, H+E2+I promoted increase 
levels of ISF2. Samples were compared with vehicle.

In MDA-MB231 and MCF7 treated or not, we did not observe differences 
between levels of ISF1 and ISF2.

Conclusion: We describe for the first time the presence of ISF2 in plate-
lets and HUVEC. H and E2, used at physiological concentration, could influ-
ence the mRNA splicing mechanism inducing expression of ISF in HUVEC, 
but not in MDA-MB231 and MCF7.
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RESUMEN

El hipocampo, estructura límbica relacionada con el comportamiento 
y la memoria, es particularmente sensible a los efectos del estrés crónico. 
Tradicionalmente las neurotrofinas y recientemente también las citoquinas 
han sido relacionadas con el déficit cognitivo. Previamente, encontramos 
que el estrés crónico moderado (CMS) indujo un deterioro en el aprendizaje 
y la memoria y una disminución de la neurogénesis adulta que se correla-
cionaron con el desbalance de citoquinas TH1/TH2 en linfocitos periféricos. 
Además, demostramos que el acetato de glatiramer (GA) puede revertir los 
efectos deletéreos del estrés sobre la neurogénesis y la memoria en paralelo 
con una normalización en la producción de citoquinas por linfocitos. En este 
contexto, resultó de interés investigar el nivel de expresión de citoquinas y 
neurotrofinas en el hipocampo y en los linfocitos a fin de evaluar su utilidad 
como marcadores periféricos de la presencia de trastornos cognitivos. Ade-
más estudiar el efecto del GA sobre los parámetros mencionados. A tal fin, 
se expusieron ratones hembras BALB/c de dos meses de edad a CMS y otro 
grupo de ratones fue alojado en condiciones normales (control). Con el fin 
de evaluar el efecto del GA, un subgrupo de ratones controles y CMS fueron 
tratados con GA. En estos grupos experimentales se analizó el desempeño 
en el laberinto de Barnes y en el laberinto en forma de Y. Además se determi-
naron los niveles de ARNm de citoquinas (IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10) 
y neurotrofinas (BDNF, NT-3 y NGF) en hipocampo y ganglio. En el laberinto 
de Barnes observamos que los CMS tardan más tiempo en encontrar la caja 
(blanco) y cometen más errores totales a lo largo de las sesiones con res-
pecto a sus controles. Además los ratones controles pasan mayor porcentaje 
de tiempo en el cuadrante blanco a lo largo de las sesiones mientras que los 
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CMS exploran otros cuadrantes antes de encontrar la caja. En el laberinto en 
forma de Y los ratones CMS presentaron un menor porcentaje de alternancia 
respecto a sus controles. Además, en los CMS se encontró una disminución 
de IFN-γ y aumento de IL-4 tanto en ganglio como en hipocampo. Sólo se 
halló un aumento significativo de IL-6 en ganglio sin encontrar cambios en los 
niveles de IL-1, IL-2 e IL-10 tanto en ganglio como en hipocampo. No se obser-
varon diferencias en los niveles de ARNm de neurotrofinas entre los grupos 
estudiados. El tratamiento con GA revertió el déficit cognitivo provocado por 
el estrés crónico. Además el GA normalizó los niveles de IFN-γ, IL-4 pero solo 
parcialmente el aumento de IL-6 en ganglio de ratones expuestos a estrés 
crónico. En hipocampo de ratones estresados sólo fue capaz de revertir la 
disminución en la expresión de IFN-γ. Estos resultados sugieren que el IFN-γ 
podría ser utilizado como un potencial biomarcador de presencia y evolución 
de déficit cognitivo.

ABSTRACT

Hippocampus, a limbic structure related to behaviour and memory, is par-
ticularly sensitive to chronic stress effects. Typically neurotrophins and more 
recently cytokines have been associated to cognitive deficit. Previously, we 
found that exposure to chronic mild stress (CMS) increases alterations in lear-
ning and memory, in adult neurogenesis and that it is correlated to Th1/Th2 
imbalance. Furthermore, we have observed that glatiramer acetate (GA) was 
capable to reverse the stress induced-alterations. In this context, in the pre-
sent work we investigated if lymphocytes can be used as peripheral markers 
to cognitive disorders. For this purpose, we exposed two-month-old female 
BALB/c mice to chronic mild stress (CMS), and the other one was left in nor-
mal conditions (control). In order to evaluate the effects of GA, a subgroup of 
control and CMS mice was treated with GA. In these experimental groups we 
evaluated learning and spatial memory performance using Barnes-maze and 
Y-maze. Furthermore, we determinate the ARNm levels of cytokines (IFN-γ, 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10) and neurotrophins (BDNF, NT-3 y NGF) in hip-
pocampus and lymph nodes. We observed that mice exposed to CMS had a 
worse performance in behavioral tests. In the Barnes-maze test, we proved 
that CMS mice do not have any preference for the quadrant that contains 
the scape box, they last more time to find the box and make more mistakes 
in their sessions with respect to control mice. In the Y-maze test, CMS mice 
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showed a lower percentage of alternation. Moreover, in the CMS mice we 
found a decrease in IFN-γ and an increase in IL-4 levels in both hippocampus 
and lymph nodes. We only found a significant increase in IL-6 in the lymph 
nodes, without finding changes in levels of IL-1β, IL-2 and IL-10 in both hippo-
campus and lymph nodes. Furthermore, no differences in the mRNA levels of 
neurotrophins between the groups were observed. Finally, treatment with GA 
was able to reverse the deleterious effects of CMS on learning and memory. 
GA administration reverted IFN- γ and IL-4 levels, and only partially IL-6 level 
in lymph nodes of stressed mice. However, treatment with GA reversed the 
decrease of IFN-γ expresion in hippocampus of CMS mice. These results 
suggest that IFN-γ could be used as a potential biomarker of presence and 
evolution of pathologies related to cognitive deficits.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas está relacionada con el establecimiento de 
procesos inflamatorios agudos y crónicos en diferentes tipos celulares, sien-
do los macrófagos un blanco importante para la infección por Trypanosoma 
cruzi (T. cruzi). Además de encargarse de la identificación, fagocitosis y des-
trucción de los microorganismos, los macrófagos son los primeros y prin-
cipales productores de mediadores inflamatorios que contribuyen a ampli-
ficar la respuesta inmune. Aún así, los macrófagos constituyen un blanco 
de infección para T. cruzi. Por lo tanto la interacción y el balance que se 
genera entre los parásitos y las defensas del hospedador resulta crítico en 
la resolución de la infección. Los Receptores Activados por Factores de Pro-
liferación Peroxisomal γ y α (PPARγ y PPARα) constituyen una familia de 
factores de transcripción activados por ligando, que han sido implicados en 
la regulación de procesos inflamatorios. Estudios previos de nuestro grupo 
han demostrado la capacidad de 15-deoxi-∆12,14 Prostaglandina J2 (15d), 
ligando PPARγ, de modular la respuesta inflamatoria en células cardíacas y 
en ratones infectados con T. cruzi. En este trabajo nos hemos propuesto estu-
diar el papel modulador de ligandos de PPARγ, 15d y de PPARα, Wy14643 
(Wy) en la resolución de la respuesta inflamatoria, en macrófagos infectados 
con una cepa letal (RA) y un clon no letal (K98) de T. cruzi. La utilización de 
estas cepas nos permite aproximarnos a un modelo agudo y a otro crónico de 
infección murina, para poder comparar las posibles diferencias que puedan 
tener los macrófagos peritoneales en las respuestas frente a la invasión de 
diferentes cepas del parásito. Los resultados obtenidos muestran que ambas 
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cepas son capaces de inducir la expresión de citoquinas inflamatorias IL-1 
β, IL-6, TNF-α y la enzima óxido nítrico sintasa (NOS2). Asimismo, pudimos 
determinar que las señales inflamatorias generadas tras la infección son 
inducidas por la activación de NF-kB, un factor de transcripción nuclear crí-
tico en la inflamación e inmunidad. La participación de PPARγ y PPARα en 
los efectos ejercidos por 15d o Wy fue evaluada en macrófagos silenciando 
la expresión de dichos receptores con ARN de interferencia (siARN-PPARγ 
o siARN-PPARα). Observamos que tras el silenciamiento se revirtieron de 
manera parcial los efectos inhibitorios de sus ligandos sobre la expresión de 
NOS2 y sobre la actividad fagocítica, confirmando, al menos en parte, las 
acciones dependientes de PPARγ y PPARα. Estos resultados en conjunto, 
nos indican que ambas cepas inducen una importante respuesta inflamatoria 
en macrófagos peritoneales, diferenciándose entre sí en la cinética de apari-
ción de los distintos mediadores y que esta respuesta puede ser inhibida por 
ligandos de PPAR.

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), the etiological agent of Chagas’ disease, 
induces a persistent inflammatory response. Macrophages are a first line cell 
type involved in the clearance of infection. Upon parasite uptake, these cells 
increase inflammatory mediators, leading to parasite killing. Although desired, 
inflammatory response perpetuation and exacerbation may lead to tissue 
damage. Peroxisome proliferator activated receptors (PPARs) are ligand-
dependent nuclear transcription factors that, besides regulating lipid and 
carbohydrate metabolism, have a significant anti-inflammatory effect. This 
is mediated through the interaction of the receptors with their ligands. Previ-
ous studies from our group have demonstrated the ability of 15-deoxy-Δ12,14 

prostaglandin J2 (15d), PPARγ ligand, to modulate the inflammatory response 
in cardiac cells and in mice infected with T. cruzi. In this work we have inves-
tigated the modulatory role of 15d and PPARα ligand Wy14643 (Wy), in the 
resolution of the inflammatory response in macrophages infected with a lethal 
(RA) and a non lethal (K98) T. cruzi strains. This work demonstrates that both 
strains are able to induce expression of inflammatory mediators such as IL-1 
β, IL-6 and TNF-α as well as NOS2. Furthermore, we determined that the 
inflammatory signals generated by the infection are induced by NF-kB acti-
vation. Here, we demonstrated that PPARγ and PPARα ligands inhibit the 
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expression of various inflammatory markers (IL-1 β, IL-6, TNF-α and NOS2) 
at different times, depending on whether the infection is caused by the lethal 
or non-lethal T. cruzi strain. In addition, PPARγ and PPARα ligands were also 
able to inhibit NF-Kb activation. Besides, macrophage phagocytic activity was 
significantly enhanced, leading to increased parasite load. These results alto-
gether indicate that both T. cruzi strains induce an inflammatory response in 
peritoneal macrophages, differing from each other in the kinetics of appear-
ance of different mediators. Moreover, the generated inflammatory response 
could be inhibited by both PPAR ligands.
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EFECTOS NEUROTÓXICOS Y NEUROPROTECTORES DE 
HORMONAS ESTEROIDEAS EN LA ENCEFALOPATÍA DE LA 

HIPERTENSIÓN ARTERIAL .

Julieta Correa, Alejandro F. De Nicola y Luciana Pietranera
Insituto de Biología y Medicina Experimental

Las hormonas sexuales actúan a nivel del SNC ejerciendo efectos clási-
cos asociados a la reproducción. Sin embargo, surgieron evidencias de que los 
estrógenos poseen acciones relacionadas a la neuroprotección y regeneración 
debidas a la modulación de la expresión genética y de distintas vías de seña-
lización intracelular. Los estrógenos fueron las primeras hormonas conside-
radas neuroprotectoras, habiéndoselas empleado para retardar o impedir los 
cambios de memoria y neurodegeneración asociados al envejecimiento, stroke 
y la enfermedad de Alzheimer [1-4]. Los estudios en células en cultivo y en ani-
males de experimentación apoyan incondicionalmente el efecto beneficioso 
de estrógenos, ya que previenen la toxicidad de aminoácidos excitatorios, de 
radicales libres y del β-amiloide, impiden el detrimento de la función neuronal 
por exceso de calcio, poseen acciones neuritogénicas y estimulan la prolife-
ración celular en el giro dentado [1-3;5-7]. In vivo, los estrógenos estimulan 
la neurotransmisión colinérgica y la enzima ChAT, estimulan la expresión del 
gen antiapoptótico Bcl2, del BDNF, previenen la acción de neurotóxicos sobre 
el hipocampo, protegen al sistema dopaminérgico nigroestatrial y también al 
SNC en casos de isquemia y trauma, interactúan con factores neurotróficos, 
estimulan la fosforilación de CREB [2;3;8;9]. Han sido clonados dos subtipos 
de receptores para estrógenos, ERα y ERβ y sus variantes, los que muestran 
una distribución neuroanatómica distinta aunque pueden coexpresarse en las 
mismas células y formar heterodímeros. Por consiguiente, son variadas las 
posibilidades de acción genómica de los estrógenos.

Nuestro laboratorio ha realizado contribuciones que apoyan el efecto 
neuroprotector de los estrógenos. En un estudio realizado por Ferrini y col., 
el tratamiento prolongado con estradiol de ratas ancianas que presentaban 
trastornos del eje HPA y disminución de GR en hipocampo, mejoró la res-
puesta anormal al estrés y aumentó los niveles de GR [10]. En el mismo 
modelo de envejecimiento, el estradiol aumentó la expresión de ChAT por 
neuronas colinérgicas del cerebro anterior y la expresión del ARNm de GAP-
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43, dos eventos asociados al mantenimiento de la función hipocampal [11]. 
En un segundo estudio, el tratamiento con estrógenos de ratones diabéticos 
tipo I que presentaban disminución de la neurogénesis en el giro dentado y la 
zona subventricular, revirtió totalmente esta anormalidad, además de atenuar 
la astrocitosis y la pérdida neuronal de animales diabéticos [12;13]. Por ello, 
sugerimos que el efecto estrogénico podría ser mixto, actuando como neuro-
protector directo sobre las nuevas neuronas al tiempo que impediría la acción 
neurotóxica del exceso de glucocorticoides.

Los animales genéticamente hipertensos SHR y los animales hiperten-
sos DOCA-sal poseen alteraciones en el cerebro que incluyen: disminución 
de la proliferación en el GD, aumento del número de astrocitos que expresan 
la proteína ácida fibrilar de la glía (GFAP), disminución del número de neu-
ronas en el hilio del GD [14] y disminución en la expresión del factor neuro-
trópico derivado de cerebro (BDNF) [15]. Ademas los animales SHR poseen 
un aumento en la expresión del MR en el hipocampo y el hipotálamo [16] 
En nuestro laboratorio hemos demostrado que el tratamiento con estradiol 
durante dos semanas es capaz de revertir estas alteraciones [15;17]

Sin embargo, el 17β-estradiol posee numerosos efectos adversos por 
lo que es importante la búsqueda de compuestos que posean sus efectos 
neuroprotectores minimizando los efectos no deseados. 

El estradiol posee diferentes mecanismos de acción entre los que se 
incluyen mecanismos de acción “clásico”: a través de sus receptores ERα y 
ERβ, y mecanismos de acción no genómicos a través de receptores de mem-
brana (GPER30, ERs en membrana, ERX).

En este período nos propusimos dilucidar la participación de los recepto-
res clásicos de estradiol ERα y ERβ en la neuroprotección de la encefalopatía 
de la rata SHR. Para ello se realizaron tratamientos con ligandos selecti-
vos del ERα (propilpirazole Tirol-PPT) o del ERβ (diarilpropinitrite-DPN) de 
acuerdo a publicaciones existentes [18]

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Modelo Experimental

Ratas con hipertensión esencial: Ratas SHR de 20 semanas de edad 
criadas en el bioterio del IBYME. La tensión arterial en este estadío promedia 
190 mm Hg, siendo de 130 mm Hg para controles Wistar Kyoto (WYK).
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Metodología para la medición de la tensión arterial: Se utiliza un método 
medición no invasivo en la cola (tail cuff), utilizando un equipo CODA Monitor 
de Kent Scientific Corporation.

Tratamientos con agonistas específicos

Los animales se inyectaron de manera s.c. día por medio durante dos 
semanas con PPT o DPN en una dosis de 2.5 mg/kg. Los grupos experimen-
tales fueron: animales controles normotensos WKY, animales SHR y anima-
les SHR tratados con cada uno de los agonistas (SHR-PPT y SHR-DPN). 
Luego de las dos semanas de tratamiento los animales se sacrificaron y los 
cerebros se procesaron para las técnicas correspondientes.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Ética del Institu-
to de Biología y Medicina Experimental (CE 020-1/2012) y por el CICUAL de 
la Facultad de Medicina (Res 54297/2013). 

METODOLOGÍA UTILIZADA:

-Inmunohistoquímica para doblecortina (DCX), GFAP y aromatasa
-PCR en tiempo real para determinar el ARNm de BDNF

RESULTADOS:

1. Efecto de los agonistas selectivos sobre la presión arterial y los 
pesos testiculares e hipofisarios: en la tabla se muestran los pesos corpo-
ral, testicular e hipofisario. El DPN fue capaz de disminuir la presión arterial 
de los animales hipertensos. El PPT aumentó el peso hipofisario mientras 
que el DPN no lo hizo, lo que demuestra un efecto sistémico del PPT (ago-
nista del ERα) 
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2. Efecto de los agonistas sobre la expresión de Aromatasa en el 
hilio del Giro Dentado: Los animales SHR tienen aumentada la expresión 
de Aromatasa en el hilio del Giro Dentado. El tratamiento con PPT fue capaz 
de aumentar aún más esta expresión, mientras que no lo hizo el DPN. Esto 
indica que el aumento en la expresión de aromatasa observado con el trata-
miento con estradiol estaría mediado por el ERα y no por el ERβ

Figura 1: Inmunocitoquímica para Aromatasa en animales WKY, SHR y SHR tratados 
con PPT o DPN

3. Efecto del tratamiento con agonistas selectivos sobre la astro-
gliosis: Los animales hipertensos presentan una elevada astrogliosis 
(aumento del número de astrocitos GFAP+) en todas las zonas del hipocam-
po. Ambos receptores estarían involucrados en la disminución de las astro-
gliosis por parte del estradiol ya que tanto PPT como DPN fueron capaces de 
disminuir el número de astrocitos GFAP+.
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Figura 2: Inmunocitoquímica para GFAP en animales WKY, SHR y SHR tratados con 
PPT o DPN

4. Efecto de los agonistas selectivos sobre la neurogénesis y la 
expresión de BDNF: La neurogénesis está disminuida en los animales hiper-
tensos. Esto se acompaña con una disminución de BDNF, factor neurotrófico 
íntimamente involucrado en la regulación de la neurogénesis. El tratamiento 
con DPN fue capaz de aumentar el número de progenitores neurales DCX+ y 
la expresión de BDNF en hipocampo, lo que implica al ERβ en la regulación 
de este proceso
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Fig3: PCR en tiempo real para el ARNm de BDNF e Inmunocitoquímica para DCX en 
animales WKY, SHR y SHR tratados con PPT o DPN 

En conclusión, los datos obtenidos en el presente trabajo demuestran 
que ambos receptores están involucrados en la neuroprotección por estradiol 
de la encefalopatía hipertensiva. 

La hipertensión arterial es una enfermedad con una altísima prevalencia 
en la sociedad. Es uno de los mayores factores de riesgo para contraer una 
enfermedad cardiovascular, causa de altísima morbilidad y mortalidad. 
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Aunque mucho se ha investigado y se conoce sobre la prevención y tra-
tamiento de esta enfermedad, no existe tanto conocimiento sobre el impacto 
en el sistema nervioso central. En este proyecto, se intentó dilucidar el rol 
de las hormonas esteroides en este sentido, buscando posibles formas de 
revertir este impacto. La incidencia de la hipertensión es muy alta en la mujer 
post-menopáusica. Esta incidencia esta también relacionada con alteracio-
nes neurológicas debidas a la falta de estrógenos. El uso de esteroides con 
actividad neuroprotectora pero no feminizantes como el DPN (agonista del 
ERβ) podría tener relevancia en el tratamiento de las alteraciones neuropa-
tológicas de la hipertensión tanto en la mujer como en el hombre. Además, el 
uso de agonistas específicos para los ERα y β permitió comenzar a dilucidar 
el mecanismo de acción neuroprotectora de los estrógenos.

 El estudio de estos mecanismos relacionados con la hipertensión en un 
modelo animal podría en un futuro permitir extrapolar estos resultados a la 
clínica humana y proponer un tratamiento coadyuvante para esta enferme-
dad que se enfoque en el tratamiento de la neuropatología de la hipertensión 
arterial.
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ABSTRACT

Spontaneously hypertensive rats (SHR) show pronounced hippocampus 
alterations, including low brain derived neurotropic factor expression, redu-
ced neurogenesis, astrogliosis and increased aromatase expression. These 
changes are reverted by treatment with 17β-oestradiol. To elucidate which 
oestradiol receptor (ER) type is involved in these neuroprotective effects, we 
used specific agonists of the ERα (propylpyrazole triol ,PPT) and the ERβ 
(diarylpropionitrite, DPN) given during 2 weeks to 4 month old male SHR. 
WKY normotensive rats served as controls. Using immunocytochemistry, we 
determined glial fibrillary protein (GFAP)+ astrocytes in the CA1, CA3 and 
hilus of the dentate gyrus of hippocampus, aromatase immunostaining in the 
hilus and doublecortin (DCX) + neuronal progenitors in the inner granular 
zone of the dentate gyrus. BDNF mRNA was also measured in hippocampus 
by qPCR. The results showed that ERα activation with PPT had no effect 
on blood pressure of SHR, decreased astrogliosis, increased aromatase 
staining, slightly increased BDNF mRNA but had no effect on the number of 
DCX+ progenitors. Activation of ERβ with DPN decreased blood pressure of 
SHR, decreased astrogliosis, increased BDNF mRNA and DCX+ progeni-
tors but did not modify aromatase staining. We hypothesize that while both 
receptor types may participate in the previously reported beneficial effects 
of 17β-oestradiol in SHR, ERβ activation may preferentially facilitate BDNF 
mRNA expression and neurogenesis. This study may help to design ER-
based neuroprotection for the encephalopathy of hypertension.



[ 315 ]

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL MICROAMBIENTE SOBRE LA 
PROGRESIÓN TUMORAL EN EL CÁNCER DE MAMA

1Fletcher, Sabrina Johanna; 2Carón, Rubén Walter; 1,3Calvo, Juan Carlos; 
1,2Pistone Creydt, Virginia

1Instituto de Biología y Medicina Experimental (IByME), Consejo Nacional de 
Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET); 2Instituto de Medicina y Biología 
Experimental de Cuyo (IMBECU), Consejo Nacional de Investigaciones Científicas 

y Técnicas (CONICET); 3Departamento de Química Biológica, Facultad de Ciencias 
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

Además de los cambios epigenéticos y genéticos que ocurren en las 
células epiteliales, en los últimos años se ha demostrado que la progresión de 
un tumor depende también del diálogo bidireccional entre las células epitelia-
les tumorales y las células estromales circundantes. Entre los diferentes tipos 
de células que rodean a las células epiteliales tumorales mamarias, los más 
abundantes son los que conforman el tejido adiposo mamario, principalmen-
te adipocitos maduros y progenitores (preadipocitos y células madre deriva-
das del tejido adiposo o ADSC). Estudiar la participación del tejido adiposo 
mamario en el cáncer de mama es de gran importancia clínica.

Los modelos utilizados para estudiar el diálogo entre el tejido adiposo 
y el cáncer de mama incluyen, en su mayoría, líneas celulares inmortaliza-
das de preadipocitos o modelos animales. Por ese motivo, en este trabajo 
nos propusimos trabajar con muestras humanas (explantes) y sus derivados 
(MCs), ya que constituye un aporte a la bibliografía existente. Haber obtenido 
los MCs a partir de los explantes de tejido adiposo, y no de cultivos primarios 
por ejemplo, nos permitió mantener la estructura y el entorno propios de ese 
tejido. Específicamente, evaluamos el efecto de factores solubles, presen-
tes en medios condicionados (MCs) provenientes de tejido adiposo mamario 
humano normal (EANh) o tumoral (EATh) sobre la proliferación, migración 
y capacidad de adhesión de células mamarias humanas tumorales (MCF-
7 y IBH7) o no tumorales (MCF10-A). Además, evaluamos la actividad de 
pro-MMP-9 y MMP-9 en los diferentes MCs, así como en las células MCF-
7 (tumoral) y MCF10-A (no tumoral) incubadas con los diferentes MCs; así 
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como cambios de la expresión de vérsican y ADAMTS1 en los diferentes 
MCs. Además, evaluamos cambios en la expresión de proteínas de la MEC; 
metaloproteasas; proteínas que participan en el ciclo celular, en la prolifera-
ción y en procesos apoptóticos; entre otras; en líneas celulares epiteliales 
tumorales y no tumorales mamarias. 

También comenzamos a realizar un análisis proteómico de los medios 
condicionados obtenidos a partir de los explantes de tejido adiposo prove-
nientes de mamas normales y de mamas tumorales, siendo en éste último 
caso tejido que se extrajo de aprox. 2 cm. del tumor. Por otra parte, el estudio 
de la expresión/localización de factores solubles y no solubles en muestras 
de tejido adiposo, particularmente en zonas donde el tejido se encuentra 
pegado al tumor (frente invasivo tumoral) por inmunohistoquímica, permitió 
clarificar las modificaciones fenotípicas tempranas que sufren los adipocitos 
en contacto directo con el epitelio tumoral invasivo.

Demostramos que: 1) los MCs-EATh aumentan la proliferación de células 
epiteliales mamarias tumorales y no tumorales, y que este aumento es dosis 
y tiempo dependiente; 2) los MCs-EATh disminuyen la capacidad de adhe-
sión de células epiteliales mamarias tumorales; 3) la migración de las células 
epiteliales mamarias tumorales aumenta al incubarlas con los MCs-EATh; 4) 
los MCs-EATh aumentan la expresión de vérsican, HCAM, ADAMTS1, NF-
kB, PARP, ciclina D1, Ki-67, y ERK fosforilada (activa), en las líneas celulares 
mamarias humanas tumorales.

Comprobamos que los MCs-EATh presentan una mayor diversidad de 
proteínas (a igual concentración de proteínas totales), y una mayor cantidad 
de proteínas (a igual volumen final), que los MCs-EANh. Además, demostra-
mos que los MCs-EATh presentan una mayor expresión del proteoglicano 
versican y de la metaloproteinasa ADAMTS1, en comparación a los MCs-
EANh. Así mismo, el comienzo del análisis de los resultados de proteómica 
nos permitió identificar proteínas que se expresaban significativamente más 
en los MCs-EATh vs. MCs- EANh. Seleccionamos tres de ellas que, por las 
funciones que cumplen en el organismo, podrían estar involucradas en los 
efectos biológicos observados.

Por último, observamos que los adipocitos asociados al tumor presentan 
un tamaño reducido respecto a los adipocitos que se encuentran a mayor dis-
tancia. Además, demostramos que versican, HCAM y AdipoR1 se expresan 
significativamente más en los tejidos EATh vs. los tejidos EANh. Así mismo, 
EATh pegado al tumor mostró mayor expresión de AdipoR1 que EATh alejado 
2 cm del tumor.
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A partir de los resultados obtenidos pudimos demostrar la importancia 
del microambiente de las células epiteliales, en particular del tejido adiposo 
humano, en la regulación del crecimiento y de la capacidad metastásica de 
estas células. Así mismo, el conocimiento de cuáles moléculas del microam-
biente asociado al tumor están involucradas en el intercambio celular hete-
rotípico (tejido adiposo-células epiteliales tumorales y no tumorales), podría 
ser de utilidad para determinar bases moleculares de la enfermedad o ser 
sugerentes de pronóstico.

ABSTRACT

Adipose microenvironment is involved in signaling pathways that influen-
ce breast cancer. Models used to study the dialogue between adipose tissue 
and breast cancer include mostly preadipocyte immortalized cell lines and 
animal models. Therefore we aimed to work with human samples (explants) 
and their derived conditioned media (CMs). We evaluated: 1) the effect of 
soluble factors of CMs from normal (hATN) and tumor (hATT) human breast 
adipose tissue, on proliferation, migration and adhesion of non tumor human 
breast cell line (MCF10-A) and tumor cell lines (MCF-7 and IBH7); 2) pro-
MMP-9 and MMP-9 activity on the different CMs, as well as in MCF-7 and 
MCF10-A cells incubated with the different CMs; 3) changes in versican and 
ADAMTS1 expression in the CMs; 4) changes in protein expression of the 
extracellular matrix (ECM), of proteins involved in the cell cycle, in proliferation 
and apoptotic processes, in non tumor and tumor epithelial cell.lines We also 
started performing a proteomic analysis of the CMs obtained from explants 
of adipose tissue from normal and tumor breast. We demonstrated that CMs-
hATT: 1) increase in a dose and time dependent way proliferation of tumor 
and no tumor epithelial cell lines; 2) decrease adhesion of tumor epithelial cell 
lines (TEC); 3) increase migration of TEC; 4) increase expression of versican, 
HCAM, ADAMTS1, NF-kB, PARP, cyclin D1, Ki-67, and phosphorilated ERK 
(active) in TEC. We showed that CMs-hATT present an increased diversity of 
proteins and an increased amount of proteins than CMs-hATN. Furthermore, 
we found that CMs-hATT show an increased expression of versican and ADA-
MTS1 compared to CMs-hATN. Protemoic analysis identified proteins that 
were expressed significantly more in CMs-hATT compared to CMs-hATN. 
We found that adipocytes in contact with the invasive front are smaller than 
those farther away. We demonstrated that versican, HCAM and AdipoR1 are 
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expressed significantly more in hATT vs. hATN tissues. Furthremore, hATT in 
contact with the invasive front expressed more AdipoR1 than that 2 cm away. 

From the obtained results we could demonstrate the importance of 
epithelial cell microenvironment (in particular adipose tissue), in the regula-
tion of growth and metastasic capacity of these cells. The knowledge of which 
molecules from the microenvironment associated with the tumor are involved 
in heterotypic cell exchange (adipose tissue-epithelial cells) could be poten-
tially useful to determine the molecular bases of the disease.
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RESUMEN

La enfermedad periodontal es una enfermedad destructiva irreversible 
de los tejidos de soporte dentario, asociada a la acumulación de biofilm 
de placa. Es por esto que es necesario ahondar en el conocimiento de los 
mecanismos de protección y reparación tisular fisiológicos, así como de 
las distintas alternativas terapéuticas para evitar y/o atenuar estos daños 
irreversibles. La saliva es la primera barrera en la entrada de bacterias y 
virus al tracto digestivo. Una inhibición de la secreción salival promueve la 
acumulación de biofilm de placa e incrementa los riesgos de inflamación 
gingival y P. Además, la GSM es considerada un regulador importante en 
respuestas inmunoinflamatorias y en la regeneración y reparación tisular, y 
su funcionalidad podría modificar el curso de la P. Por otra parte reciente-
mente, se han desarrollado distintos antagonistas de estos receptores con 
el fin de modular la respuesta inflamatoria. El 1-[(5-chloro-1H-indol-2-yl)
carbonyl]-4-methylpiperazine (JNJ7777120) fue el primer antagonista de 
los receptores H4 que demostró acción anti inflamatoria, ya que previene 
la quimotaxis y la migración de células inmunes inducidas. Desafortunada-
mente, los tratamientos para la enfermedad periodontal son limitados y de 
carácter paliativo, es por esto que es de vital importancia encontrar nuevos 
abordajes farmacológicos para el tratamiento de esta patología y de esta 
manera un nuevo grupo de drogas como lo son los ligandos del receptor 
H4 de histamina, abren un abanico de posibilidades terapéuticas su tra-
tamiento. Es por esto que nuestro objetivo es determinar la capacidad del 
compuesto JNJ7777120 de modificar los efectos de la P sobre los tejidos 
orales y la funcionalidad de la glándula submandibular.



320	 Anales 2013-2015

INTRODUCCION:

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crónica en respuesta a 
la presencia del biofilm de placa y se caracteriza por la inflamación de los teji-
dos de soporte dentario y formación de bolsas periodontales, lo que resulta 
en la resorción ósea alveolar, y en muchos casos, en la pérdida de dientes. La 
destrucción del tejido periodontal se debe principalmente por los mediadores 
derivados de la respuesta inmuno-inflamatorio del mismo huésped (Taubman 
et al., 2005; Kinney et al., 2007). La saliva se genera principalmente por las 
glándulas salivales mayores, la submandibular (SMG), la parótida y las glán-
dulas sublinguales (Forde et al., 2006). Estas representan la primera barre-
ra a la entrada de bacterias, jugando un papel fundamental en la defensa 
local y sistémica de la cavidad oral (Dodds et al., 2005). La disminución de la 
producción de salival se conoce como hiposialia y afecta significativamente 
la salud bucal y la calidad de vida del individuo. Se sabe que numerosas 
enfermedades sistémicas (tales como el síndrome de Sjögren), algunos tra-
tamientos médicos (medicamentos, cabeza y cuello radiación, quimioterapia) 
y la ingesta de contaminantes contribuyen significativamente a la hipofunción 
de las glándulas salivales (Guggenheimer y Moore, 2003; Atkinson et al., 
2005 ; Prestifilippo et al, 2011). Además, la evidencia indica que la periodon-
titis inducida hipofunción salival que contribuyen aún más a la progresión de 
la enfermedad (Amer et al, 2011; Prestifilippo et al, 2012). En este sentido, 
hemos demostrado recientemente que la administración subcutánea de his-
tamina es capaz de mejorar la periodontitis experimental (EP) daño inducido 
morfológica y funcional de SMG y también reduce la resorción ósea alveolar 
(Prestifilippo et al., 2012). La histamina es una amina biogénica endógena, 
conocido por ser un mediador pleiotrópicos en diferentes condiciones fisio-
patológicas, que ejerce sus acciones a través de la interacción con cuatro 
subtipos de receptores de histamina (Medina y Rivera, 2010). La expresión 
del receptor H4 de histamina (H4R) se ha identificado recientemente en las 
glándulas salivales humanas y de rata (Martinel Lamas et al, 2013; Stegaev et 
al, 2012). H4R se localiza en células acinares y ductales epiteliales y su fuerte 
expresión en las células de glándulas salivales tubuloacinares no se detectó 
en los pacientes con síndrome de Sjögren primario, lo que sugiere su poten-
cial implicación en la secreción salival (Stegaev et al., 2012). El JNJ7777120 
es un ligando H4R potente y selectivo, que se une con una afinidad casi idén-
tica a la humana, rata y ratón y ha sido utilizado ampliamente para evaluar el 
papel fisiopatológico del H4R (Thurmond et al., 2004; Leurs et al, 2009.). Con 
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base en los datos anteriores sobre el efecto protector de la histamina en el 
tejido periodontal y SMG durante la enfermedad periodontal, en el presente 
trabajo nos propusimos investigar si JNJ7777120 podría prevenir histológi-
ca inducida por la peridontitis experimental (EP), alteraciones funcionales e 
inflamatorios en SMG, hueso periodontal y la encía.

METODOS, PROCEDIMIENTOS Y EXPERIENCIAS A SEGUIR, 
APLICAR O DESARROLLAR:

Se usarán ratas macho Wistar de 200-250 g. Todos los experimentos 
se realizarán conforme a las recomendaciones del National Institutes of 
Health para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH Publication 
N°85-23 1985, revisada en 1996). La enfermedad periodontal (P) se induce 
a través de un hilo de algodón alrededor del cuello de los primeros mola-
res inferiores y se ligará. Los animales serán separados en cuatro grupos 
experimentales: controles; P; tratados con una inyección subcutánea diaria 
de JNJ7777120 (10 mg/kg de peso de animal) a partir del segundo día post 
inducción de P y durante los 5 posteriores días y tratados con JNJ7777120. 
El método morfométrico para evaluar el nivel de inserción de la pieza denta-
ria dentro de su alveolo indica la distancia desde la línea amelo–cementaria 
a la cresta ósea alveolar. Para esto las hemi-mandibulas se colorearán con 
una solución de azul de metileno (1g/100ml) para facilitar la identificación 
de la línea amelo-cementaria. La distancia hasta la cresta ósea alveolar 
será determinada mediante un calibre de alta precisión. Las determinacio-
nes serán realizadas en las caras vestibular y lingual del primer molar y las 
distancias serán expresadas en mm. Para las determinaciones histoquími-
cas e histomorfométricas en hueso posteriormente al sacrificio del animal, 
se resecarán las mandíbulas, se fijarán en formalina y se decalcificarán 
en EDTA 10%, pH 7, durante 25 días. Luego se embeberán en parafina 
y dos secciones de cada uno de los primeros molares inferiores se usa-
rán para tinción con hematoxilina-eosina y posterior análisis histológico. 
En las hemi-mandíbulas decalcificadas se realizarán secciones empleando 
un programa de análisis de imágenes para determinar la pérdida de hueso 
( % superficie erosiva total en relación a superficie ósea total). En todos 
los grupos se realizarán los estudios histopatológicos de las alteraciones 
microscópicas más importantes por tinción con hematoxilina-eosina. Para 
los estudios inmunohistoquímicos los cortes de las SMG se desparafina-
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rán y se realizará la exposición del antígeno por calentamiento en tampón 
citrato (10 mM, pH 6.0) La actividad de peroxidasa endógena se bloqueará 
mediante una incubación con H2O2 3% en agua destilada por 30 min. Luego 
los cortes se incubarán en cámara húmeda con los anticuerpos primarios 
para determinar la expresión de PCNA, Acuaporina 5. Posteriormente, se 
incubarán con los respectivos anticuerpos 2º conjugados con peroxidasa 
de rábano. Finalmente los cortes se revelarán con 3,3-diaminobenzidina y 
colorearán con hematoxilina. La visualización se realizará por microscopia 
óptica. Además se evaluará la apoptosis por el método de TUNEL (ApopTag 
Plus®, Intergen Company, USA) en cortes de estos tejidos.

RESULTADOS

JNJ7777120 evita el daño morfológico y funcional inducido por la 
periodontitis experimental en la SMG

Los estudios histopatológicos muestran que la periodontitis inducida 
altera la arquitectura epitelial de la SMG y produjo numerosos cambios his-
tológicos, que incluyen vacuolización, necrosis, apoptosis morfológicamente 
típica y hemorragia focal. Se previno todos los cambios histológicos induci-
dos por periodontitis cuando los animales fueron tratados con JNJ7777120 
(Figura 1.A). El canal de agua de acuaporina 5 (AQP5) es altamente expre-
sado en las glándulas salivales y es importante para la secreción de saliva. 
AQP5 fue localizada principalmente en las membranas apicales de las célu-
las acinares en los animales control y en los tratados con JNJ7777120. La EP 
disminuye la inmunorreactividad para AQP5 y alteró su localización mientras 
que el tratamiento con JNJ7777120 impidió esta disminución (Figura 1.A). 
Las alteraciones inducidas por la EP sobre los marcadores de proliferacion y 
apoptosis fueron revertidos por el tratamiento con el JNJ7777120. La expre-
sión de PCNA (marcador de proliferación) era escasa en las células acinares 
y ductales y no se observó diferencia significativa después del tratamiento 
con JNJ7777120. La inducción de la EP redujo notablemente la inmunorreac-
tividad para PCNA, mientras que el tratamiento con JNJ7777120 conserva 
parcialmente el número de células positivas para PCNA por campo (Figura 
1.A). Además, se evaluó la apoptosis mediante la técnica de TUNEL. Las 
SMG de los animales control mostro un pequeño número de células TUNEL 
positivas en los conductos o acinos que no fue modificado por tratamiento 
JNJ7777120. El grupo EP mostró un aumento del número de células apop-
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tóticas en SMG tanto en los acinos y conductos. En contraste, el tratamiento 
con JNJ7777120 previno completamente el aumento de la apoptosis inducida 
por la EP (Figura 1.B).

Figura 1. JNJ7777120 previene las alteraciones morfológicas inducidos periodontitis experimental 
en el SMG rata. La histología de tejido normal de (a,e) sin tratar y (b,f ) SMG tratado con JNJ7777120 
(c,g) SMG del grupo EP mostró cambios histológicos, pérdida parcial como de material secretor 
granular, vacuolización micro - macro (flecha negro) , esfera de actividad necrótica ( flecha azul) , 
intra y núcleos picnóticos extraglandulares (cabeza de flecha negro) y hemorragia focal ( flecha roja 
) (d,h). SMG JNJ7777120 -EP mostró conservada organización estructura de gránulos, con homo-
geneidad del diámetro de gránulo. (a- d) tinción H & E . (e- h) tinción PAS. (i) Bajo número de célu-
las TUNEL -positivas en las células glandulares de control y las ratas (j) tratados con JNJ777120. 
(k) Aumento del número de células TUNEL- positivas en las glándulas del grupo EP . ( l ) Significati-
va disminución de células TUNEL- positivas en las glándulas derivadas de grupo EP- JNJ7777120 
. (m,n) Similar inmunoreactividad PCNA en SMG de control y ratas tratadas con JNJ7777120 . 
(o) Disminución PCNA inmunoreactividad en SMG del grupo EP. (p) la preservación parcial de 
células PCNA-positi-
vas en las glándulas 
derivadas de grupo 
EP- JNJ7777120 . 
Las flechas indican 
cé lu las pos i t ivas. 
AQP5 se local iza 
pr inc ipalmente en 
las membranas api-
cales de las células 
acinares en el grupo 
control (q) y (r) trata-
do con JNJ7777120. 
(s) EP disminuyó la 
inmunorreactividad 
AQP5 y cambió su 
localización. (t) AQP5 
mostró la recupera-
ción de la localización 
y la inmunoreactivi-
dad en SMG del gru-
po JNJ7777120-EP. 
Magnificación 630x. 
Barra de escala = 20 
mm. Las característi-
cas histopatológicas 
y el número medio de 
células apoptóticas y 
proliferativas en SMG 
. Los datos se expre-
san como medias ± 
SEM . ** P < 0,01, *** 
p < 0,001 frente a con-
trol , # # # P < 0.001 vs EP
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JNJ7777120 revierte la disfunción en las glándulas salivales y 
mediador inflamatorio inducidos por la periodontitis en la SMG. 

La periodontitis produjo una disminución de 2 veces en la salivación 
inducida por metacolina, efecto que fue parcialmente revertida mediante tra-
tamiento JNJ7777120 (Figura 2A). Además, se observó un aumento significa-
tivo en el peso húmedo y el tamaño de SMG sólo en el grupo EP , dado por el 
proceso hiperplásico sin la movilización de células inflamatorias (Figura2.B). 
La preservación de las características histológicas del SMG producidos por 
JNJ7777120 en el modelo de periodontitis se asoció con una conservación 
significativa de la funcionalidad SMG.

Figura 2. JNJ7777120 revierte la disfunción salival inducida periodontitis y mediador inflamatorio 
en SMG de rata.(A) Media de la secreción salival metacolina estimulada en los no tratados (con-
trol), JNJ7777120 (JNJ), la periodontitis experimental (EP) y la periodontitis experimental - JNJ 
(EP-JNJ) los resultados se expresan como mg de la saliva / glándula. Las barras de error repre-
sentan la media ± SEM. ** P <0,01, *** P <0,001 frente a control; # P <0,05, # # P <0,01 vs PE. (B) 
El peso húmedo de la glándula submandibular (SMG) expresado como porcentaje del SMG de 
peso corporal (el peso de SMG se divide por el peso corporal total en gramos y se multiplica por 
100). (C) Se determinó el contenido de PGE2 en la glándula submandibular como parámetro de 
expresión de la actividad de la ciclooxigenasa y en consiguiente parámetro inflamatorio. El conte-
nido PGE2 expresa en fg PGE / SMG se vio incrementado en los animales del grupo periodontitis 
experimentales (EP) no así en los animales tratados , JNJ-periodontitis experimental (EP-JNJ). 
Las barras de error representan las medias ± SEM. ** P <0,01 frente a control, ## P <0,01 vs EP
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JNJ7777120 reduce la pérdida ósea inducida por periodontitis 
experimental, la producción de PGE y la infiltración inflamatoria en 
SMG y encía inducida por periodontitis experimental.

El efecto protector inducido por JNJ7777120 en la funcionalidad de la SMG 
se asoció con la atenuación de la pérdida ósea. La pérdida de hueso alveolar 
se evaluó como la distancias entre la unión cemento-esmalte (CEJ) y la cresta 
alveolar (AC), demostrando un aumento de esta distancia en el grupo EP, efec-
to que fue prevenido por el tratamiento con JNJ7777120 (Figura 3A, B). Los 
estudios histológicos en el tejido gingival, demostraron características norma-

Figura 3. JNJ7777120 reduce la pérdida ósea inducida por la periodontitis experimental y la infla-
mación del tejido gingival. (A) Las fotografías de mandíbulas que muestran su cara lingual (columna 
izquierda) y vestibular (columna derecha) en las secciones de primeros molares inferiores en los gru-
pos no tratados (control), la periodontitis experimental (EP), JNJ7777120 (JNJ), y experimental perio-
dontitis-JNJ7777120- (EP- JNJ). (B) Muestra la pérdida ósea como la distancia entre la unión cemen-
to-esmalte y la cresta ósea alveolar ([), los resultados se expresan como medias ± SEM. *** P <0,001 
frente a control, ## P <0.01 vs. EP. (C) El análisis histopatológico del tejido gingival. (a) El epitelio Muco-
gigival presentan características normales en los animales no tratados o tratados con JNJ7777120. 
(b) características epiteliales casi normales sin infiltrados inflamatorios y reducida hiperqueratosis en 
el grupo EP-JNJ7777120 encía. (c) La hiperqueratosis (Π) y el deterioro de las capas epiteliales se 
observan con un aumento inferior, en el tejido gigival del grupo EP. (d) los infiltrados inflamatorios con 
neutrófilos y linfocitos y también acantosis (flecha) y aumento de celularidad en la capa basal se mues-
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les en los animales no tratados o tratados con JNJ7777120. Tejido gingival del 
grupo EP reveló hiperqueratosis, acantosis y lesiones de las capas epiteliales 
con infiltrados inflamatorios. Por otro lado, JNJ7777120 reduce la infiltración y 
la hiperqueratosis inflamatoria inducida por la EP en el tejido gingival (Figura 
3C). También se evaluó el contenido de PGE2, uno de los mediadores más 
ampliamente estudiados de la enfermedad periodontal. Los resultados demos-
traron que la periodontitis aumentó significativamente los niveles de PGE2 en 
comparación con los controles en SMG y la encía mientras que el tratamiento 
con JNJ7777120 redujo el contenido de PGE2 y conserva características histo-
lógicas en tanto SMG y encía de ratas con EP (Figura 2C y 3C, D).

La aplicación tópica de JNJ7777120 evita la pérdida de hueso 
alveolar y la inflamación

Se evaluó adicionalmente, si la administración del compuesto podría ser 
eficaz en la prevención de las alteraciones inducidas por la EP. Los resulta-
dos indican que JNJ7777120 disminuyó la pérdida de hueso alveolar y reduce 
el aumento de los niveles de PGE2 en SMG en ratas con EP (Figura 4A), ade-
más de conservar las características histológicas de la encía y SMG (Figura 
4B).

Figura 4. La administración tópica de JNJ7777120 mejora parámetros alterados por la perio-
dontitis experimental. (A) § Muestra la pérdida ósea como la distancias entre el CEJ-ABC y se 
expresa como medias ± SEM. *** P <0,001 frente a control; ### P <0.001 vs. EP. ¶ La media de 
contenido de PGE2 expresado en fg / mg de SMG. Los datos representan las medias ± SEM. ** 
P <0,01 frente al control; ### P <0.001 vs. EP. (B) El análisis histopatológico del tejido gingival. 
(a) La gingivitis y la hiperqueratosis (Π), depósitos apicales e infiltración inflamatoria basal se 
observan en el grupo EP. (b) características epiteliales casi normales sin infiltración inflamatoria y 
la reducción de hiperqueratosis en la EP-JNJ7777120 encía. H & E. Una ampliación de 400X. La 

barra de escala = 20 mm.



Fundación Alberto J. Roemmers	 327

CONCLUSIONES

La enfermedad periondontal es una enfermedad de gran prevalencia en 
nuestro país (50-60% en adultos), es por esto que una nueva alternativa tera-
péutica tendría un gran impacto para la población que es afectada por esta 
patología. En particular esta enfermedad presenta una génesis multifactorial 
por lo que necesita la acción de un tratamiento con un enfoque global y no de 
un tratamiento con un solo blanco de acción. Los efectos anti-inflamatorios 
que posee el compuesto JNJ7777120, lo indican como un potencial agente 
terapéutico en desordenes inflamatorios y considerando que los tratamientos 
para la enfermedad periodontal que son limitados y de carácter paliativo. Este 
nuevo desarrollo estratégico pretende mejorar la eficiencia de los tratamiento 
actuales para la enfermedad periodontal sin dejar de lado los potenciales uso 
para otras patología dentales que es tan huérfanas de terapéuticas efectiva.
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INTRODUCCIÓN

El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) es una enfermedad endemo-
epidémica en nuestro país. Está caracterizada por anemia hemolítica, trom-
bocitopenia y disfunción renal [8]. La forma típica del SUH se desarrolla 
tras infecciones por bacterias enterohemorrágicas del género Escherichia 
Coli productoras de toxinas Shiga (STEC). La toxina Shiga (Stx) se une a su 
receptor específico (Gb3) en el endotelio del glomérulo y el epitelio tubular, 
inhibiendo la síntesis proteica y generando focos de necrosis en el riñón. Si 
bien el SUH se desarrolla ante la presencia de la Stx, la respuesta inflamato-
ria mediada por monocitos/macrófagos y por neutrófilos, contribuye al daño 
tisular participando en la patología [3]. Durante la inflamación, el endotelio 
activado puede secretar unas moléculas denominadas quimioquinas, que 
interaccionan con sus receptores específicos presentes en los leucocitos, 
e inducen tanto la atracción como la activación de dichas células hacia el 
sitio injuriado. Se ha demostrado que los monocitos participan en distintas 
enfermedades renales. En las mismas, el bloqueo de la interacción entre 
los receptores de quimioquinas CCR1, CCR5 y CCR2, expresados en los 
monocitos y sus respectivos ligandos, las quimioquinas MIP-1α, RANTES y 
MCP-1, disminuyen la falla renal [9]. Estudios previos en modelos murinos de 
SUH han demostrado que el reclutamiento de los monocitos/macrófagos al 
riñón seria mediado por la presencia de las quimioquinas MCP-1, RANTES y 
MIP-1α. Más aun, la neutralización de estas quimioquinas, disminuye el reclu-
tamiento de leucocitos y el daño renal, sugiriendo que dichas quimioquinas 
participan en el reclutamiento de los macrófagos potenciando el daño media-
do por la Stx [4]. En particular, nuestro grupo ha demostrado que ratones 
deficientes para el receptor de quimioquinas CCR1, tratados con Stx endove-
nosa, poseen mayor sobrevida asociada a un menor daño renal tanto estruc-
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tural como funcional, menor reclutamiento renal de neutrófilos y monocitos, 
y menor neutrofilia y monocitosis, en comparación a ratones controles [10]. 

Basándonos en la hipótesis de que la interacción entre los receptores 
de quimioquinas presentes en los monocitos y las quimioquinas solubles 
secretadas bajo condiciones inflamatorias induciría el reclutamiento y activa-
ción de dichas células con alto potencial citotóxico, hacia el endotelio, contri-
buyendo al daño y la falla renal asociada al SUH, nuestro objetivo general 
es estudiar la participación de los receptores de quimioquinas CCR1, CCR2 
y CCR5 y sus ligandos, como moléculas capaces de definir el desarrollo y 
evolución del SUH.

RESULTADOS

Se demostró que la expresión de los receptores de quimioquinas CCR1, 
CCR2 y CCR5 (CCRs) está incrementada en monocitos circulantes de 
pacientes con SUH durante el periodo agudo (SUH), en comparación a niños 
sanos (Sanos) (Figura 1). Se observó un aumento del número absoluto de 
monocitos que expresan estos CCRs como así también del nivel de expresión 
por célula. Dichas alteraciones, se normalizan tras 6 meses de recuperación 
de los pacientes, demostrando que no son cambios constitutivos ni previos 
al cuadro de SUH, sino que surgen durante la enfermedad, probablemente 
como consecuencia de la activación de los monocitos.

	  Se ha reportado según la bibliografía, que la regulación de la expre-
sión de los receptores de quimioquinas puede correlacionar con alteracio-
nes en su función. En los pacientes con SUH, se evaluó la funcionalidad 
de los receptores midiendo la expresión superficial de la β2-integrina Mac-1 
(CD11b/CD18). Esta molécula, es el receptor de la molécula ICAM-1 involu-
crada en la adhesión de los leucocitos al endotelio y la participación en proce-
sos inmunológicos como fagocitosis, quimiotaxis y activación celular [11]. La 
expresión de CD11b, puede aumentar, como consecuencia de la interacción 
de las quimioquinas MIP-1α y MCP-1, con sus respectivos receptores [12] 
[13]. La quimioquina MIP1-α es capaz de interaccionar con sus receptores 
específicos: CCR1 y CCR5, mientras que el MCP-1 se une a CCR2, inducien-
do la movilización de CD11b hacia la superficie. Cuando los monocitos de los 
pacientes con SUH, se estimularon con dichas quimioquinas, no se observa-
ron modulaciones en la expresión de CD11b, a diferencia de la upregulacion 
que ocurre en los monocitos de los sanos. Sin embargo, ambos grupos clíni-
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cos, upregulan el CD11b tras la estimulacion con PMA ó fMLP. Esto sugiere 
que la falta de modulación de CD11b en presencia de las quimioquinas, no 
se debe a una carencia del reservorio intracelular de CD11b, sino a falta de 
funcionalidad de los CCRs. Para complementar estos resultados, se anali-
zó la funcionalidad mediante un ensayo directo como lo es la quimiotaxis, 
evaluando la capacidad de migración de los monocitos de los pacientes en 
respuesta a MIP1-α y RANTES (ligandos de CCR1 y CCR5), corroborando 
que dichos receptores tienen disminuida su funcionalidad con respecto a los 
niños sanos.

Figura 1: A) Porcentaje de Monocitos CD14+ que expresan CCR1, CCR2 ó CCR5 en 
pacientes con SUH (barras blancas) ó en niños sanos (barras negras). B) Número 
absoluto de Monocitos CD14+ que expresan cada receptor. C) Expresion de los CCRs 
en pacientes recuperados. El grafico de barras muestra la IMF de CCR1, CCR2 y 
CCR5 relativizada con respecto al control llevado en paralelo cada dia, en niños con 
SUH durante el periodo agudo y los mismos pacientes tras 6 meses de recuperación 
(n=5). Los resultados se expresan como la mediana con su rango intercuartil. Estadís-
tica: *p<0.05, **p<0.01 vs Sanos, Mann Whitney test, n=20.

A B C
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Esto podría deberse a un mecanismo de desensibilización de dichos 
receptores. Este fenómeno de desensibilización se da por varias razones, 
una de ellas es que las células que están migrando deben ser capaces de 
detectar de forma continuada los cambios en el gradiente de quimioatrayen-
tes por lo que se necesita un control muy preciso; ello se consigue con un 
mecanismo de encendido/apagado, en el cual la desensibilización de los 
receptores de quimioquinas juega un papel importante. Se sabe poco sobre 
los mecanismos que regulan la respuesta celular a quimioquinas, pero se ha 
demostrado en basófilos la desensibilización del CCR5 inducida por RAN-
TES, así como también la desensibilización e internalización del CCR2 pro-
vocada por MCP-1 en células mononucleares. Otra posibilidad sería que la 
expresión alterada sirva como sistema decoy para remover las quimioquinas 
circulantes (MIP1-α, RANTES y MCP-1).

Estos resultados, confirman que la funcionalidad de los receptores 
CCR1 y CCR5 está disminuida, a pesar de su mayor expresión en los Mo 
de pacientes con SUH. Se ha descrito que CCR1, CCR2 y CCR5, pueden 
upregularse en presencia de IL-10, pegando sus ligandos pero sin transducir 
las señales normales para permitir movilización de calcio ó quimiotaxis [7]. 
Teniendo en cuenta nuestros resultados, y que ademas en los pacientes con 
SUH se ha reportado la presencia de IL-10 plasmatica, este mecanismo de 
receptores “tip scavngers” podria ser resposanble de la falta de mirgracion 
observada. (Figura 2).

El reclutamiento de los monocitos al foco de inflamación está parcial-
mente controlado por distintas quimioquinas y sus receptores. Como está 
reportado, los monocitos que expresan los receptores de quimioquinas 
CCR1, CCR2 y CCR5, responden preferencialmente a los ligandos RANTES, 
MCP-1 y MIP-1α. A su vez, se ha demostrado que estas quimioquinas reclu-
tan a los macrófagos a los riñones en modelos de ratones de SUH en etapas 
tempranas de la enfermedad [4]. Considerando el aumento en la expresión de 
los CCRs, se analizaron en busca de alteraciones los niveles de sus ligandos 
en plasma.
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Figura 2: Funcionalidad de los CCRs.
Modulación de la expresión de CD11b en Monocitos. Sangre entera de SUH ó sanos, 
se incubó con MCP-1 ó MIP-1α 100ng/ml durante 10 ó 45 min a 37ºC. Luego de la 
estimulación se identificaron los monocitos CD14+ y se analizó en ellos, la expresión 
de CD11b, mediante citometría de flujo. A) El gráfico de barras muestra el promedio de 
la intensidad media de fluorescencia de CD11b relativizada con respecto al basal de 
cada experimento. Los datos se expresan como la intensidad media de fluorescencia 
del CD11b ± SEM de 5 experimentos independientes. *p<0,05 comparado con su res-
pectivo basal. B) Histograma representativo de la expresión de CD11b de un paciente 
con SUH y un control. C) Quimiotaxis de Monocitos. Se purificaron mononucleares 
(MNC) de sangre entera de pacientes con SUH y niños Sanos. Se incubaron (6x105 
células) en la parte superior de una cámara transwell. En la parte inferior se colocó 
Medio RPMI como control negativo, MIP-1α (100ng/mL) ó RANTES (100ng/mL). Luego 
de 3h de cultivo a 37ºC, se recuperaron los Mo del compartimento inferior que habían 
migrado, se marcaron con CD14 y se contaron mediante citometría de flujo. Las barras 
muestran el porcentaje de Mo migrados hacia la quimioquinas/ Mo migrados hacia el 
medio (mediana con el rango intercuartil de 3 experimentos independientes). *p<0.05 
vs Medio, se utilizó el estadístico de Kruskall Wallis con un post test Dunn.
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Figura 3: Concentración de quimioquinas circulantes en pacientes con SUH. 
Niveles de MIP- 1α, MCP-1 y RANTES (expresados como pg/ml) fueron medidos en 
plasma de niños sanos (n= 18) y en pacientes con SUH (n= 16). *p<0,05 comparado 
con los grupos indicados en cada figura. Los datos se expresan como la mediana con 
su rango intercuartil. Se utilizó el estadístico de Kruskall Wallis con un post test Dunn.

La concentración de las quimioquinas MCP-1, MIP-1α y RANTES no 
se encuentra alterada con respecto a los niveles circulantes en los sanos. 
Sin embargo, al analizar las muestras según la severidad de los pacien-
tes, la concentración de RANTES está disminuida en aquellos pacientes 
con mayor severidad (SUH III) (Figura 3). Más aún, los niveles de RAN-
TES correlacionan de manera negativa con la trombocitopenia, sugiriendo 
que la disminución de plaquetas, reservorio natural de esta quimioquina, 
conlleva a la disminución de RANTES en plasma, similar a lo que ocurre 
en pacientes con trombocitopenia [14]. La ausencia de un aumento en los 
niveles de MCP-1, MIP1-α y RANTES en el plasma de pacientes con SUH, 
podría deberse a la acción de receptores scavengers que tienen la capaci-
dad de unirse a quimioquinas del tipo inflamatorias. Entre estos receptores 
se encuentra el receptor del antígeno Duffy para quimioquinas (DARC) y el 
receptor D6. El DARC el cual se expresa en eritrocitos y células endoteliales 
pero también en endotelio renal en situaciones inflamatorias, puede pegar-
se a MCP-1 y RANTES. Cuando las quimioquinas se pegan al DARC, son 
eliminadas de la microcirculación y no son accesibles a otros receptores 
de quimioquinas. El otro receptor D6, se une a agonistas de CCR1 y CCR5 
[15]. Se expresa en células hematopoyéticas y en endotelio. Considerando 
la capacidad de DARC y D6 de unirse a quimioquinas inflamatorias como 
MIP1-α, MCP-1 and RANTES, removiéndolas de la periferia para regular la 
inflamación [15-17].
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Nuestros resultados demuestran que el sistema dequimioquinas y sus 
receptores están desregulado en los pacientes con SUH durante el periodo 
agudo, sugiriendo su participación en la evolución del SUH. 
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RESUMEN

El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) es una enfermedad endemo-epi-
démica en nuestro país. Está caracterizada por anemia hemolítica, trombocito-
penia y disfunción renal [1]. La forma típica del SUH se desarrolla tras infeccio-
nes por bacterias enterohemorrágicas del género Escherichia Coli productoras 
de toxinas Shiga (STEC). La toxina Shiga (Stx) se une a su receptor específico 
(Gb3) en el endotelio del glomérulo y el epitelio tubular, inhibiendo la síntesis 
proteica y generando focos de necrosis en el riñón. Además de la Stx, la res-
puesta inflamatoria mediada por monocitos/macrófagos y por neutrófilos es 
esencial para el desarrollo de la enfermedad, contribuyendo al daño tisular [2] 
[3]. Durante la inflamación, el endotelio activado puede secretar unas molécu-
las denominadas quimioquinas, que interaccionan con sus receptores específi-
cos presentes en los leucocitos, e inducen tanto la atracción como la activación 
de dichas células hacia el sitio injuriado. Se demostró que el bloqueo de los 
receptores de quimioquinas CCR1, CCR5 y CCR2, expresados en los mono-
citos y sus respectivos ligandos, las quimioquinas MIP-1α, RANTES y MCP-1, 
disminuyen la falla renal en ciertas patologías. En ratones tratados con Stx, 
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se ha demostrado que el reclutamiento de los monocitos/macrófagos al riñón 
seria mediado por la presencia de las quimioquinas MCP-1, RANTES y MIP-1α. 
Más aun, la neutralización de estas quimioquinas, disminuye el reclutamiento 
de leucocitos y el daño renal, sugiriendo su participación en el reclutamiento de 
los macrófagos potenciando el daño mediado por la Stx [4]. Nuestra hipótesis 
se basa en la interacción entre los receptores de quimioquinas presentes en los 
monocitos y las quimioquinas solubles secretadas bajo condiciones inflamato-
rias, induciría el reclutamiento y activación de dichas células con alto potencial 
citotóxico, hacia el endotelio, contribuyendo al daño y la falla renal asociada al 
SUH. Por eso, se estudió la participación de los receptores de quimioquinas 
CCR1, CCR2 y CCR5 y sus ligandos, como moléculas capaces de definir el 
desarrollo y evolución del SUH. Se observó un aumento en la expresión de 
CCR1, CCR2 y CCR5 en monocitos (CD14+) circulantes de pacientes con SUH 
durante el periodo agudo. Al analizar de manera diferencial la expresión de 
los CCRs en las dos subpoblaciones de monocitos: clásicos (CD14+CD16-) e 
inflamatorios (CD14+CD16+) [5, 6], se observó que las mayores alteraciones 
aparecen en esta última subpoblacion. La funcionalidad de los CCRs, evaluada 
mediante quimiotaxis ò de manera indirecta mediante la modulación de CD11b, 
demostro que las alteraciones en la expresión se acompañaban de la pérdida 
de funcionalidad. Esto podría deberse a un mecanismo de desensibilización 
de los CCRs, o sea que a pesar del aumento de su expresión no transducen 
señales. Se ha reportado, que este fenómeno puede ser provocado por la inter-
leuquina 10, generando receptores tipo decoy, o sea que pueden pegarse a la 
quimioquina pero no son funcinales [7]. Considerando que en los pacientes 
con SUH, se han reportado altos niveles de esta citoquina en plasma, se pro-
pone que dicho mecanismo podría ser responsable de los resultados observa-
dos. Por otro lado se evaluaron los niveles de las quimioquinas MIP-1α, MCP1 
y RANTES, ligandos de los CCRs analizados. Se observó que los pacientes 
con SUH de mayor severidad, tienen disminuida la concentración de RANTES 
en plasma, lo cual correlaciona con la disminución de plaquetas en periferia. 
El aumento en la expresión de los CCRs correlaciono con la severidad en los 
pacientes con SUH sugiriendo que la desregulación de dichos receptores, 
podría contribuir al riesgo de desarrollar daño renal. 

Los monocitos activados podrían ser reclutados por las quimioquinas 
y luego sufrir la desregulación de sus CCRs. Estas alteraciones observa-
das durante el periodo agudo, sugieren que tanto las quimioquinas como sus 
receptores podrían participar en el desarrollo del SUH.
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ABSTRACT 

Background: Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is the major compli-
cation of Shiga toxin (Stx)-producing  Escherichia coli gastrointestinal infec-
tions. Monocytes (Mo) contribute to HUS evolution by producing cytokines 
that sensitize endothelial cells to Stx action and by migrating to injured kid-
ney. Since CC chemokine receptors (CCRs) are involved in Mo recruitment 
to injured tissue, we analyzed the contribution of these receptors to pathoge-
nesis of HUS.  Methods: We analyzed CCR1, CCR2 and CCR5 in periphe-
ral Mo from HUS patients during the acute period, and healthy children as 
controls. Results: We observed an increased expression per cell of CCRs in 
Mo from HUS patients, accompanied by an increase in the absolute number 
of Mo CCR1+, CCR2+ and CCR5+. Interestingly prospective analysis confir-
med that CCR1 expression positively correlated with HUS severity. Plasma-
tic chemokines levels showed that RANTES, was reduced in plasma from 
severe patients, and this decrease correlated with thrombocytopenia.  Finally 
the higher CCR expression was accompanied by loss of functionality which 
could be due to a mechanism of desensitizing to compensate altered receptor 
expression. Conclusions: The increase in CCRs expression correlates with 
HUS severity suggesting that receptors dysregulation might contribute to an 
increased risk for renal damage. Activated monocytes could be recruited by 
chemokines and then receptors could be dysregulated. The dysregulation of 
CCRs and their ligands observed during acute period suggest that Chemoki-
ne pathway would participate in HUS development. 
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LA INFLUENCIA DE LA HIPERPROLACTINEMIA SOBRE EL 
METABOLISMO GLUCÍDICO Y LIPÍDICO EN UN MODELO 

DE RATONES TRANSGÉNICOS HIPERSECRETORES DE LA 
HORMONA GONADOTROFINA CORIÓNICA HUMANA

Laura Ratner, Guillermina Stevens, Susana Rulli
Instituto de Biología y Medicina Experimental

INTRODUCCIÓN

El síndrome metabólico es una epidemia en constante crecimiento alre-
dedor del mundo. 1 de cada 4 adultos sufren de esta enfermedad y su preva-
lencia aumenta con la edad (Grundy, 2008). 

Aunque el rol de la prolactina en reproducción es bien conocido, su 
participación en la ganancia de peso y en la homeostasis de la glucosa 
aún se encuentra bajo debate. Pacientes con prolactinomas demostraron 
un aumento de peso y alteraciones metabólicas (Greenman y col., 1998; 
Ben-Jonathan y col., 2008). Sin embargo, todavía no se conoce si estas 
condiciones se pueden asociar directamente a la hiperprolactinemia (Ciresi 
y col., 2013). Además, se demostró que la prolactina es esencial en el desa-
rrollo de las células beta pancreáticas durante el periodo perinatal (Auffret 
y col., 2013), y que por lo tanto se encuentra involucrada en manifestacio-
nes de insulinorresistencia al estimular la secreción de insulina y regular 
la liberación de adipokinas (Carre, Binart, 2014). Se sabe además que la 
prolactina disminuye la expresión del transportador de glucosa 4 (GLUT4) 
que podría disminuir el ingreso de glucosa en el tejido adiposo (Nilsson y 
col., 2009). Hemos demostrado previamente las implicancias de los niveles 
crónicamente elevados de hCG sobre el fenotipo de los ratones transgéni-
cos. Particularmente, las hembras que sobreexpresan la subunidad hCGβ 
(hCGβ+) exhiben pubertad precoz, elevados niveles de hCG, prolactina, 
testosterona y progesterona e infertilidad. Además los ovarios obtenidos 
de hembras hCGβ+ muestran quistes hemorrágicos y luteinización masiva 
como resultado de la estimulación activa de hCG (Rulli y col., 2002; Rat-
ner y col., 2012). Entre las características fenotípicas extragonadales, estas 
hembras desarrollan obesidad, macroprolactinomas, tumores mamarios y 
elevada densidad osea (Rulli y col., 2002; Ahtiainen y col., 2010). En resul-
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tados previos de nuestro laboratorio se demostró que la hiperprolactinemia 
es la principal causa de los defectos a nivel reproductivo de las hembras 
hCGβ+, los cuales se pueden prevenir mediante la aplicación de un trata-
miento breve con el agonista dopaminérgico cabergolina al comienzo de la 
vida reproductiva (Ratner y col., 2012). 

	 El objetivo de este trabajo fue investigar las posibles alteraciones en 
el metabolismo glucídico y lipídico en hembras hCGβ+ adultas. Además, se 
realizó un tratamiento breve con cabergolina con el objetivo de estudiar la 
influencia de la hiperprolactinemia en el metabolismo de las hembras con 
hipersecreción de hCG.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cepas de ratones transgénicos portadores del gen de hCGβ 
bajo el promotor Ubiquitina C (hCGβ+) según descripto por Rulli y col. (2002). 

Tratamiento con cabergolina: se utilizaron hembras hCGβ+ de 5 sema-
nas de edad que fueron inyectadas con 500 µg/kg de cabergolina resus-
pendida en 0,25% de metilcelulosa como vehículo. Se aplicó día por medio 
durante una semana por vía i.p. Como controles se utilizaron hembras WT y 
hCGβ+ inyectadas con vehículo solamente.

Los niveles de prolactina sérica fueron medidos por radioinmunoensayo 
(RIE). Las mediciones de los niveles de insulina y triglicéridos se realizaron 
través de un Kit colorimétrico por espectrofotometría (BioSystems).

Test de tolerancia a la glucosa: se administró a los ratones ayunados 
40% de glucosa (2g/kg) por vía i.p. Test de respuesta a la insulina: se admi-
nistró a los ratones ayunados 0.75 UI de insulina por vía i.p. En ambos casos, 
se determinó la glucosa en sangre a los 0, 30, 60 y 90 min a través de tiras 
reactivas Accu-Chek Performa (Roche). 

RESULTADOS

Peso hipofisario y niveles de prolactina.
Las hembras hCGβ+ presentaron un aumento significativo del peso hipo-

fisario con respecto a las hembras WT (p<0,05) y el tratamiento con caber-
golina logró revertir este aumento (Figura1A). En cuanto a los niveles séricos 
de prolactina, se observó un aumento significativo en las hembras hCGβ+ 
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respecto de las hembras WT, mientras que las hembras tratadas con caber-
golina no presentaron alteraciones en los niveles de esta hormona (Fig 1B).

 
Figura 1. Peso hipofisario (A) y niveles de prolactina (B) de ratones hembra WT, hCGβ+ 
y hCGβ+ tratadas con cabergolina de 6 meses de edad. WT (n: 6); hCGβ+ (n: 18); 
hCGαβ+cab (n: 7). Las letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos 
(p<0,01). ANOVA de una vía – Bonferroni. Las barras representan la media + ES.

Niveles de insulina y triglicéridos. 
Los niveles de triglicéridos como de insulina resultaron significativamen-

te mayores en animales hCGβ+ comparados con el grupo WT (p< 0,01). Ade-
más el tratamiento con cabergolina produjo una reversión de los mismos en 
comparación con las hembras WT (Figura 2A,B). 

Figura 2. Niveles séricos de trigliceridos (A) e insulina (B) en hembras WT, hCGβ+ 
y hCGβ+ tratadas con cabergolina de 6 meses de edad. Las letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (p<0.05). ANOVA de una 
vía – Bonferroni. Los datos representan la media ± ES.

Test de Tolerancia a la glucosa.

A B
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Las hembras hCGβ+cab mostraron niveles reducidos de glucosa res-
pecto de los hallados en las hembras hCGβ+ a los 30 minutos post-adminis-
tración de glucosa (Figura3A, p<0,01). El área bajo la curva, que representa 
la cantidad de glucosa acumulada en los 90 min del ensayo, demostró una 
diferencia significativa entre las hembras WT y hCGβ+, mientras que el trata-
miento con cabergolina en las hembras hCGβ+cab 5s no logró una reversión 
completa del perfil glucídico en estas condiciones (Figura3B). 

Figura 3. Efecto del tratamiento con cabergolina sobre la curva de tolerancia a la glu-
cosa en hembras hCGβ+ a los 6 meses de edad. (A) Curvas de tolerancia a la glucosa 
y (B) área bajo la curva de hembras WT, hCGβ+ y hCGβ+ tratadas con cabergolina 
analizadas a los 6 meses de edad. (A-C) Los resultados son expresados como el pro-
medio ± ES, n=4-8. ANOVA de dos vías con medidas repetidas, Test de Bonferroni. 
hCGβ+ vs WT, *: p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001. hCGβ+ vs hCGβ+cab, ++: p<0,01. 
WT vs hCGβ+cab #: p<0,05. (B) Los resultados son expresados como el promedio ± 
ES, n=4-8. ANOVA de una vía, Test de Bonferroni. Diferentes letras indican diferen-
cias significativas, p< 0,05.

Test de resistencia a la insulina.
Las hembras hCGβ+ presentaron una marcada resistencia a la insulina 

que se representa con un aumento significativo de los niveles de glucosa en 
todos los puntos analizados. Asimismo, las hembras hCGβ+cab 5s logra-
ron una completa reversión del perfil de respuesta a insulina respecto de las 
hembras hCGβ+ (Figura 4A-B, p<0,5). 
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Figura 4. Efecto del tratamiento con cabergolina sobre la curva de respuesta a insuli-
na en hembras hCGβ+ a los 6 meses de edad. (A) Curvas de respuesta a la insulina y 
(B) área bajo la curva de hembras WT, hCGβ+ y hCGβ+ tratadas con cabergolina ana-
lizadas a los 6 meses de edad. (A) Los resultados son expresados como el promedio ± 
ES, n=4-7. ANOVA de dos vías con medidas repetidas, Test de Bonferroni. hCGβ+ vs 
hCGβ+cab, WT, *: p<0,05; **: p<0,01. (B) Los resultados son expresados como el pro-
medio ± ES, n=4-8. ANOVA de una vía, Test de Bonferroni. Diferentes letras indican 
diferencias significativas, p< 0,05.

CONCLUSIONES

En este trabajo se observa una clara relación entre las alteraciones del 
eje gonadal y las disfunciones metabólicas en los ratones transgénicos. El 
presente trabajo demostró que las alteraciones endocrinológicas inducidas 
por la sobreproducción crónica de hCG conllevan a disfunciones metabólicas 
significativas asociadas con hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, intoleran-
cia a la glucosa e insulinorresistencia (Ratner y col., 2016).

El rol de la prolactina en la reproducción ha sido estudiado en profundi-
dad, pero las implicancias de esta hormona en metabolismo, peso corporal 
y regulación de la energía aún no se encuentra esclarecida. Las hormonas 
lactogénicas durante el embarazo aumentan la producción de insulina en res-
puesta a una demanda metabólica creciente de la madre que afecta el desa-
rrollo de los islotes pancreáticos en el feto (Ben-Jonathan y col., 2008). El 
estado hiperprolactinemico ocasionado por la disrupción selectiva del recep-
tor de dopamina D2 en lactotropos de ratones hembras (lacDrd2KO) ocasio-
no un aumento del peso corporal, de los triglicéridos e intolerancia a la gluco-
sa. Sin embargo la secreción de insulina en respuesta a glucosa se encontró 
preservada (Perez Millan y col., 2014). La característica hiperprolactinemia 
de las hembras hCGβ+ sería un posible participante en la adaptación del 
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páncreas a la elevada demanda de insulina. Algunas evidencias experimen-
tales apoyan dicha idea, ya que la activación del receptor de prolactina en el 
páncreas podría ser el responsable de un aumento en el número de células 
β durante el embarazo (Ben-Jonathan, 2008; Huang y col., 2009; Huang, 
2013). Además, la exposición in vitro de los islotes a prolactina, estimula el 
aumento de la secreción de insulina, de la proliferación de las células β y una 
disminución del umbral de respuesta de insulina a glucosa (Huang y col., 
2009). Por otro lado, en ausencia del receptor para prolactina (Prlr KO) se 
observó hipoplasia de las células β, una reducción de la expresión del ARNm 
para insulina, una ausencia de la respuesta secretoria de insulina a glucosa y 
una leve intolerancia a la glucosa (Freemark y col., 2001). 

El tratamiento breve con cabergolina elimino la hiperprolactinemia y pre-
vino el desarrollo de los tumores hipofisarios en la adultez (Ratner y col., 
2012). Por otro lado, produjo una normalización de la intolerancia a la gluco-
sa y una completa reversión de la resistencia a insulina, así como también 
una significativa reducción de los niveles de insulina y triglicéridos en sangre 
(Ratner y col., 2016). Estos resultados proveen un fuerte evidencia de que los 
elevados niveles de prolactina juegan un papel fundamental en las alteracio-
nes metabólicas observadas en las hembras transgénicas al actuar directa-
mente en tejidos y órganos blanco e indirectamente mediante la alteración de 
la producción de esteroides gonadales.

	 Los modelos animales son buenas herramientas para determinar las 
bases de la fisiopalotogía de las enfermedades y como aumenta el riesgo 
para otras enfermedades. Este modelo transgénico que sobreexpresa hCG 
nos da la posibilidad de estudiar las consecuencias de las alteraciones hor-
monales en las disfunciones metabólicas. La hiperprolactinemia asociada 
con una función gonadal alterada podría explicar las alteraciones en el meta-
bolismo glucídico y lipídico en las hembras hCGβ+. Por otro lado, la presencia 
de receptores de LH/hCG y su activación en las células beta pancreáticas 
sugeriría el rol potencial de regulador de la liberación de insulina para la hCG 
(Parkash y col., 2015). En consecuencia, la participación directa de hCG en 
los procesos metabólicos merece futuros estudios.
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ABSTRACT

The metabolic syndrome is a growing epidemic; it increases the risk for 
diabetes, cardiovascular disease, fatty liver and several cancers. Several 
reports have indicated a link between hormonal imbalances and insulin resis-
tance or obesity. Transgenic female mice overexpressing the human chorionic 
gonadotropin β-subunit (hCGβ+ mice) exhibit constitutively elevated levels of 
hCG, increased production of testosterone, progesterone and prolactin, and 
obesity. The objective of this study was to investigate the influence of hCG 
hypersecretion on possible alterations on the glucose and lipid metabolism 
in adult hCGβ+ females. We evaluated fasting serum insulin, glucose and tri-
glyceride levels in adult hCGβ+ females and conducted intraperitoneal gluco-
se and insulin tolerance tests at different ages. hCGβ+ female mice showed 
hyperinsulinemia, hypertriglyceridemia and dyslipidemia, as well as glucose 
intolerance and insulin resistance at 6 months of age. A one-week treatment 
with the dopamine agonist cabergoline applied on 5-week-old hCGβ+ mice, 
which corrected hyperprolactinemia, hyperandrogenism, and hyperprogeste-
ronemia, effectively prevented the metabolic alterations. These data indicate 
a key role of the hyperprolactinemia induced gonadal dysfunction in the meta-
bolic disturbances of hCGβ+ female mice. The findings prompt further studies 
on the involvement of gonadotropins and prolactin on metabolic disorders and 
might pave the way for the development of new therapeutic strategies.
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La endometriosis (EDT) es una de las enfermedades ginecológicas 
benignas más frecuentes en mujeres de edad reproductiva. Se caracteriza 
por la presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina y afec-
ta alrededor del 10% de la población femenina, mientras que la prevalencia 
entre mujeres que presentan infertilidad varía entre un 35 y un 50%. 

La EDT produce dolores pélvicos agudos previos o intramenstruales y/o 
dolor abdominal crónico. Otra consecuencia frecuente de esta patología es 
la infertilidad y se estima que entre un 50% y un 80% de las pacientes son 
infértiles. 

Mucho se ha investigado y aún hoy continuamos buscando factores invo-
lucrados en la susceptibilidad de una mujer para desarrollar esta enferme-
dad. La búsqueda de este conocimiento intenta contribuir al desarrollo de 
terapéuticas más eficientes e inocuas.

Durante los últimos años hemos estudiado el efecto de dos compuestos 
naturales sobre la EDT experimental, el resveratrol y el galato de epigalocate-
quina (EGCG). Nuestros antecedentes demostraron que ambos compuestos 
poseen claros efectos inhibitorios de la proliferación celular e inductores de la 
apoptosis sobre células epiteliales endometriales humanas. Algunos trabajos 
determinan que los efectos antiinflamatorios, moduladores del crecimiento 
celular y anti carcinogénicos del resveratrol y de EGCG son mediados por la 
supresión de la vía del factor nuclear kappaB (NF-кB). Con el objetivo de pro-
fundizar en el mecanismo a través del cual estos compuestos regulan el cre-
cimiento del tejido endometrial, comenzamos estudiando esta vía. El NF-кB 
es un factor pleiotrópico que regula la transcripción de genes involucrados en 
la respuesta inmunológica, inflamación, adhesión celular, proliferación celu-
lar y respuesta antiapoptótica. Permanece inactivo en el citoplasma unido a la 
proteína inhibitoria IкB. La activación de la kinasa IKK por diferentes estímu-
los induce la fosforilación del inhibidor IкB. Luego de la fosforilación, IкB se 
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ubiquitina y se degrada por el proteasoma. Una vez liberado de las proteínas 
inhibitorias, NF-кB se transloca al núcleo y promueve la transcripción génica. 

En la EDT diversos genes que se encuentran desregulados; tales como 
TNFα, IL-6, IL-1β, VEGF, MCP-1 e ICAM-1, son blancos de regulación del 
NF-кB. Se ha demostrado además que NF-кB está constitutivamente acti-
vado en lesiones endometriósicas y el empleo de inhibidores de NF-кB en 
un modelo de EDT murino mostró un efecto beneficioso sobre la reducción 
del desarrollo de la enfermedad. Dada la importancia de esta vía de regu-
lación en la etiopatogenia de la EDT y debido a que algunos trabajos 
previos reportaron que el efecto anti-tumoral del EGCG y del resvera-
trol estaría mediado por la vía de NF-кB, en este proyecto propusimos 
evaluar la participación de esta vía de regulación en la inhibición del 
desarrollo de la EDT producida por estas dos fitoalexinas. 

Dado que para estudiar esta vía utilizamos la línea celular ECC-1, inicial-
mente evaluamos el efecto de ambos compuestos sobre la proliferación de 
estas células y observamos que tanto el resveratrol como el EGCG fueron 
capaces de inhibirla de manera significativa. A través de la inmunodetección 
de la subunidad p65 en extractos nucleares de ECC-1 tratadas con resveratrol 
o EGCG, observamos también que ambos compuestos inhiben la activación 
de NF-кB. En los extractos citoplasmáticos que se correspondían con esos 
extractos nucleares evaluamos los niveles del inhibidor IкBα por Western 
Blot. En el caso del resveratrol, observamos que la dosis más alta ensayada, 
capaz de inhibir la activación de NF-кB, mostró un aumento significativo en 
los niveles del inhibidor IкBα. No se observaron diferencias significativas 
en los niveles de IкBα con el tratamiento de EGCG, aunque observamos 
una tendencia que se correspondía con los niveles de p65.

Actualmente existen diferentes vías de señalización relacionadas con 
la activación de la vía de NF-кB. Una de las candidatas principales es la vía 
PI3K/Akt. Se ha descripto que la activación directa de Akt por la fosfoinositol 
3 kinasa (PI3K) puede fosforilar y activar las IKKs, llevando a la activación de 
NF-кB. Por otra parte, algunos antecedentes recientes postulan una fuerte 
relación entre el desarrollo de la EDT y diversas alteraciones en proteínas cla-
ves de la vía PI3K/AKT. PI3K es un importante regulador de la proliferación 
celular y la sobreexpresión de su subunidad catalítica, así es como mutacio-
nes activadoras de la proteína, han sido relacionadas con diferentes tipos de 
cáncer. Asimismo, se ha demostrado que AKT está sobreactivada en células 
endometriales de pacientes con EDT, y que la vía PI3K/AKT está involucrada 
en la migración de células endometriales inducida por 17-βestradiol. Con-
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juntamente, la inactivación de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa 
(PTEN), principal regulador negativo de la vía de PI3K/AKT, es un evento 
temprano en carcinomas ováricos relacionados con EDT, así como también 
se ha propuesto a la expresión alterada de PTEN como un marcador tem-
prano de cánceres endometriales. Por otra parte, la expresión disminuida de 
PTEN facilita la activación de AKT y la consecuente señalización de super-
vivencia en el endometrio. De esta manera, factores de crecimiento como 
agentes quimioatractantes, pueden estimular la migración de células endo-
metriales a través del camino PI3K/AKT, el cual puede finalmente facilitar 
el desarrollo de la EDT. Sumando estos antecedentes, y con el objetivo de 
seguir profundizando sobre los mecanismos asociados a la acción del EGCG 
y el resveratrol, evaluamos in vitro sus efectos sobre la regulación de las 
proteínas principales de la vía PI3K/AKT. 

En extractos proteicos totales de cultivos de ECC-1 se evaluaron los 
niveles de la subunidad catalítica de PI3K, PTEN, Akt y p-Akt por Western 
Blot. Al igual que en la activación de NF-кB, con las dosis más altas ensa-
yadas de ambos compuestos, observamos una expresión significativamente 
menor de PI3K. Como segundo paso estudiamos la activación de Akt. Para 
ello evaluamos un tiempo de estímulo más corto ya que su fosforilación es 
un evento temprano en la cascada de señales iniciada por PI3K. Por lo tanto 
analizamos el efecto de ambos compuestos a los 15 min y a las 24 h de estí-
mulo. Como era esperable, no observamos diferencias significativas en los 
niveles de p-Akt/Akt luego de 24 horas de tratamiento. Sin embargo, al eva-
luar los efectos del resveratrol y del EGCG sobre este punto de la vía a los 15 
minutos de estímulo, efectivamente encontramos que existe una disminución 
en los niveles de Akt fosforilado respecto de Akt total.

Al comprobar que estos compuestos regulan la translocación al núcleo 
de p65 y disminuyen la expresión de la subunidad catalítica de PI3K, proteína 
responsable de la activación de Akt, nos propusimos estudiar los niveles de 
PTEN, quién antagoniza la ruta de señalización PI3K/AKT desfosforilando 
los fosfoinosítidos y por tanto modulando la progresión del ciclo celular y 
la supervivencia de la célula, para así completar el ciclo de regulación 
de esta vía. Consistentemente observamos, en ambos tratamientos, que 
además existe una regulación de los niveles de expresión de PTEN, siendo 
significativamente mayor a partir de las dosis más bajas ensayadas.

Luego de haber dilucidado que el resveratrol y el EGCG ejercen su efec-
to inhibitorio sobre la supervivencia de las células epiteliales endometriales 
humanas de pacientes con endometriosis, a través de una disminución de 
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la expresión PI3K, un aumento de la expresión de PTEN y una consecuente 
inhibición de la activación NF-кB, y considerando que nuestro análisis se 
centró en proponer al resveratrol y al EGCG como alternativas terapéuticas 
naturales de mayor eficacia, decidimos estudiar la vía de supervivencia PI3K/
AKT en pacientes. Nos propusimos entonces estudiar las proteínas prin-
cipales involucradas en la vía PI3K/AKT en tejido eutópico y ectópi-
co de pacientes con EDT, para luego buscar posibles diferencias en 
pacientes con distinto grado de severidad de la enfermedad.

Previamente se habían reportado diferencias en la vía PI3K/AKT en cul-
tivos celulares realizados a partir de biopsias de endometrio de pacientes 
normales y pacientes con EDT ovárica. Sin embargo no existen estudios en 
otros tipos de EDT ni se estudiaron los niveles proteicos de las proteínas que 
conforman esta vía en biopsias completas de endometrio. 

La finalidad de este análisis consistió en conocer las diferencias que 
pudieran existir entre la lesión endometriósica, el tejido eutópico de pacien-
tes con EDT, y el tejido eutópico de mujeres controles, para así evaluar si la 
inhibición que el resveratrol ejerce sobre la vía podría implicar que se trata de 
un tratamiento acorde a las características que presenta el tejido endometrial 
en una paciente con EDT. Observamos que efectivamente la expresión de las 
proteínas principales involucradas en esta vía está alterada. PI3K se encuen-
tra sobreexpresada tanto en el tejido eutópico como en el ectópico de las 
pacientes con EDT, respecto a la expresión en el endometrio de las mujeres 
control. Los niveles de p-Akt presentaron el mismo patrón: la expresión fue 
mayor tanto en el endometrio eutópico como en el ectópico de pacientes con 
EDT. En concordancia, observamos una menor expresión de PTEN en las 
biopsias de endometrio eutópico y ectópico de pacientes con EDT respecto 
de mujeres controles.

En conjunto estos resultados demuestran que efectivamente, la vía 
sobre la que actúa el resveratrol y el EGCG se encuentra alterada tanto en el 
endometrio eutópico como en el ectópico de pacientes con EDT.

Se sabe que existe una débil correlación entre la severidad de la enfer-
medad y el carácter del dolor experimentado por las pacientes con EDT, así 
es como mujeres con EDT grave pueden ser asintomáticas. Decidimos enton-
ces comparar los niveles de expresión de las proteínas involucradas en la 
vía PI3K/Akt en endometrio eutópico y ectópico de pacientes que presenten 
diferentes grados de severidad de EDT. Conocer las diferencias en el patrón 
de expresión de estas proteínas entre tejidos endometriales de distintos gra-
dos de severidad de la enfermedad, no sólo aporta más información sobre 
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su etiopatogenia, sino que también nos permite inferir si los tratamientos con 
resveratrol o EGCG serían igualmente eficaces para todos los estadíos o 
resultarían recomendables para alguno en particular. 

Nuestro análisis demuestra que existe una menor expresión de PTEN y 
una mayor expresión de p-Akt en lesiones endometriósicas de pacientes con 
EDT mínima a leve (I-II) respecto de lesiones de pacientes con EDT modera-
da a severa (III-IV).

Este trabajo representa el primer reporte en bibliografía respec-
to de la implicancia de la vía PI3K/AKT en el desarrollo de la endome-
triosis. La expresión alterada de esta vía en biopsias completas de 
pacientes aporta una nueva pieza para comprender la etiopatogenia 
multifactorial que caracteriza esta patología. Se estima que las lesio-
nes de pacientes con EDT mínima o leve, se encuentran en un estadio 
temprano de su desarrollo siendo metabólicamente más activas. Esto 
implicaría que aquellos mecanismos involucrados en el establecimien-
to y desarrollo de las lesiones endometriósicas en un sitio ectópico 
alcanzan su máximo pico de actividad en esta etapa inicial. 

Este trabajo sugiere nuevos posibles marcadores y/o blancos tera-
péuticos acordes al grado de severidad de la enfermedad, y avala la 
utilidad del resveratrol y del EGCG para su tratamiento, considerando 
los mecanismos implicados en sus efectos inhibitorios sobre el desa-
rrollo de la patología.

  
ABSTRACT

Endometriosis (EDT) is a chronic disease, characterized by the presence 
of endometrial tissue outside the uterine cavity. Current treatments focus on 
analgesic-driven pain relief, removal of implants through laparoscopic sur-
gery and prevention of recurrence through continuous hormonal treatments. 
As the efficiency of these strategies remains under discussion, non-adver-
se effect long term therapies remain a field of strong research. Nowadays, 
natural compounds found in food and plants are being considered for the 
treatment of diverse diseases, like cancer. Our previous studies demonstra-
ted that resveratrol and EGCG have an inhibitory effect on EDT development 
in-vivo and in-vitro. It has further been found that both polyphenols have antio-
xidant, antinflammatory and anticarcinogenic properties. Some studies deter-
mined that these properties are mediated by suppression of NF-кB. In order 
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to deepen the mechanism by which these compounds regulate the endome-
trial tissue survival, we began studying this pathway. On the other hand, some 
recent works suggest a strong connection between EDT development and 
some alterations in PI3K/AKT key proteins. After revealing that resveratrol 
and EGCG exert their inhibitory effect on human endometrial epithelial cells 
survival, by decreasing PI3K expression, increasing PTEN expression and 
inhibiting NF-кB activation, and considering that our analysis focused on pro-
posing to resveratrol and EGCG as natural and more efficient therapeutic 
alternatives, we decided to study the PI3K/AKT survival pathway in patients. 
Effectively we could demonstrate that the expression of the main proteins 
involved in this pathway is altered in EDT patients.

This work represents the first report regarding the implication of the PI3K/
AKT pathway in endometriosis development. The altered expression of this 
pathway in patients with EDT provides a new piece to understand the mul-
tifactorial etiology that characterizes this disease. This work suggests new 
possible markers and/or therapeutic targets suitable to disease severity, and 
supports the value of resveratrol and EGCG for treatment.
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Introducción

La diabetes mellitus tipo I es una patología que afecta a millones de 
personas en el mundo. Actualmente se controla a través de inyecciones de 
insulina por vía subcutánea y con controles periódicos de los niveles de glu-
cosa plasmática. El acompañamiento de esta terapéutica con un adecuado 
estilo de vida aproxima a los pacientes a una muy buena calidad de vida. 
Sin embargo la necesidad de utilizar técnicas invasivas para la medición de 
glucosa y la administración de insulina, y el riesgo de padecer hipoglucemia 
es un problema latente en esta terapia. Si bien las complicaciones a largo 
plazo se reducen con un buen tratamiento, la desaparición de las mismas es 
imposible debido a que los valores de glucemia están parte del tiempo por 
encima de los valores normales, conduciendo a glicosilación de proteínas la 
cual afecta funciones vitales para el organismo.

El desarrollo de técnicas mini-invasivas para la medida de glucosa y 
administración de insulina ha progresado enormemente. Si bien las bom-
bas de infusión de insulina han avanzado y se han tornado más populares, 
los sensores continuos subcutáneos no lo han hecho en forma paralela. El 
funcionamiento de ambos en forma simultánea y conjunta constituye un 
“páncreas artificial”. Este dispositivo está formado por un “hardware” (bom-
ba insulina + sensor de glucosa) y un “software” (modelo matemático + con-
trolador). Si bien los avances alcanzados parecerían mostrar que no está 
lejos de lograse el “hardware” necesario, el progreso a nivel del “software” 
muestra que los modelos matemáticos subyacentes requieren perfeccio-
namiento. 
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Existen numerosos grupos de investigación que trabajan en el mejora-
miento de los modelos matemáticos, testeándolo con herramientas de simu-
lación y valores poblacionales promedios, lo cual puede encontrarse lejos 
de la complejidad de un paciente. Es por ello que el de modelos animales se 
vuelve una herramienta de gran valor.

OBJETIVOS

1-	 Desarrollar un modelo matemático y un software que permita el control 
de la glucemia en ratas diabéticas.

2-	 Desarrollar una estrategia de laboratorio para implementar un páncreas 
artificial en ratas.

3-	 Aplicar las herramientas de control desarrolladas para controlar la glu-
cemia utilizando un sistema a lazo cerrado (páncreas artificial) en ratas 
diabéticas.

MATERIALES, MÉTODOS Y RESULTADOS

Animales de experimentación: se emplearon ratas de la línea Sprague-
Dawley 70 días que se alojaron en jaulas colectivas con agua y alimento 
balanceado (Gepsa, Argentina) ad libitum en el Bioterio del Laboratorio, en 
un ambiente termostatizado a 23-25°C, con ciclo luz oscuridad 12-12h y circu-
lación de aire filtrado. Los animales fueron tratados de acuerdo a las normas 
internacionales aceptadas para el manejo de animales. 

Inducción de diabetes mellitus tipo I: Se indujo DMTI (n=4) a través de 
la inyección intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/Kg de peso corporal 
disuelta en buffer citrato pH=4,5). El desarrollo de la enfermedad se evaluó a 
las 48 hs. de la inyección considerando diabéticos a los animales que tuvie-
ron glucemias de ayuno mayores a 2 g/l [1].

Desarrollo de modelo para estimar dosis única de insulina para hallar 
glucemia deseada: Se realizó la inyección subcutánea sin ayuno previo de 
diferentes dosis de insulina porcina lenta en dosis: 0.5, 0.7, 1, 1.5, 2 UI. Se 
midió glucemia utilizando un equipo comercial y con los valores se ensaya-
ron diferentes ajustes en función de la dosis inyectada. El mejor ajuste se 
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logró entre la dosis de insulina administrada (Y), y la diferencia entre el valor 
inicial de glucemia (G0) y el valor mínimo alcanzado (Gm), representada por 
la siguiente ecuación: G0 – Gm = mY + h. En la Figura 1 se muestra el ajuste 
realizado en una rata, y la gráfica obtenida a modo de ejemplo. 

 

Figura 1

El modelo se validó calculando la Gm que se debería alcanzar a partir 
de un dado valor de G0 y dosis de insulina, en tres animales. Se inyectaron 
0,9UI en cada animal y según su G0 se calculó la Gm que debería alcanzar. 
La Tabla 1 muestra los valores estimados de Gm empleando el modelo y los 
obtenidos luego de inyectar la dosis establecida de insulina (Gm calculado) 
No se hallaron diferencias significativas entre Gm calculado y alcanzado para 
cada animal, t de Student para datos apareados, p >0.05. 

 
Tabla 1: Comparación de los valores mínimos de glucemia obtenidos y calculados por 
el modelo 

Gm calculado Gm alcanzado

1,45 1,06

0,40 0,43

2,58 2,07
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Desarrollo de un modelo matemático de la homeostasis de la glucosa 
en ratas diabéticas

Se desarrolló un modelo matemático para la homeostasis de la glucosa 
en ratas diabéticas. El modelo contiene la influencia de la dieta, páncreas. 
hígado, tejidos dependiente de insulina, tejidos independientes de insulina 
y riñón como principales perturbadores de la homeostasis de la glucosa e 
insulina en plasma. 

El modelo queda representado por sistema de 5 ecuaciones diferencia-
les que describen las variaciones plasmáticas del glucosa (G) en plasma, 
insulina en plasma (I), glucosa en tracto gastrointestinal (D), glucosa en orina 
(U) e insulina en espacio subcutáneo (Y).

Se realizaron simulaciones con el sistema obteniéndose variaciones de 
glucemia e insulinemia esperables. En la Figura 2 se muestran las variacio-
nes de Glucosa e Insulina luego de dos administraciones de glucosa por vía 
oral (1500 mg línea llena y 2500 mg linea de trazos). 

 

Figura 2

Desarrollo de un modelo de hiperglucemia temporario. 
Se desarrollo un modelo biológico que permitiera tener ratas con gluce-

mias comparables a animales diabéticos pero sin presentar la enfermedad, 
modelo que disminuye el gasto y el sufrimiento animal.

El modelo propuesto consiste en infundir subcutáneamente glucosa de 
manera continua para mantener la glucemia en una valor elevado, compati-
ble con un estado diabético (G∞). Se desarrolló un modelo matemático que 
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permite calcular las velocidades de infusión para alcanzar un valor pre-esta-
blecido de la glucemia.

Se consideró un modelo de un compartimiento en el cual se infunde glu-
cosa a una velocidad constante (Ki), la glucosa es extraída por diversos pro-
cesos (captación hepática, utilización de glucosa por tejidos dependientes e 
independientes de insulina y excreción renal) representados por el parámetro 
Ke. La siguiente ecuación relaciona los parámetros mencionados y la con-
centración de glucosa. 

En base a un trabajo previo se puede calcular el valor de Ke y Vd (volu-
men de distribución de la glucosa) para cada rata. Con los datos de Ke, Vd 
y G∞ se puede calcular Ki con la ayuda de un software que se desarrolló en 
el entorno R. Se calculó la glucemia a alcanzar en una infusión continua en 
cuatro ratas (Figura 2). Se logró con dicha infusión un aumento de la glucemia 
alcanzando un valor estable en un período de aproximadamente 1 h. 

Se compararon los valores de glucemia que se alcanzaría según el 
modelo (glucemia teórica: G∞) y los hallados aplicando las metodología des-
cripta anteriormente (G alcanzada). El experimento se llevó a cabo en 5 ratas 
y se observó que el valor hallado de hiperglucemia y el valor teórico plantea-
do no discreparon (Tabla 2, t de Student para datos apareados, p>0,05).

RATA G alcanzada (mg/dl) G∞ (mg/dl)

1 177.1 253.4

2 234.0 172.8

3 336.9 357.6

4 333.1 308.0

5 269.3 186.0

Tabla 2

A continuación se realizó una prueba de respuesta a la inyección de insu-
lina a animales bajo el modelo desarrollado de hiperglucemia. Se empleó una 
rata de 244 g con glucemia inicial (G0) de 106mg/dl. A la misma se le infundió 
glucosa 50g/dl durante 20min a 104ul/min y luego se continuó infundiendo la 
misma solución de glucosa a una velocidad de 10ul/min. La G∞ fue de 167mg/
dl. A los 70 min de la infusión luego de haber obtenido 2 valores de glucemia 
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cercanos a 200mg/dl se inyectaron 0,5UI de insulina rápida. Los datos se 
muestran en la Tabla 3, la zona sombreada en gris corresponde al período de 
infusión hasta alcanzar la glucemia constante y la sin sombra t>=90 minutos, 
corresponde a la zona de infusión de glucosa e inyección de insulina..

Tiempo (min) Glucemia (mg/dl) 

0 106 

27 139 

50 195 

70 218 

90 208 

110 147 

130 120 

Tabla 3

Es importante resaltar que las experiencias detalladas se realizaron con 
los animales sin anestesiar, con acceso libre a agua y comida, teniendo el 
animal movilidad normal, utilizando sistemas de administración continua con 
un catéter de ubicación en la región dorsal del animal, Figura 3. 

Figura 4

Se desarrolló la metodología para la estimación de los parámetros [2]. 
El parámetro ka puede ser estimado aplicando el método de los resi-

duales. La Dicho método consiste en considerar que luego del máximo de 
glucemia los procesos que incorporan glucosa al plasma a partir del tracto 
gastrointestinal son despreciables respecto a los que la consumen . La Figura 
5 muestra los valores estimados ka y la Figura 6 k0 en 11 ratas.
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	 Figura 5	 Figura 6

El parámetro k1 se estimó utilizando una ecuación derivada del modelo y 
se obtuvieron los valores mostrados en Figura 7

  

 
	 Figura 7

Para estimar el parámetro k6 se utilizó la ecuación derivada del modelo 
donde Ia es la insulinemia de ayuno (que es el valor medido a tiempo 0) tMI 
(tiempo en el que se alcanza IMI) e IMI se obtiene de realizar un ajuste con un 
polinomio de grado 2 en la zona del máximo de insulina. Los valores hallados 
de k6 se muestran en la Figura 8
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	 Figura 8

IPI es la insulinemia al tiempo tpi el cual se obtiene del ajuste de la gluce-
mia empleando una función sigmoidea

Los valores de Ipi se muestran en la Figura 9

Figura 8

La estimación de k2 y k3 se realizó con la ecuación en tiempos cercanos 
a tpi, los valores hallados se muestran en la Figura 10.
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	 Figura 10

Luego a una rata con una glucemia inicial (G0) de 106mg/dl se le infundió 
glucosa al 50% diluida al 1/5 con solución fisiológica durante 22min a 212ul/min 
y luego se continuó el experimento infundiendo la misma solución de glucosa a 
una velocidad de 10ul/min, mediante de la bomba peristáltica. Las velocidades 
de infusión se calcularon a partir de experimentos previos, la G deseada fue de 
186 mg/dl. A los 82min de la infusión, luego de haber obtenido dos valores de 
glucemia cercanos a 160mg/dl, se comenzó a infundir insulina a partir de una 
dilución de la solución original, a una velocidad de 25ul/min, utilizando la bom-
ba peristáltica. El flujo de insulina (I) se calculó para infundir 0.5U de I corriente 
bovina en 30 min, dosis que ya se había probado previamente en la misma rata 
mediante una inyección subcutánea como dosis única.

La infusión de G e I se mantuvo hasta el final del experimento, durante el 
cual se midió la glucemia a distintos tiempos Tabla 5.

Tiempo (min) Glucemia (mg/dl) 

0 106 

45 145

60 161 

80 163

100 160 

120 137

140 120

155 74

Tabla 5
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Los resultados indican que la metodología de laboratorio para trabajo 
con animales no anestesiados bajo control de la glucemia con infusión conti-
nua de insulina es viable desde el punto de vista experimental y fija las bases 
para su aplicación a un modelo de control. 
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INTRODUCCIÓN

La neurobrucelosis, la forma más mórbida de la brucelosis, se presenta 
como una enfermedad inflamatoria neurodegenerativa. Los signos clínicos 
más característicos son la meningoencefalitis, la microgliosis y la astroglio-
sis; los cuales son causados por la invasión por Brucella del SNC (1, 2).

La neurobrucelosis también se presenta con signos y síntomas neuropsi-
quiátricos del tipo que puede atribuirse a la pérdida neuronal. Estos incluyen 
irritabilidad, depresión y demencia, junto con alteraciones del estado mental 
tales como obnubilación, deficiencias neurológicas, alteraciones intelectua-
les, convulsiones y coma (5). Estos síntomas son característicos de enferme-
dades neurodegenerativas moderadas (6).

A pesar de la variedad de signos y síntomas descriptos, hasta hace algu-
nos años se desconocían los determinantes de patogénesis de la neurobru-
celosis. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la 
presencia de B. abortus en el cerebro de ratones estimula una respuesta infla-
matoria que induce astrogliosis. La infección in vitro de astrocitos y microglía 
con B. abortus induce la secreción de citoquinas proinflamatorias como IL-6, 
IL-1β y TNF-α; quimiocinas como MCP-1 y CXCL1; y metaloproteasas (3, 4). 
Estos factores pueden conducir a la muerte neuronal por apoptosis (7). Por 
lo tanto, la desregulación de la activación de astrocitos y microglía, como la 
que se genera cuando están bajo la intensa estimulación que puede desen-
cadenar B. abortus, puede crear un microambiente en el cual haya pérdida 
neuronal. Por otro lado, la perdida neuronal podría deberse a la interacción 
directa de la bacteria con este tipo celular. 



Fundación Alberto J. Roemmers	 365

Por lo tanto, nuestro objetivo es dilucidad los mecanismos moleculares 
y celulares que podrían llevar a la muerte neuronal durante la infección por 
Brucella abortus.

MATERIALES Y METODOS:

Cultivos de Primarios
Para realizar cultivos de neuronas murinas, corteza cerebral fue obte-

nida a partir de fetos de 16-18 días de gestación (E16-E18), digeridos con 
tripsina (Gibco), lavados y disgregados manera mecánica. Las células fueron 
contadas y sembradas a razón de 200.000 células en pocillo (placas de 24 
pocillos) tratados con poly-lisina (1µg/ml) (Sigma). Para microscopia, se colo-
có en el fondo del pocillo un slide de vidrio, también tratado con previamente 
con poly-lisina, donde se adhieren las células, para luego ser marcadas con 
los anticuerpos específicos.

Los cultivos de microglía y astrocitos primarios fueron puestos a punto 
anteriormente en el laboratorio (3, 4). 

A los 4-5 días de realizado el cultivo primario de neuronas, 100.000 
microglías o 100.000 astrocitos fueron plaqueados sobre las neuronas. Lue-
go se incuban durante la noche para que las células se adhieran a los pocillos 
antes de realizar las infecciones o estimulaciones.

Bacteria:
B. abortus S2308 fue cultivada en TSB agar (Merck). El número de bac-

terias fue determinado por comparación de la OD a 600 nm con una curva 
estándar (8).

Para generar HKBA, se realizaron 5 lavados en PBS, y luego se incubo la 
suspensión bacteriana a 80°C por 20 minutos. Se alicuotó y conservó a -70°C 
hasta su posterior uso. La esterilidad fue subsecuentemente controlada por 
ausencia de crecimiento bacteriano en TSB agar.

Lipoproteina y LPS:
B. abortus lipidated outer membrane protein 19 (LOmp-19) y su versión 

no lipidada (U-Omp19) fueron obtenidas como se describió anteriormente (8). 
LPS proveniente de B. abortus S2308 y Escherichia coli O111k58H2 fueron 
provistos amablemente por I. Moriyon. 
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Infecciones: 
Se realizó la infección con B. abortus, utilizando MOI 50, 100 y 500. 

Brevemente, las células fueron infectadas durante 2 hs en medio sin suero, ni 
antibióticos. Las células fueron lavadas para remover la bacteria no interna-
lizada y mantenidas medio completo conteniendo 100 µg/ml de gentamicina 
y 50 µg/ml de streptomycina para matar la bacteria extracelular remanente. 

Para monitorear la bacteria intracelular, las células infectadas fueron 
lisadas con H2O con 0.1% (v/v) Tritón X-100 y diluciones seriadas fueron pla-
queadas en placas de TSB agar para las unidades formadoras de colonias 
(CFU).

Inmunotinciones:
Las células fueron fijadas con PFA 4% durante 1:30 hs. Luego de 3 

lavados con PBS, las células fueron permeabilizadas con PBS+0,125% 
Tritón X-100 (20 minutos) a temperatura ambiente (TA). Luego se bloqueó 
con PBS 5% SFB (30 min, TA). Las neuronas fueron teñidas con anticuerpo 
anti-tubilina-βIII (Sigma) y l microglía con isolectina B4 conjugada a Bioti-
na (Vector Laboratories, USA) (1 hr, TA). Luego de 3 lavados se incubo con 
el anticuerpo secundario, conjugado al fluorocromo Alexa-546 (LifeTech) y 
streptavidina conjugada a Cy-2 (Jackson ImmunoResearch). (1 hr a TA). Se 
obtuvieron fotos en un microscopio de fluorecencia (Nikon) y se cuantificaron 
los porcentajes de neuronas viables, comparando con el pocillo que tiene las 
mismas poblaciones celulares pero sin infectar o sin tratar.

Analisis estadístico:
Los datos fueron analizados mediante ANOVA y test de Bonferroni. Los 

datos representan la media+SEM

RESULTADOS

Brucella abortus no replica dentro de neuronas ni induce su muerte.
No existen datos previos acerca de la infección de neuronas por B. abor-

tus. Entonces, primero determinamos la habilidad de la bacteria para infectar 
estas células. B. abortus no fue capaz de infectar y replicar dentro de las 
neuronas, por el contrario, como reportamos previamente B. abortus infectó 
y replicó en astrocitos y microglía (Figura 1A) (9). Además, las neuronas no 
fueron capaces de secretar citoquinas pro-inflamatorias (datos no mostra-
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dos). B. abortus tampoco indujo la muerte neuronal, dado que en los cultivos 
incubados con Brucella se encontró el mismo número de neuronas que en 
los sin tratar (p>0.05) (Figura 1B). Éstos experimentos demuestran que B. 
abortus es incapaz de infectar neuronas o afectar su viabilidad al menos de 
manera directa. 

Figura 1: B. abortus no replica en neuronas ni induce su muerte. A) Neuronas 
fueron infectadas con una multiplicidad de infección (MOI) de 100 bacterias/células. El 
número de bacterias intracelulares se cuantifico a las 2, 4, 24 y 48 horas postinfección. 
B) Cultivos de neuronas fueron infectados a las MOIs indicadas y la viabilidad neuronal 
fue determinada a las 48 hs mediante microscopia. El % de viabilidad neuronal fue 
calculado comparando con el control no infectado (NI). Se muestra un experimento 
representativo de tres. Las barras o símbolos representan la media + SEM de duplica-
dos. CFU: Unidades formadoras de colonias.

La microglía activada por Brucella abortus induce pérdida neuronal.
Hemos descripto anteriormente que, en respuesta a la infección con B. 

abortus, astrocitos y microglia se activan y secretan citoquinas pro-inflamato-
rias (9). Entonces, para conocer si esta inflamación tiene algún efecto sobre 
la viabilidad de las neuronas, se realizaron co-cultivos de neuronas con astro-
citos o microglía y se infectaron con B. abortus. Aunque Brucella es capaz 
de activar tanto astrocitos y como microglía, sólo la microglía infectada por B. 
abortus fue capaz de inducir perdida neuronal, luego de 48 horas de incuba-
ción y en forma MOI-dependiente (Figura 2A-B). Al caracterizar el fenómeno 
en función del tiempo, se observó que a las 16 hs la mortalidad de las neu-
ronas no difiere de la viabilidad neuronal de los cultivos sin infectar (p>0.05), 
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sin embargo, a partir de las 24 horas se comienza a observar un descenso en 
la viabilidad de las neuronas, cuando son cocultivadas con microglía, siendo 
dependiente de la MOI de infección. A los mayores tiempos ensayados (36 
y 48 hs) se puede observar un aumento en la mortalidad (p<0.005) (Figura 
2C). Estos resultados indican que la microglía activada por Brucella, pero no 
astrocitos, induce perdida neuronal.

Figura 2: La microglía activada 
por Brucella abortus induce 
pérdida neuronal. A) Cultivos 
de neuronas-microglia (MG) (2:1) 
o neuronas-astrocitos (Ast) (2:1) 
fueron infectados con B. abortus 
a las MOIs indicadas y la viabili-
dad neuronal fue determinada a 
las 48 hs mediante microscopia. 
B) Fotos representativas de un 
experimento. C) Cultivos de neu-
ronas-microglia fueron infectados 
con B. abortus a MOI 100 y la via-
bilidad neuronal fue determinada 
a las 16, 24, 36 y 48 hs mediante 
microscopia. El % de viabilidad 
neuronal fue calculado compa-
rando con el control no infectado 
(NI). Se muestra un experimento 
representativo de tres. Las barras 
o símbolos representan la media 
+ SEM de duplicados. * p<0.05, ** 
p<0.005 versus NI o vs indicado 
por la barra.
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Figura 3: La microglía activada por las Lipoproteínas de Brucella abortus indu-
cen muerte neuronal. Cultivos de neuronas y microglía fueron tratados con HKBA 
a 1x107 ó 1x108 bacterias/ml o PMA (50 ng/ml) (A); o con L-Omp19 (500 ó 1000 ng/
ml), U-Omp19 (1000 ng/ml) LPS de B. abortus (LPSB.a., 1000 ng/ml) LPS de E. coli 
(LPSE.c., 100 ng/ml) o Pam3Cys (50 ng/ml) (B). La viabilidad neuronal fue determinada 
a las 48 hs mediante microscopia. El % de viabilidad neuronal fue calculado compa-
rando con el control no tratado (NT). Se muestra un experimento representativo de 
tres. Las barras representan la media + SEM de duplicados. * p<0.05, ** p<0.005, *** 
p<0.0005 versus NT.

La microglía activada por las Lipoproteínas de Brucella abortus 
inducen muerte neuronal

Evaluamos si la viabilidad de B. abortus es necesaria para que la micro-
glía activada adquiera un perfil neurotóxico. Observamos que la pérdida neu-
ronal mediada por la microglía activada no fue dependiente de la viabilidad 
bacteriana ya que al estimular los cultivos con HKBA se observó una reduc-
ción del número de neuronas dependiente de la MOI (p<0.05) (Figure 3A). 
A continuación evaluamos la contribución del LPS de B. abortus o sus lipo-
proteínas en inducir la pérdida neuronal mediada por la microglía. Para esto, 
cultivos de neuronas y microglía fueron incubados con LPS de B. abortus y 
con L-Omp19, usada como modelo (8). E. coli LPS, U-Opm19 y Pam3Cys 
(Boehringer Mannheim) fueron usados como control. L-Omp19, pero no el 
LPS de B. abortus, fue capaz de inducir muerte en las neuronas en presencia 
d la microglía. La fracción lipidada de L-Omp19 es necesaria para su activi-
dad, ya que al estimular los cultivos con U-Omp19, proteína sin lipidar, no se 
observó diferencia significativa con respecto a los cultivos son tratar (Figura 
3B). Tanto la microglía activada con LPS de E. coli como con Pam3Cys indu-
jeron muerte neuronal. Estos resultados indican que la microglía activada por 
L-Omp19, pero no por el LPS de B. abortus, induce perdida neuronal. 
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CONCLUSIONES

-	 B. abortus no infecta ni replica dentro de las neuronas.
-	 B. abortus no induce muerte neuronal directamente.
-	 La microglía, pero no los astrocitos, activados por B. abortus induce 

muerte neuronal.
-	 La viabilidad de Brucella no es necesaria para que la microglía adquiera 

este perfil neurotóxico.

El conjunto de los resultados realizados describen parte del mecanis-
mo por el cual Brucella abortus genera daño en el sistema nervioso central 
durante la neurobrucelosis. Es necesario profundizar en el conocimiento de 
la inmunopatogenia de la neurobrucelosis para poder diseñar estrategias 
terapéuticas que se focalicen en esta forma de a enfermedad.
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SUMMARY

Central nervous system invasion by bacteria of the genus Brucella results 
in an inflammatory disorder called neurobrucellosis. B. abortus infects astro-
cytes and microglia, eliciting the activation of this cells and the production 
of pro-inflammatory mediators. The aim of this study was to determine the 
mechanisms of neuronal death induced by B. abortus. 

We evaluated the capacity of B. abortus to replicate into murine neurons. 
B. abortus cannot replicate into primary murine neurons. Then we evaluate de 
ability of B. abortus to induce neuronal cell death. Our results indicated that 
B. abortus per se could not exert deleterious effect into the neurons. Then, we 
establish co-cultures of neurons plus microglia or astrocytes. The co-cultures 
were infected and the viability of neurons was determined by microscopy. 
We demonstrated that B. abortus-activated microglia, but not B. abortus-
activated astrocytes, induced neuronal death. The viability of B. abortus was 
not necessary to this, because heat-killed B. abortus-stimulated cocultures 
of microglia plus neurons induced neuronal death, as well as L-Omp19 (lipo-
protein) stimulated cocultures, but no U-Omp19 (unlipidated protein) neither 
its LPS. These results describe part of the mechanisms whereby B. abortus 
could induce neuronal death in neurobrucellosis.
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ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ANAFILOTOXINA C5A EN LA 
RESPUESTA INMUNE DE MONOCITOS A CEPAS LOCALES DE 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTES A 

DROGAS.
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RESUMEN
La tuberculosis (TB) es un problema de salud a nivel mundial, agrava-

do por la aparición de formas de la enfermedad multirresistentes a drogas 
(MDR). La TB es causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), una bac-
teria intracelular que vive y se replica en fagocitos. Una respuesta inmu-
ne protectiva contra el bacilo requiere de una polarización Th1 con alta 
producción de IFNγ que promueve funciones bactericidas en las células 
infectadas. Previamente demostramos que dos cepas MDR argentinas, las 
cepas M y Ra, inducen perfiles Th1/Th2/Th17. Más aun, demostramos que 
la baja respuesta Th1 inducida por la cepa M se debe parcialmente a un 
efecto inhibitorio del receptor de C5a, C5aR, sobre la producción de IFNγ 
de los linfocitos T CD4+. 

En este trabajo seguimos explorando el rol del eje C5a/C5aR focalizan-
do en su efecto sobre la respuesta de los monocitos/macrófagos (Mo/MΦ) 
contra Mtb. Primero evaluamos el efecto de C5aR sobre la producción de 
citoquinas inducidas por las cepas H37Rv, M y Ra en Mo/MΦ provenientes de 
dadores sanos (DS) o pacientes con TB activa. Luego analizamos el impacto 
de C5a sobre la producción de especies reactivas del oxígeno (IROs) induci-
da en los Mo por las distintas cepas de Mtb. 

Encontramos que ambos receptores de C5a modularon la expresión de 
citoquinas de los Mo/MΦ de manera dador y genotipo dependiente. Llamati-
vamente, C5aR inhibe parcialmente la secreción de IL-12p40 de los Mo de DS 
estimulados con cualquiera de las cepas. Respecto a la producción de IROs 
C5a potencia esta respuesta. Sin embargo, la cepa M fue una pobre inducto-
ra de esta respuesta y a diferencia de lo observado para las cepas H37Rv y 
Ra, C5a no la modifica.

Estos resultados sugieren que la cepa M se beneficiaría del efecto de 
C5a sobre los Mo ya que la anafilotoxina inhibe la producción de la citoquina 
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pro-Th1 IL-12p40 pero no logra potenciar la pobre producción de IROs indu-
cida por esta cepa.

ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is a world health problem aggravated by the appea-
rance of multidrug resistance (MDR) forms of the disease. TB is caused by 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), an intracellular bacterium that lives and 
replicates in phagocytic cells. A protective response against Mtb requires a 
Th1 profile with high production of IFNγ that promotes bactericidal function of 
infected cells. We previously demonstrated that two Argentinian MDR strains, 
named M and Ra, induced an altered Th1/Th2/Th17 profile. Furthermore, we 
showed that the poor Th1 response evoked by M strain is partially ascribed to 
an inhibitory effect of the C5a receptor, C5aR, over IFNγ production by CD4+ 
T cells. 

Herein we further explored the role of C5a/C5aR axis in the response 
and focused on it effects over monocytes/macrophages (Mo/MΦ) response 
to Mtb. We first evaluated the production of cytokines by human Mo from TB 
patients or healthy donors (HD) stimulated in culture with H37Rv, M or Ra 
strains. Then we analyzed the impact of C5a over the production of reactive 
oxygen species (ROS) by Mo stimulated with these Mtb strains.

We found that both C5a receptors modulated the Mo/MΦ expression of 
cytokines in donor- and strain-dependent manner. Notably, C5aR partially 
inhibits the secretion of IL-12p40 of Mo from HD stimulated with Mtb. Regar-
ding ROS production, C5a potentiated ROS production induced by H37Rv 
and Ra strains, while it had no effect over M induced M strain was a poor 
inducer of this response and while C5a potentiated ROS production induced 
by H37Rv and Ra strains, it has no effect when Mo were stimulated with M 
strain. These results suggest that M strain might benefit of C5a effect over Mo 
as the anaphylatoxin inhibits the production of the Th1 cytokine IL-12p40 but 
shows no synergic effect on the poor ROS production induced by this strain.
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ROL DE LAS CÉLULAS PRESENTADORAS DE ANTÍGENOS 
EN EL DESARROLLO DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA: SU 

MODULACIÓN POR NEUROTRANSMISORES

Soledad Gori y Gabriela Salamone
Academia Nacional de Medicina

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

Al encontrarse con patógenos o citoquinas inflamatorias en los tejidos 
periféricos, las células dendríticas convencionales (CD) se someten a una 
serie de cambios importantes que conducen a su maduración y adquieren la 
capacidad de inducir la activación de células T vírgenes y su diferenciación 
en los distintos perfiles funcionales. No obstante, otros estímulos sensados 
por la CD serían capaces de modularla funcionalmente (1). 

El sistema inmune y el nervioso mantienen una intrincada comunica-
ción bidireccional, mediante la liberación de hormonas, citoquinas y neu-
romediadores (2). En relación a esto, numerosas evidencias han demos-
trado que la acetilcolina (ACh) excede su papel como neurotransmisor del 
sistema nervioso; se ha reportado la presencia de un sistema colinérgico 
en una amplia variedad de sistemas no neuronales, entre ellos, el inmune 
(3). Hallazgos de nuestro laboratorio han revelado la presencia de sistema 
colinérgico en la CD: receptores muscarínicos y las enzimas responsables 
de la producción y de la degradación de la ACh. Además, hemos observado 
que la ACh modula la función de la CD, causando efectos opuestos que 
dependen del estado de activación celular; ACh incrementa la expresión de 
HLA-DR, CD86 y la producción de TNF-α en CD inactivadas, mientras que 
esta estimulación se encuentra significativamente inhibida en CD madura-
das con LPS (4). 

ACh induce la contracción del músculo liso de las vías aéreas, razón por 
la cual los anticolinérgicos son ampliamente utilizados como broncodilata-
dores en patologías obstructivas de las vías aéreas (5). No obstante, estu-
dios recientes revelaron que la ACh además promueve cambios en las vías 
aéreas asociados a respuestas Th2 como la eosinofilia, la sobreproducción 
de mucus y la remodelación d las vías (5,6).
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A pesar de la influencia de la ACh en el desarrollo de las enfermedades 
inflamatorias crónicas respiratorias, y de la relevancia de las CD en el desa-
rrollo de los procesos alérgicos, no existen trabajos previos que evalúen las 
acciones inmunomodulatorias ejercidas por la ACh sobre la fisiología de las 
CD durante el desarrollo de los procesos inflamatorios crónicos alérgicos; 
siendo el propósito de este trabajo. Nos propusimos evaluar, en primer lugar, 
si la ACh sería capaz de inducir la polarización de la CD hacia un perfil pro-
motor de respuesta Th2. Además, considerando el rol central que juega la lin-
fopoyetina estromal tímica (TSLP) en el desarrollo de los procesos alérgicos 
(7), evaluamos si la ACh podría modular la capacidad que tiene esta citoquina 
para estimular a la CD y promover una respuesta Th2.

MÉTODOS

Las células utilizadas fueron obtenidas a partir de buffy-coats de dado-
res voluntarios sanos no fumadores, provenientes del Servicio de Medicina 
Transfusional del Htal. Italiano de Buenos Aires, previo consentimiento infor-
mado. 

1.	 Obtención de CD: Los PBMC fueron obtenidos a partir de centrifu-
gación sobre gradiente de Ficoll-Hypaque. Los monocitos se aislaron 
por selección positiva empleando perlas magnéticas cubiertas por anti-
cuerpos anti-CD14 (Miltenyi, pureza > 95%), según recomendaciones 
del fabricante. Posteriormente, se diferenciaron los mismos con IL-4rh y 
GM-CSFrh por 5 días para obtener las CD (Miltenyi).

2.	 Obtención de linfocitos T CD4+ naïve: Se purificaron a partir de PBMC 
por selección negativa empleando el kit Naive CD4+ T Cell Biotin-Antibo-
dy Cocktail II, según recomendaciones del fabricante (Miltenyi, pureza > 
95%). 

3.	 Cultivo Mixto Linfocitario (CML): Las CD fueron cultivadas 18 h (1x106 

céls/ml) en ausencia y presencia de ACh/carbacol y/o TSLP. Luego, fue-
ron lavadas y cultivadas solas o en presencia de linfocitos totales (rela-
ción CD/linfocitos 1:5) durante 5 días. Para evaluar la proliferación, se 
adicionó timidina tritiada al medio de cultivo, 1 μCi/well (actividad especí-
fica: 5 Ci/mM, DuPont), durante las últimas 16 h de cultivo y se determinó 
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su incorporación a las células en el 5° día de cultivo. En paralelo, también 
se enfrentaron a las CD tratadas o no con linfocitos T CD4+ naïve aloge-
neicos por 6 días, y luego estimulados con PMA+ionomicina por 6 hs. La 
producción de citoquinas en ambos CML fue evaluada el último día del 
cultivo en sobrenadantes por ELISA o por marcación intracitoplasmática 
y citometría de flujo, según protocolos convencionales. 

4.	 Fenotipificación de poblaciones celulares y detección intraci-
toplasmática de citoquinas: El fenotipo de las distintas poblaciones 
celulares y la marcación intracitoplasmática de citoquinas se analizó por 
citometría de flujo, de acuerdo a protocolos convencionales.

5.	 Detección de citoquinas por ELISA: La cuantificación de las cito-
quinas por la técnica de ELISA se realizó en sobrenadantes de cultivo, 
según recomendaciones del fabricante.

6.	 Análisis estadístico: Los datos se analizaron mediante el Análisis de 
Varianza (ANOVA) de una vía mediante test no paramétrico Kruskal-
Wallis para múltiples comparaciones con post-test de Dunn’s o el test 
T de Student al compararse solo dos grupos. Se consideró como signi-
ficativo un valor p<0.05. Para el análisis de datos se utilizó el programa 
GraphPad.

RESULTADOS

1. ACh induce la expresión de OX40L y la producción de MDC y 
TARC por la CD, moléculas claves en la inducción de un perfil Th2 
inflamatorio.

En los últimos años, se ha reportado que la molécula OX40L es clave 
en la inducción de las patologías alérgicas como el asma y la dermatitis ató-
pica, al promover una respuesta Th2 (7,8)sample and present antigen to T 
lymphocytes, and instruct the initiation of different forms of immunity and tole-
rance. The functional versatility of DCs depends on their remarkable ability to 
translate collectively the information from the invading microbes, as well as 
their resident tissue microenvironments. Recent progress in understanding 
Toll-like receptor (TLR. Es por esto que evaluamos, en primer lugar, si la ACh 
podría ser capaz de inducir la expresión de esta molécula en las CD, y obser-
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vamos efectivamente la expresión de OX40L tanto al incubarlas con ACh 
como con su agonista farmacológico, carbacol. (Figura 1A). Paralelamente, 
como se muestra en la figura 1B, observamos que la estimulación de las CD 
con ACh incrementó la producción de las quimioquinas TARC (thymus and 
activation-regulated chemokine/CCL17) y MDC (macrophage-derived che-
mokine/CCL22), ambos quimioatractantes de células Th2 al foco de inflama-
ción alérgica (7,9).

 

2. La CD estimulada con ACh induce una respuesta proliferativa de 
tipo Th2 en un cultivo alogeneico. 

La estimulación de la CD con ACh resultó en una proliferación incremen-
tada de linfocitos alogeneicos en un CML (Figura 2A), con producción de 
IL-2 aumentada (dato no mostrado). No encontramos diferencias al evaluar 
la producción de las citoquinas TNF-α e IFN-γ (Figura 2B), mientras que la 
producción de IL-10 fue menor a 50 pg/ml y la producción de IL-17A fue inde-
tectable (datos no mostrados). Por el contrario, el tratamiento de la CD con 
ACh incrementó significativamente el número de células T CD4+IL13+ en el 
CML (Figura 2C). Juntas, estas observaciones sugieren que la ACh favorece 
la polarización de la CD hacia un fenotipo promotor de perfil Th2. 

Figura 1: ACh induce cambios su 
el fenotipo de la CD, asociados a la 
inducción de una respuesta Th2. (A-B) 
Se cultivaron CD (1x106/rnl) por 18 h con 
o sin ACtvcarbacol (10 8M) y la expresión 
de OX40L fue evaluada mediante citome-
tria de flujo (A), mientras que la produc-
ción de las quimioquinas TARC y MDC 
fue medida por ELISA (% de incremento 
de la media ± SEM vs CO, n=8) (B). (A) Se 
muestran histogramas representativos y 
el % de incremento de la IFM comparado 
con CD. *p<0.05 y "p<0.01 vs CD.
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3. Acetilcolina favorece la polarización de las células dendríticas 
hacia un perfil promotor de Th2 inducido por TSLP.

Considerando que la citoquina TSLP, efectivamente, induce la polari-
zación de la CD hacia un perfil promotor de una respuesta Th2 (10,11), nos 
propusimos evaluar si la ACh podría modular este efecto. Al incubar a las CD 
con ambos estímulos, TSLP y ACh, observamos que la expresión de OX40L 
fue aún mayor que la observada con los estímulos individuales (Figura 3A). 
Un resultado similar obtuvimos al evaluar la expresión de CD83 (Figura 3B) y 
HLA-DR (Figura 3C). 

Figura 1: ACh induce cambios en el 
fenotipo de la CD, asociados a la in-
ducción de una respuesta Th2. (A-B) 
Se cultivaron CD (1x106/ml) por 18 h con 
o sin ACh/carbacol (10-8M) y la expre-
sión de OX40L fue evaluada mediante 
citometría de flujo (A), mientras que la 
producción de las quimioquinas TARC y 
MDC fue medida por ELISA (% de incre-
mento de la media ± SEM vs CD, n=8) 
(B). (A) Se muestran histogramas repre-
sentativos y el % de incremento de la IFM 
comparado con CD. *p<0.05 y **p<0.01 
vs CD.

Figura 2: ACh polariza a las CD hacia un 
perfil promotor de respuesta Th2. (A-C) 
Se incubaron CD (1x106/ml) por 18 h con o 
sm ACrv'carbacol (10-M), fueron lavadas 
y cultivadas con linfocitos atogeneicos 
(relación CD/linfoáto = 1:5) La proliferación 
(A) y la producción de ¿toqui ñas TNF-a e 
IFN-y (B) (EUSA) e IL-13 (marcación intra-
citoplasmátoca y citometria de flujo) (C) 
de los linfocitos en el CML fue evaluada a 
dia 5. Los resultados representan el por-
centaje de incremento de la media ± SEM 
vs CD, n = 5-8 experimentos. (D). En el 
panel izquierdo se muestra un experimen-
to representativo, mientras que en el panel 
derecho se muestra el % de incremento de 
células T CD4+ positivas para IL-13. *p<0 
05, y ***p<0.001 vs CD.

Figura 3: ACh incrementó la expresión de OX40L, CD83 y HLA-OR en TSLP-CD. (A-C) Se incuba-
ron las CD (1X106/ml) en presencia de ACh (10-8M) y/o TSIP (15 ng/ml) por 18 h Luego, la expresión de 
OX40L, CD83 y HLA-DR fue evaluada por citometria de flujo. En (A) y (B). los resultados se expresan como 

el % de incremen-
to de CD positivas 
para la expresión 
de OX40L y CD83 
vs las CD sin tratar, 
respectivamente, (n= 
5-8 expenmentos). 
En (C) se encuentran 
expresados los resul-
tados como d % de 
incremento en la IFM 
para la expresión de 
HLA-DR vs las CD 
sin tratar (n= 5). Se 
muestran histogra-
mas representativos 
de las tres moléculas 
evaluadas *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001, 
****p<0.0001.
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Paralelamente, evaluamos el perfil de citoquinas producido por la CD y 
observamos que tanto el TSLP como la ACh estimularon la producción de 
las citoquinas TNF-α (Figura 4A) e IL-8 (Figura 4B), siendo aún mayor la pro-
ducción de las mismas cuando ambos estímulos se encontraban presentes, 
respecto a estos estímulos separados. Por otro lado, ni el TSLP ni la ACh 
estimularon la producción de las siguientes citoquinas IL-1β, IL-6, IL-12p70 e 
IL-10 (datos no mostrados).

4. ACh incrementa la capacidad de las CD estimuladas con TSLP 
de inducir mayor proliferación de linfocitos T CD4+ naïve con 
producción incrementada de TNF-α e IL-13 en el curso de un cultivo 
alogeneico.

Los ensayos siguientes fueron desarrollados para comparar la capaci-
dad estimulatoria de las CD tratadas o no con TSLP y/o ACh en el curso de 
un cultivo alogeneico, enfrentándolas a linfocitos T CD4+ naïve. Como se 
observa en la figura 5A-D, la producción de IL-2 (A), TNF-α (B) e IL-13 (D) fue 
significativamente mayor en los cultivos estimulados con CD tratadas con 
ambos agonistas en comparación con los tratados con los agonistas indivi-
duales. Como era de esperarse, no se observó modulación en la producción 
de IL-10 en los CML con CD tratadas con TSLP y/o ACh en comparación con 
las no tratadas (C), siendo en todos los casos menor a 50 pg/ml. Estos resul-
tados sugieren que la ACh refuerza la capacidad del TSLP de polarizar a la 
CD hacia un perfil promotor de Th2. 

Figura 4: ACh incre-
mentó la produc-
ción de TNF-o e IL-8 
en TSLP-CD. (A-B) 
Se incubaron las CD 
(1x106/ml) en presen-
cia de ACh (10-8M) y/o 
TSLP (15 ng/ml) por 18 
h. Luego la producción 
de las diferentes cito-
quinas fue evaluada por 
ELISA. Los resultados 
se expresan como el 
% de incremento de la 
media ± SEM vs las CD 
sin tratar de 5-7 expen-
mentos.	 * p < 0 . 0 5 , 
***p<0.001

3. Acetilcolina favorece la polarización de las células dendríticas 
hacia un perfil promotor de Th2 inducido por TSLP.

Considerando que la citoquina TSLP, efectivamente, induce la polari-
zación de la CD hacia un perfil promotor de una respuesta Th2 (10,11), nos 
propusimos evaluar si la ACh podría modular este efecto. Al incubar a las CD 
con ambos estímulos, TSLP y ACh, observamos que la expresión de OX40L 
fue aún mayor que la observada con los estímulos individuales (Figura 3A). 
Un resultado similar obtuvimos al evaluar la expresión de CD83 (Figura 3B) y 
HLA-DR (Figura 3C). 

Figura 1: ACh induce cambios en el 
fenotipo de la CD, asociados a la in-
ducción de una respuesta Th2. (A-B) 
Se cultivaron CD (1x106/ml) por 18 h con 
o sin ACh/carbacol (10-8M) y la expre-
sión de OX40L fue evaluada mediante 
citometría de flujo (A), mientras que la 
producción de las quimioquinas TARC y 
MDC fue medida por ELISA (% de incre-
mento de la media ± SEM vs CD, n=8) 
(B). (A) Se muestran histogramas repre-
sentativos y el % de incremento de la IFM 
comparado con CD. *p<0.05 y **p<0.01 
vs CD.
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CONCLUSIÓN 

Nuestras observaciones indican que la ACh provoca una serie de cam-
bios en la CD idénticos a los inducidos por el TSLP; una incrementada expre-
sión de OX40L, la up-regulación de la expresión de HLA-DR y CD83, la 
estimulación de la producción de quimioquinas capaces de inducir el recluta-
miento de neutrófilos (IL-8) y células Th2 (TARC y MDC) y una incrementada 
producción de IL-13 y TNF-α por los LT CD4+ en el curso de un CML. Hemos 
demostrado, además, que la estimulación con ACh de la CD activada por 
TSLP, incrementa su capacidad estimulatoria e induce el desarrollo de un 
perfil de respuesta Th2 más “agresivo”, al desencadenar una mayor respues-
ta proliferativa y un aumento de producción de citoquinas Th2 inflamatorias 
como TNF-α e IL-13 que el generado por las CD estimuladas solo con TSLP. 
Considerando esto, nuestros resultados sugieren que los anticolinérgicos 
podrían estar protegiendo las vías aéreas, además de por su conocido efecto 
broncodilatador, al inhibir la polarización de la CD hacia un perfil promotor de 
respuesta inflamatoria de tipo Th2 inducida por la ACh. En conjunto, nuestros 
resultados sugieren que la CD modulada por la ACh en los tejidos periféricos, 
cumple un rol clave en el desarrollo de la respuesta inflamatoria alérgica. 
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ABSTRACT

Several works shows a reciprocal regulation between the neural and 
immune systems.

Acetylcholine (ACh) is the most important parasympathetic neurotrans-
mitter and increasing evidence indicates that it is able to modulate the immune 
response. The dendritic cells (DC) are professional antigen presenting 
cells that activate naïve T lymphocytes. We have previously shown that DC 
expresses muscarinic receptors, and the enzymes responsible for their syn-
thesis and degradation. Here, we analyzed whether ACh could modulate the 
functional profile of DC. Treatment of DC with ACh stimulated the expression 
of the Th2-promoter OX40L, and the production of the Th2-chemokines MDC 
(macrophage-derived chemokine/CCL22) and TARC (thymus and activation-
regulated chemokine/CCL17), together with the synthesis of Th2 cytokines by 
T cells, in the course of the mixed-lymphocyte reaction (MLR). Moreover, we 
found that the stimulation of OX40L, HLA-DR and CD83 expression on DC 
induced by the Th2-promoter cytokine TSLP (Thymic stromal lymphopoietin), 
as well as the production of inflammatory cytokines by Th2 cells, when DC 
were treated with TSLP plus ACh, instead of TSLP or ACh alone. We deter-
mined in a allergic murine model that transfer of DC treated with ACh induced 
airway epithelial dammage. Our observations suggest that ACh polarizes DC 
toward a Th2-promoting profile.
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SELECCIÓN IN SILICO Y EVALUACIÓN IN VITRO DE EPITOPES 
INMUNODOMINANTES DURANTE EL SINDROME PULMONAR 

POR HANTAVIRUS. UN ENFOQUE BIOINFORMÁTICO-
EXPERIMENTAL.

SCHIERLOH, LUIS PABLO; GARCÍA, MARINA; MARTÍNEZ, 
VALERIA PAULA.

Instituto de Medicina Experimental IMEX-CONICET, Academia Nacional de 
Medicina de Buenos Aires.

En 1993 se reportó en USA el aislamiento de un nuevo tipo de hantavirus 
causante de un síndrome respiratorio agudo de alta mortalidad [1]. Este tipo 
de hantavirus difiere de las variantes euroasiáticas en 3 aspectos cruciales: 
Diferente hospedero, diferente tejido blanco y por lo tanto, diferente fisiopato-
logía asociada [2]. Actualmente no existen ni terapias específicas ni vacunas, 
de modo que los pacientes con sindrome pulmonar por Hantavirus (SPH) 
sólo reciben terapia de sostén hasta superar los agudos síntomas cardio-
rrespiratorios producidos tras la colonización de las células endoteliales de 
los capilares del pulmón. Desde su primea identificación a nivel local, el virus 
Andes (ANDV) ha sido el principal agente etiológico del SPH en Argentina [3]. 
Nuestro país detenta la mayor incidencia mundial de SPH con una tasa de 
letalidad estimada en 25.8% [4]. 

El genoma de los Hantavirus está constituido por tres segmentos de RNA 
de cadena simple. El segmento S (del inglés Small: “pequeño”) codifica para 
la proteína NP (Nucleo Protein). El segmento M (Medium) codifica para tres 
proteínas: G1 (o Gn), G2 (o Gc) y NEm (Non-Estructural molecule: “molécula 
no estructural”). El segmento L (Large: “grande”) codifica la RNA polimerasa 
RNA dependiente (RdRpol). 

Si bien el diagnóstico del SPH está apoyado en la detección de anticuer-
pos contra la proteína NP [5], muy poco se sabe sobre el valor pronóstico 
de anticuerpos dirigidos contra otros epítopes de ésta o de otras proteínas 
estructurales del virus. En esta línea, también es muy poco lo que se conoce 
sobre el valor pronóstico del perfil y la especificidad de la respuesta T contra 
esta infección.

En el presente trabajo, sometimos el parte del proteoma del ANDV a un 
análisis inmunoinformático a fin de identificar posibles epitopes T y B con 
potencial relevancia médica. En el caso de los épitopes lineares B, las predic-
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ciones bioinformáticas pudieron ser contrastadas experimentalmente verifi-
cando la utilidad de los enfoques híbridos “in silico-in vitro”. 

ANÁLISIS ESTRUTURAL DE ANTÍGENOS DE ANDV

Hasta el presente, ninguna de las estructuras tridimensionales de las 
proteínas del género Hantavirus ha sido resuelta. Esto implicó la necesidad 
de basar nuestras predicciones en modelos construidos en por homología de 
secuencias y/o por analogía funcional. Debido a que el potencial inmunogé-
nico de un dado antígeno está relacionado con su biodisponibilidad, restringi-
mos el análisis a las proteinas N, Gn y Gc, dado que la abundancia de estas 
es varios órdenes mayor que la de RdRpol y NEm. 

A fin de caracterizar la antigenicidad de NP realizamos un análisis pre-
decir la estructura 2º lo que reveló una elevada proporción de alfa-hélices a 
lo largo de toda la secuencia, una característica presente en nucleoproteínas 
de otros ssRNA virus. Una cuestión fundamental que se desprende de este 
análisis radica en la posibilidad de que la proteína NP se organice en estruc-
turas cuaternarias super-helicoidales en asociación con el RNA que podrían 
constituir la base estructural de su elevadísima inmunogenicidad. 

A partir del análisis topológico y de las modificaciones postraduccionales 
del precursor de las glicotpeinas del virus ANDV pudimos restringir las por-
ciones de las glicoproeinas Gn y Gc que estarían expuestas en el virión (ecto-
dominios). Seguidamente realizamos el modelado tridimensional de estos 
ectodominios. Los modelos de mayor puntuación fueron sometidos a un refi-
namiento empleando simulaciones de dinámica molecular y constituyeron 
la base para la realización de predicciones de epitpes B conformacionales.

EPÍTOPES T

Debido a que las glicoproteínas Gn y Gc juegan un rol clave en la infec-
ción ya que median la entrada del virus a la célula blanco (la endotelial micro-
vascular), elegimos iniciar la búsqueda de epitopes lineales T presentes en 
ellas. Los algoritmos empleados como herramientas de búsqueda se basan 
en determinar la potencialidad de unir con alta afinidad y de manera esta-
ble a las moléculas de HLA más frecuentes en nuestra población. Dado que 
las proteínas Gn y Gc se originan a partir de la proteólisis de un precursor 
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empleamos su secuencia completa (1138 residuos aminoacídicos) para efec-
tuar las predicciones.

Para realizar las predicciones de epitopes que unen moléculas HLA de 
clase I tipo A y B empleamos 13 alelos representativos de 11 supertipos HLA-
I disponibles en el programa NetMHCstab (HLA-A n=6; HLA-B n=7) [20-22]. 
En un tamizaje inicial, para cada supertipo HLA-I se pre-seleccionaron los 
péptidos de 9 aa (9-mers) mejor ranqueados (HLA-A n=120; HLA-B n=192) 
basados en el criterio combinado de estabilidad-afinidad. A partir de los 
scores obtenidos determinamos un cut-off específico para cada supertipo, 
reduciendo el nº total de 9-mers candidatos a 33. Luego, en función de la 
abundancia relativa de cada supertipo HLA-I en la población de local se 
estratificaron los péptidos según su probabilidad de ocurrencia en Argentina 
(datos no presentados). Como no existen datos locales para todos los alelos, 
la información faltante se completó con estudios chilenos y brasileños que 
tiene una composición “étnica” similar a la nuestra. Por último, se estudió la 
variabilidad genética de los péptidos seleccionados a partir de todos hantavi-
rus patogénicos los aislados en Latinoamérica verificando alta conservación 
evolutiva para la mayoria de los epitopes con alto score.

 	 Además de los linfocitos T CD4 y T CD8, en la inmunidad celular 
antiviral intervienen otros tipos de linfocitos denominados “innatos” ya que 
carecen de receptor antígeno específico. Dentro de este grupo se encuen-
tran las células NK, que reconocen a las células infectadas durante las fases 
pre-adaptativas de la respuesta inmune. El mecanismo de reconocimiento de 
las células NK consiste en un balance de señales activadoras e inhibitorias 
provenientes de ligandos expresados en la superficie de la célula infectada. 
Algunos de estos ligandos son moléculas de MHC-I pertenecientes a los iso-
tipos HLA-E y HLA-C. En esta línea, buscamos péptidos presentes en las 
proteínas G1 (Gn) y G2 (Gc) de ANDV que puedan unirse a los diferentes 
alelos de HLA-C y HLA-E a fin de analizar sus implicancias en la interacción 
célula NK-célula infectada.

Para realizar las predicciones empleamos 10 alelos de HLA-I no A/no 
B disponibles en el programa NetMHC 3.4 (HLA-C n=9; HLA-E n=1). En 
un tamizaje inicial, para cada alelo se pre-seleccionaron péptidos de 9 aa 
(9-mers) (HLA-C n=56; HLA-E n=3) en base al criterio de afinidad [26]. Lue-
go, en función de la abundancia relativa de cada alelo HLA-I en la población 
de local se estratificaron los péptidos según su probabilidad de ocurrencia 
(datos no mostrados). Por último, se estudió la variabilidad genética de los 
péptidos seleccionados entre todas las secuencias disponibles de GPP pre-
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sentes en los aislados en latinoamericanos de hantavirus patogénicos veri-
ficando alta conservación evolutiva para la mayoría de los epitopes con alto 
score (40 conservados entre 56 totales).

EPÍTOPES B

Los linfocitos B son cruciales en la inmunidad antiviral ya que mediante 
la secreción de anticuerpos específicos pueden no solo neutralizar las infec-
ciones presentes sino prevenir futuras reinfecciones mediante un fenómeno 
conocido como memoria serológica, base de la mayoría de las vacunas exi-
tosas que se comercializan en la actualidad. En este sentido, la predicción 
de los “hot spots” (puntos calientes) inmunogénicos dentro de la estructura 
primaria de las GPP de ANDV constituye el primer paso en el camino al dise-
ño racional de reactivos biológicos con aplicaciones terapéuticas y/o diag-
nósticas. 

Para realizar las predicciones empleamos 7 algoritmos basados en dife-
rentes propiedades fisicoquímicas que se asocian con la inmunogenicidad 
relativa de una dada secuencia aminoacídica (propensity scores). En un tami-
zaje inicial, se hallaron varios hot spots a lo largo de la secuencia primaria 
de GPP de ANDV-aislamiento sur (Figura 6A). Seguidamente, mediante un 
análisis de “seq logo” (logo de secuencias) se estudió la variabilidad genética 
de los péptidos seleccionados a partir de todas las secuencias disponibles de 
GPP presentes en los hantavirus patogénicos aislados en Latinoamérica, lo 
que nos permitió seleccionar 5 péptidos candidatos altamente conservados.

El siguiente paso fue la predicción de epitopes conformacionales a partir 
de los modelos tridimensionales de los ectodomios de Gn y Gc. Para reali-
zar estas predicciones empleamos 2 algoritmos independientes basados en 
propensity scores. Resulta interesante notar que algunos de estos epitopes 
conformacionales se superponen parcial o totalmente con epitopes lineales 
predichos por algoritmos diferentes y con datos bibliográficos. 

Empleando la información genética disponible sobre los aislados locales 
de hantavirus del nuevo mundo, produjimos un “heat-map” de las variaciones 
amino-acídicas sobre la estructura 3D a fin de evidenciar la distribución espa-
cial de los residuos variables. Finalmente, a fin de establecer una relación 
entre antigenicidad y variabilidad genética de los Hantavirus sudamericanos 
combinamos este mapa de variabilidad genética con la distribución espacial 
de los epítopes predichos computacionalmente. Este análisis nos permitió 
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demostrar que los epítopes conformacionales se encuentran estadísticamen-
te conservados (p<0.005) pero a la vez observamos casos donde respues-
ta inmune humoral podría ejercer una presión selectiva sobre las variantes 
genéticas de los hantavirus circulantes (datos no mostrados). 

VERIFICACIÓN EXPERIMENTAL

El último objetivo del estudio consistió en verificar experimentalmente 
los resultados más notables del análisis computacional. Para esto, se 
sintetizaron 3 de los 5 peptidos descriptos en figura 6B, seleccionados en base 
al cumplimineto de 3 criterios independientes: i) Predicción computacional 
lineal, ii) predicción computacional conformacional y iii) datos bibliográficos.

Los péptidos sintéticos purificados fueron conjugados a proteínas carriers 
(Figura 9) y empleados para inmunizar conejos. Se observó una respuesta 
humoral específica del péptido en los animales después de la inmunización 
de única dosis, lo que sugiere una inmunogenicidad elevada comparada con 
otros péptidos que requiren varias immunizaciones secuenciales. Por último, 
los peptidos unidos a proteínas carriers fueron usados como Ag en ensayos 
de detección de anticuerpos circulantes en sueros de 24 pacientes SPH 
(Figura 10B). El 50% de los sueros de los pacientes dieron reacción positiva 
contra al menos un péptido demostrando que los 3 epitopes selecionados 
son inmunogénicos in vivo. Tomados en conjunto estos resultados están a 
favor de la aplicación de enfoques immunoinformaticos en SPH. 

ABSTRACT

Although the diagnosis of Hantavirus pulmonary syndrome (HPS) is 
based on the detection of anti-nucleoprotein (NP) antibodies (Ab) in sera of 
suspected patients, very few immunodominant epitopes have been described 
to date while its prognostic value is completely unknown. In the present study 
we applied a number of bioinformatics tools to predict, from the available 
amino acid sequences of the structural proteins of the Andes virus (ANDV), 
the set of most likely T and B cell epitopes: the Immunome. In the final phase 
of this work, we empirically validate certain of our predictions by employing 
natural infections and experimental immunizations.
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INTRODUCCIÓN

Los linfomas no-Hodgkin (LNH) constituyen un grupo heterogéneo de 
neoplasias del sistema linfoide con un amplio espectro de variación desde el 
punto de vista clínico, morfológico, inmunofenotípico, citogenético y molecu-
lar. Entre los LNH a células B encontramos al linfoma de células del manto 
(LCM), que corresponde a alrededor del 6 % de total de los LNH, siendo una 
neoplasia agresiva con una sobrevida media de 5-7 años, con características 
clínicas y patológicas específicas (Sander, 2011). La edad media al momento 
del diagnóstico es de alrededor de 68 años, con mayor prevalencia en el 
sexo masculino (3:1), así como en caucásicos en comparación con las demás 
etnias (Zhou et al, 2008; Swerdlow et al, 2008). A nivel genético, el 95% de 
los casos se caracterizan por presentar la t(11;14)(q13;q32) que determina la 
yuxtaposición del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH@) 
situado a nivel de 14q32, con el gen ciclina D1 (CCND1), ubicado en 11q13, 
con un rol importante en la regulación del ciclo celular durante la transición de 
G1 a S, determinando la sobreexpresión de este último.

El comportamiento agresivo del LCM estaría relacionado a mecanismos 
moleculares que determinarían la desregulación de diferentes genes. Entre 
ellos, encontramos SOX4, SOX11 y SOX12 (SRY [sex determining region Y]-
box 4, 11 y 12), pertenecientes a la familia de genes SOXC. Los mismos 
integran un grupo de 20 factores de transcripción de la superfamilia HMG 
(high movility group). Dichos genes comparten un alto grado de homología 
en los dominios HMG, con función de unión al ADN, y C-terminal de tran-
sactivación, permitiendo la interacción selectiva con proteínas específicas 
para promotores de SOX y factores de transcripción (Kuhlbrodt et al, 1998; 
Wilson and Koopman, 2002). SOX11, ubicado a nivel de 2p25.2, tiene un rol 
importante en el desarrollo del sistema nervioso central (Bergsland  et al, 
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2006; Haslinger et al, 2009) y participa en el control de la proliferación celular 
(Gustavsson et al, 2010), en tanto que SOX12 (20p13) se encuentra invo-
lucrado en la diferenciación y mantenimiento de numerosos tipos celulares 
durante la embriogénesis (Dy et al, 2008, Hoser et al, 2008). Ambos genes no 
se expresan en las células linfoides normales, pero sus proteínas muestran 
expresión aberrante en LCM (Ek et al, 2008; Dictor et al, 2009), sugiriendo 
que podrían tener un rol en la patogénesis de esta entidad. SOX11 presenta 
también expresión aberrante en algunos subtipos de leucemia linfoblástica 
aguda T, en aproximadamente el 50% de los linfomas de Burkitt (Dictor et al, 
2009), y en leucemia de células vellosas con sobre-expresión de ciclina D1 
(Chen et al, 2010). En cambio, SOX4 (6p22.3), el único miembro de la familia 
con función definida en la hematopoyesis, posee una actividad relevante en 
el desarrollo de las células B (Sun et al, 2013), actuando como un factor de 
transcripción crucial en la linfomagénesis murina (Smith et al, 2004).

Diferentes estudios permitieron evidenciar una mejor evolución en los 
casos SOX11 negativos (Fernández et al, 2010), caracterizados clínicamen-
te por presentación no-nodal, perfil de genes IGHV (immunoglobulin heavy 
variable región) mutado y ausencia de alteraciones genómicas complejas, 
asociado a una mayor sobrevida, respecto de aquellos que presentaban 
expresión de dicho gen (Fernández et al, 2010; Navarro et al, 2012; Caballe-
ro et al, 2013). Estos datos sugieren a SOX11 como un nuevo marcador de 
valor pronóstico en LCM, que permitiría identificar a aquellos pacientes con 
enfermedad indolente que se beneficiarían con tratamientos menos agre-
sivos o incluso sin requerimiento terapéutico, pudiendo incluso ser un mar-
cador de enfermedad mínima residual (Simonsen et al, 2014), no habiendo 
información para SOX12 y SOX4. En este contexto, el objetivo del presente 
trabajo fue cuantificar los niveles de transcripto de los genes SOX4, SOX11 
y SOX12 mediante PCR en tiempo real (qRT-PCR) en tumores primarios de 
LCM, tendiente a definir su expresión y caracterizar la interacción entre los 
mismos en esta entidad, así como evaluar su asociación con los factores 
pronóstico.

MATERIALES Y MÉTODOS

Población estudiada: Se analizaron 45 pacientes con LCM (15 varones; 
edad media: 56,7 años, rango 34-71 años) y 12 controles normales. El pre-
sente estudio fue aprobado por el Comité de Ética Institucional. Las muestras 
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fueron obtenidas con la conformidad y el consentimiento informado de todos 
los individuos. 

Evaluación por Inmunohistoquímica: Los cortes histológicos despa-
rafinados, fueron incubados con los anticuerpos monoclonales CD5, CD23, 
Ciclina D1 (Cell Marque) y CD20 (DAKO). El revelado se realizó con el siste-
ma LSAB+ (Dako) empleando el cromógeno diaminobencidina, y se contra-
coloreó con hematoxilina. El índice de proliferación se evaluó mediante la uti-
lización del anticuerpo Ki67 (DAKO), analizándose la proporción de núcleos 
positivos sobre el total de la población celular. 

Extracción de ARN y obtención del ADNc de muestras frescas: Se 
utilizó trizol-cloroformo seguido de purificación con isopropanol. La síntesis 
de ADNc total se efectuó por RT-PCR usando random-primers. El ADNc 
obtenido se almacena a -20ºC hasta su uso.

Extracción de ARN a partir de muestras incluidas en parafina: Se 
utilizaron cortes de 5-7 µm de tejido incluido en parafina obtenido de biop-
sias de ganglio linfático. Se empleó el Kit RecoverAllTM (Ambion) acorde a 
las indicaciones del fabricante. Brevemente, se desparafinaron las muestras 
en 1ml de xileno al 100% durante 3 minutos a 50ºC, seguido de dos lavados 
en etanol al 100% a temperatura ambiente. Se dejó secar el pellet por 15-45 
minutos, efectuando luego la digestión mediante la adición de 100-200µl de 
buffer de digestión con 4µl de proteasa. Se incubaron las muestras a 50ºC 
overnight, seguido de una segunda incubación por 15 minutos a 80ºC. Luego 
de la incubación, se adicionó una mezcla de aditivo de separación y etanol, 
no superando los 790µl, se homogenizó, se pasó por un filtro tipo Cartridge, 
y se adicionaron las Soluciones de Lavado provistas por el Kit. Se digirió con 
nucleasas, se purificó con DNasas y se incubó por 30 minutos a temperatura 
ambiente. Se efectuó un nuevo lavado y se adicionaron 60µl de la Solución 
de elución a temperatura ambiente. El material obtenido se guarda a -20ºC 
hasta su uso.

Real-time PCR (qRT-PCR): Se evaluó la expresión de los genes SOX4, 
SOX11 y SOX12 empleando ktis comerciales (Life Technologies™). Se utilizó 
el gen de expresión constitutiva GUSβ (β-Glucoronidase) para normalizar la 
expresión de los genes en estudio. El ensayo de qRT-PCR se efectuó con 
metodología TaqMan (Applied Biosystems). Se cuantificó el número total de 
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copias de mRNA presentes mediante el software Lightcycler (Roche). Como 
control negativo de la reacción, se utilizó agua en lugar de ADNc. Como con-
trol positivo de la reacción se emplearon muestras de líneas celulares de 
progenitores neuronales gentilmente provistas por el Laboratorio de Biología 
del Desarrollo Celular, Fleni, Escobar.

Evaluación estadística: Los resultados obtenidos fueron analizados 
estadísticamente empleando el test de Mann–Whitney para la compara-
ción entre los diferentes subgrupos. Para el análisis de las características 
clínicas de los pacientes se utilizó el test `t´ de Student (para las variables 
cuantitativas) y la prueba de χ2 o el test exacto de Fisher (para las variables 
categóricas). Los puntos corte para el análisis de cada gen se establecieron 
mediante la utilización de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). 
Para todas las evaluaciones se consideró un p<0,05 como estadísticamente 
significativo.

RESULTADOS

En primera instancia, y a fin de la puesta a punto de la técnica, se evaluó 
la expresión del gen SOX11 en pacientes con LCM (n=15), leucemia linfocítica 
crónica (n= 30) y controles (n=12), observándose niveles de expresión signifi-
cativamente mayores en ambas patologías respecto de controles (p<0,0001), 
así como en LCM (1,53±0,69) respecto LLC (0,077±0.032) (p=0,04). En esta 
última entidad, se detectó mayor expresión en los pacientes con IGHV no 
mutado (0,14±0,22), asociada a mal pronóstico, respecto de aquellos con 
IGHV mutado (0,039±0,003) (p<0.04), relacionada a buena evolución clínica 
(Figura 1).

Posteriormente se continuó trabajando en forma específica con LCM. 
Se completó el análisis de la expresión de los genes SOXC en 45 pacien-
tes, observándose sobreexpresión de SOX11 y SOX12 en el 60 y 71,1% de 
los casos, en tanto que SOX4 presentaba baja expresión en el 45% de los 
mismos. La comparación con los controles mostró niveles de transcripto sig-
nificativamente mayores en los pacientes respecto de los controles en los 
tres genes (p<0,0001) (Figura 2). Simultáneamente, pudimos observar mayor 
expresión de SOX11 (2.1±0.24) y SOX12 (3.1±0.16) respecto de SOX4 (1.2 
±0.21) (p=0,006 y p<0.0001), respectivamente).
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Figura 1: Expresión de SOX11 en pacientes con leucemia linfocítica crónica (LLC) con 
IGHV mutada (M) y no mutada (NM), linfoma de células del manto (LCM) y controles 
normales (CN). Diferencias significativas entre: LLC-M vs. LLC-NM (p<0,04); LCM vs. 
CN: p<0,0001). 

Figure 2: Expresión de SOX4, SOX11 y SOX12 en pacientes con linfomas de células 
del manto (LCM) y controles normales (CN).

Un análisis más exhaustivo de los niveles de expresión mostró corre-
lación directa entre SOX11 y SOX12 (p<0,0001) e inversa entre los nive-
les de transcripto entre SOX11 y SOX4 (p<0,0001) y entre SOX12 y SOX4 
(p=0,0024) (Figuras 3). Asimismo, se encontró una amplia heterogeneidad en 
los niveles de expresión de SOX12 (Figura 4).



392	 Anales 2013-2015

Figure 3: Correlación entre los genes SOXC.

Figure 4: Expresión de los genes SOX4, SOX11 y SOX12 en 45 pacientes con linfoma 
de células del manto.

La evaluación en función de los factores pronóstico no mostró asociación 
con los niveles de expresión génica. Por el contrario, la correlación de los 
niveles de expresión con el índice de proliferación celular medido por Ki67, 
permitió observar que los niveles de transcripto de SOX11 eran significativa-
mente mayores en los pacientes con alta proporción de células positivas para 
Ki67 (45%) respecto de aquellos casos con bajos niveles de expresión (25%) 
(p=0,0212). Contrariamente, no se observó expresión del gen SOX4 en los 
pacientes con Ki67 aumentado (44%) en tanto que aquellos con baja prolife-
ración (16%) mostraron niveles elevados de este transcripto (p=0,0381). No 
se observó asociación con la expresión de SOX12.
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DISCUSIÓN

Al presente ha sido bien establecido que los miembros de la familia 
SOXC constituyen importantes reguladores transcripcionales cuya activi-
dad sustenta el desarrollo y diferenciación de múltiples sistemas y órganos. 
Reportes de la literatura han mostrado sobreexpresión de SOX11 en diferen-
tes tumores sólidos y neoplasias hematológicas, particularmente en LCM, 
patología en la que parece ser un nuevo factor pronóstico (Fernández et al, 
2010; Navarro et al, 2012). Asimismo, Gustavsson et al (2010) describieron a 
este gen como un activo regulador del crecimiento celular, con función de gen 
supresor de tumor en neoplasias hematológicas. Simultáneamente, es muy 
poco lo que se sabe respecto del rol de SOX4 y SOX12 en LCM así como de 
la interacción entre los genes SOXC. 

Nuestro estudio permitió observar aumento de la expresión de los tres 
genes en LCM con diferencias significativas respecto de controles. La com-
paración entre ellos mostró mayores niveles de expresión de SOX11 y SOX12 
respecto de SOX4, observándose correlación positiva entre los dos primeros 
y negativa con SOX4. Notablemente, aquellos pacientes con altos niveles de 
expresión de SOX11 mostraron baja o nula expresión de SOX4 y viceversa, 
indicando diferencias en los perfiles de expresión que reflejarían distintos 
mecanismos de regulación génica. Estos hallazgos muestran algunas diferen-
cias con los datos de Wasik et al (2013), único en la literatura en el que se 
analizan los niveles de expresión de los genes SOXC en pacientes con LCM. 
Estos autores encuentran mayores niveles de expresión de SOX11 respecto de 
SOX12 y SOX4, con correlación positiva entre los diferentes genes, sugiriendo 
que la expresión de los miembros del cluster SOXC podría estar co-regulada 
en esta patología. Esta discordancia podría deberse a diferentes factores, entre 
ellos la heterogeneidad de la patología, el bajo número de casos evaluado en 
el estudio publicado (29) y la presencia en este último de un 24% de pacientes 
con morfología blastoide, siendo necesario el análisis de un mayor número de 
casos para clarificar este comportamiento diferencial.

En cuanto a Ki67, nuestros datos muestran aumento significativo del 
índice de proliferación en los casos con sobreexpresión de SOX11 y baja 
expresión de SOX4, sustentando el comportamiento diferencial de estos 
genes en LCM. Simultáneamente, no se encontró asociación con los nive-
les de expresión de SOX12. La literatura muestra resultados similares para 
SOX11 (Fernández et al, 2010; Lu et al, 2013), sustentando la posible rela-
ción de este gen con progresión de la enfermedad. Por el contrario, nues-
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tros hallazgos constituyen los primeros resultados para SOX12 y SOX4, 
sugiriendo a este último gen como un posible marcador de pronóstico favo-
rable en LCM. 

Concluyendo, nuestros resultados muestran por primera vez un com-
portamiento diferencial entre los genes SOX4, SOX11 y SOX12 en LCM, así 
como una distinta relación con el índice de proliferación celular, contribu-
yendo a una mejor caracterización biológica de esta patología así como una 
mayor comprensión de la participación del cluster SOXC en la iniciación y 
progresión de estos linfomas.
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INTRODUCCIÓN

El virus encefalitis Saint Louis (SLEV) pertenece al género Flavivirus, 
familia Flaviviridae (ICTV 2005). SLEV, circula sólo desde el sur de Cana-
dá hasta Argentina. Es un virus neutrotrópico que puede provocar en seres 
humanos diferentes manifestaciones clínicas como encefalitis, meningitis y 
cefalea febril (Gubler et al 2007)

Estudios genéticos identificaron la presencia de diversos genotipos del 
SLEV con distribución geográfica heterogénea. Así, en base a la secuencia-
ción completa del gen de la envoltura, las cepas del SLEV se clasificaron en 
ocho linajes o genotipos (I-VIII). (Kramer et al, 2001, Rodriguez et al, 2010). 

El SLEV es mantenido en la naturaleza por la transmisión entre diferen-
tes especies de mosquitos Culex spp. y aves paseriformes y columbiformes. 
Cuando se reúnen todas las condiciones que favorecen la transmisión viral 
(amplificación rápida, acumulativa y con progresivo incremento en el número 
de infectados, vectores infectivos y hospedadores), humanos y otros mamí-
feros pueden infectarse accidentalmente (hospedador terminal). Éstos son 
excluidos del ciclo básico de transmisión a causa de que los títulos de viremia 
son insuficientes para infectar mosquitos vectores (Gubler et al 2007).

El SLEV es endémico en Argentina y su distribución geográfica es muy 
amplia (Sabattini et al., 1998). Desde el año 2002 el SLEV experimenta una 
re-emergencia como agente etiológico de encefalitis humana en el cono sur 
de Sudamérica, con la ocurrencia (en el año 2005) en la provincia de Córdoba 
del primer brote por SLEV notificado en Sudamérica (Spinsanti et al., 2008). 
En los siguientes años, se notificaron brotes de distinta magnitud y casos ais-
lados en otras provincias. Las causas de esta emergencia en la zona central 
de Argentina podrían estar asociadas con la introducción y circulación de 
una nueva cepa con mayor potencial virémico y patogénico (Diaz et al., 2011; 
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2012; Rivarola et al., 2014) como así también a los aumentos en las poblacio-
nes de la paloma torcaza, hospedadora del SLEV.

En Argentina han sido aisladas cepas de SLEV a partir de humanos, 
roedores y mosquitos, en períodos separados en tiempo. Entre 1978 y 1983, 
seis cepas de SLEV fueron aisladas de mosquitos colectados en la provincia 
de Santa Fe, entre ellas la cepa 78V-6507 (Sabattini et al., 1998). Durante 
el brote de encefalitis por SLEV, se aisló la cepa CbaAr-4005 de mosquitos 
Culex quinquefasciatus (Díaz et al., 2006).

Está demostrado que los Flavivirus neurotrópicos, como SLEV, replican 
en macrófagos y células dendríticas, tanto en el tejido local como en nódulos 
linfáticos satélites, para luego llegar a torrente sanguíneo y ser transportados 
a sistema nervioso central (SNC). Es así que el nivel de viremia inicial es 
regulado por la depuración del virus que realizan los macrófagos. Estas célu-
las tienen un rol muy importante en la patogénesis de las infecciones virales 
(Paludan 2002), ya que son permisivas para la replicación viral y por lo tanto, 
sirven como reservorio del virus. Por otro lado, manifiestan una actividad 
antiviral al modular la respuesta inflamatoria a través de la producción de cito-
cinas. Los macrófagos expresan diferentes fenotipos según el microambiente 
tisular y el estímulo externo (Ziegler-Heitbrock et al. 1993). Así se recono-
cen los macrófagos activados clásicamente (M1) que liberan citoquinas pro-
inflamatorias al ser estimulados con interferón (IFN)-γ y los macrófagos acti-
vados alternativamente (M2) que producen IL-10 y factor transformante del 
crecimiento (TGF-β) al ser estimulados con IL-4 o IL-13 (Grage-Griebenow 
et al.2001). Estos subgrupos poseen también diferente expresión de marca-
dores de superficie, como CD14, CD16 y moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH), entre otras (Skrzeczynska-Moncznik et al.2008).

 Los macrófagos reconocen a los virus a través de receptores de recono-
cimiento de patrones (RRP), dentro de los que se encuentran los receptores 
Toll-like (TLR) (Taylor, et al 2005). La interacción de estos receptores con 
antígenos virales desencadena la producción de moléculas antivirales, como 
los interferones (IFN)-α y- β y la producción de citoquinas pro-inflamatorias 
interleuquinas (IL)1, 6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-α (Finberg et al 
2006). Particularmente en Flavivirus, hay identificados TLR involucrados en 
la fisiopatogénesis de la infección. 

Durante la activación de la respuesta inmune frente a antígenos extra-
ños, la apoptosis es requerida para eliminar las células efectoras, una vez 
que han ejecutado su función y así evitar el desarrollo de procesos deletéreos 
para el huésped. Estudios realizados con SLEV y otros Flavivirus documen-
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tan el incremento de apoptosis de macrófagos durante la progresión de la 
infección y también su relación con la severidad de la patología (Parket et al 
2001).

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la interacción SLEV-
macrófago para esclarecer el rol del fenotipo celular y su relación con la 
depuración viral. Además, analizar la naturaleza y el tenor de los inmunomo-
duladores liberados durante esta interacción y el papel de la muerte celular 
programada de los macrófagos en esta infección viral.

MATERIALES Y MÉTODOS

Virus: Se trabajó con las cepas 78V-6507 y CbaAr-4005 almacenadas 
en el laboratorio de Arbovirus del Instituto de Virología “Dr. J. M. Vanella”. 

Células: Se utilizo la línea celular mieloide U937 derivada de un linfoma 
histiocítico humano. Las células U937 infectadas (con índice de multiplicidad 
MOI=1 de cada una de las cepas) y los controles (cél.sin infectar) se cultiva-
ron en placas de seis pocillos a una densidad de 2x105cel/mL en RPMI 1640 
suplementado con SFB al 5%. Se incubaron en estufa con atmósfera húmeda 
al 5% CO2 y 37ºC durante 5 días (120 hs). A su vez, en cada pocillo se agre-
garon portaobjetos redondos a fin de que las células se adhieran sobre ellos 
y puedan ser utilizados para ensayos posteriores.

La detección de infección (a distintos días post-infección) se realizó por 
Inmunofluorescencia Indirecta y real time PCR. 

Expresión de antígenos de superficie y receptores : En células infec-
tadas con cada una de las cepas , y a distintos días post-infección, se deter-
minó la expresión de TLR-3 y CD14, por citometría de flujo. 

Detección de citocinas: En el sobrenadante de los cultivos de macrófa-
gos infectados y a distintos días post-infección, se cuantificaron las concen-
traciones de TNF-α, IL-6, IL-10, por técnica de ELISA. 

Apoptosis: Las células apoptóticas fueron detectadas por la coloración 
de Anexina V-Ficoeritrina y las células necróticas por coloración con 7-ami-
no-actinomicina (7-AAD) en un citómetro de flujo. Para la marcación de cas-
pasa 3 activada se utilizó el equipo comercial PE Active Caspase-3 Apoptosis 
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Kit de BD PharmingenTM para citometría de flujo. Se determinó el cambio de 
potencial de membrana mitocondrial por citometría de flujo mediante la utili-
zación del colorante TMRE (tetrametilrodamina, éster etílico). 

RESULTADOS

Infección y replicación de SLEV en células U937
Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la infección y repli-

cación en células U937 de dos cepas del SLEV. En la infección con cepa 
CbaAr4005, el alto % de células infectadas en los últimos días pi coincide con 
la alta replicación viral dada por el gran número de copias halladas. Desde 
el día 4 pi, se evidenció diferencia significativa entre la infección por Cba-
Ar-4005 respecto a 78V6507, en el número de copias de cDNA viral (día 
4pi 827000±18000 vs. 260000±12583 p=0,001 y día 5pi (1525000±25000 
vs 224500±6500 p=0,0004, respectivamente) La cepa 78V6507, en cambio, 
replica sólo en los 3 primeros días pi y en menor grado (aprox 10 veces menos 
que CbaAr4005), lo que explicaría el menor porcentaje de células infectadas 
encontrado. (Figura1). 

Figura 1 Porcentaje de células U937 infectadas con SLEV cepa 78V-6507 y Cba-
Ar-4005, a distintos días pi determinado por Inmunofluorescencia.

Detección de Apoptosis
En los días 4 y 5 pi, se observó en la infección por CbaAr-4005 una dis-

minución significativa en el porcentaje de células viables respecto a los con-



400	 Anales 2013-2015

troles negativos (48% vs 88%, p=0.01 y 38% vs 82%, p=0.009, respectiva-
mente) y una disminución no significativa respecto a las infectadas con cepa 
78V6507 (48% vs 76%, p>0,05 y 38% vs 71%, p>0,05, respectivamente). En 
los mismos días pi, se evidenció en la infección por CbaAr-4005 un aumento 
significativo en el porcentaje de células en apoptosis tardía respecto a los 
controles negativos (36% vs 4%, p=0.004 y 39% vs 9%, p=0.02 respectiva-
mente) y un aumento no significativo respecto a las infectadas con 78V-6507 
(36% vs 13%, p>0,05 y 39% vs 19%, p>0,05). 

 Desde el día 4 pi, se evidenció en la infección por CbaAr-4005 un 
aumento significativo en el porcentaje de células (+) para caspasa 3 activada 
respecto a los controles negativos y un aumento no significativo respecto a 
las infectadas con 78V-6507 (Tabla 1). 

Tabla 1. Porcentajes de las células positivas para caspasa-3 activa en células controles 
(-) y cultivos infectados con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a distintos días pi. 

Resultados expresados en porcentaje como Χ
_

± DS.
* Porcentajes de células (+) para caspasa-3 activa significativamente mayores para la cepa 
CbaAr-4005 (p<0,05) respecto al control (-).

Se evaluó la capacidad del virus para inducir la activación de la vía mito-
condrial o íntrinseca de la apoptosis. En los días 4 y 5 pi con CbaAr-4005 y 
78V-6507 se evidenció una disminución significativa (p<0,05) del porcentaje 
de células TMRE (+) (células con potencial de membrana conservado) res-
pecto a los controles (-) y un aumento significativo del porcentaje de células 
TMRE (-) (células con disminución del potencial de membrana mitocondrial). 
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Expresión de CD14 y TLR-3 en la infección de U937 con SLEV.
En los días 4 y 5 pi se comprobó un aumento en el porcentaje de células 

CD14+. Este aumento fue significativamente mayor en la infección con la 
cepa CbaAr-4005 respecto a la cepa 78V-6507 y control (-). (Tabla 2)

Tabla 2. Expresión de CD14 en la membrana de las células U937 sin infectar e infec-
tadas con SLEV 78V6507 y CbaAr4005 a distintos días pi.

Resultados expresados como Χ
_
 ± DS.. 

* Indica porcentajes de células CD14 (+) significativamente mayores para la cepa CbaAr-4005 
(p<0,05) respecto a cepa 78V-6507 y al control (-).

La expresión de TLR-3 se observó en el primer día pi, donde un bajo por-
centaje de células U937 expresaron el TLR-3 (7±1,5% CbaAr-4005, 6±0,5% 
78V-6507 vs 0% control). En los días pi posteriores, los niveles de expresión 
disminuyeron siendo similares al control.

Producción de inmunomoduladores en la infección de U937 con 
SLEV.

La infección con la cepa CbaAr-4005 produjo aumentos significativos 
de TNF-α e IL-6 respecto a 78V-6507 y al control (-). La infección con Cba-
Ar-4005 no produjo cambios significativos en la secreción de IL-10 durante 
los días pi estudiados. Distinto fue el comportamiento de las U937 infectadas 
con 78V-6507 que produjeron tempranamente, desde el día 1 pi, altos niveles 
de esta citoquina (Tabla3) 
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Tabla 3: Concentración de citoquinas en sobrenadante de cultivos de U937 infectadas 
con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a distintos días pi. 

Los resultados, se expresan como la media ± desviación estándar (Χ
_

± DS) en pg/mL. * Indica 
valores de concentración significativamente mayores para la cepa CbaAr-4005 respecto al con-
trol (-) (p<0,05). # Indica valores de concentración significativamente mayores para CbaAr-4005 
respecto 78V-6508 (p<0,05). + Indica valores de concentración significativamente mayores para 
la 78V-6508 respecto CbaAr-4005 respecto (p<0,05).

CONCLUSIÓN

Este trabajo ha permitido realizar los siguientes aportes al conocimiento 
de la patogénesis de esta virosis:

•	 Se demostró la susceptibilidad de células inmaduras de linaje monocí-
tico a la infección y replicación por dos cepas de SLEV: CbaAr4005 y 
78V6507. 

•	 Como consecuencia de la infección y replicación viral estas células de 
la inmunidad innata adquieren un fenotipo maduro y activado, que es 
distinto según la cepa infectante. 

•	 Se han identificado distintos factores de virulencia asociados a la cepa 
epidémica CbaAr-4005 que posibilitan que el virus escape al mecanismo 
microbicida de una célula inmune y la utilice para su propio beneficio. 
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•	 La cepa CbaAr-4005 produjo mayor carga viral y en consecuencia la tasa 
de células infectadas fue mayor que SLEV 78V6507, hecho que hace 
inferir que los mecanismos antivirales del monocito no fueron eficientes 
en el control de la infección. Se podría sugerir que SLEV CbaAr-4005 
posee estrategias para evadir la respuesta microbicida del monocito. Se 
observó también que los monocitos maduros inducidos por la infección 
soportarían la mayor replicación viral y serían fuente de las citoquinas 
pro-inflamatorias. En este sentido, se demostró correlación positiva 
entre carga viral, cantidad de células de fenotipo maduro, concentración 
de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α, IL-6) y anti-inflamatoria (IL-10) y 
alto nivel de apoptosis. Por lo tanto, se puede sugerir que el virus al repli-
car induce la maduración de la célula hacia un fenotipo inflamatorio M1 
que no logra limitar la infección y promueve la muerte tardía de la célula 
huésped por mecanismo apoptótico mediado por caspasa-3 inducida 
por vía intrínseca y posiblemente por extrínseca. 

•	 En la infección por 78V-6507 el monocito se activaría hacia un fenotipo 
regulador dado por los altos niveles de IL-10, útil en el control de la repli-
cación viral y con ello limitaría la producción de citoquinas pro-inflamato-
rias y la muerte celular por apoptosis. 

•	 Finalmente, la identificación del monocito como célula susceptible a la 
replicación viral y el fenotipo desarrollado en consecuencia, jugaría un 
importante rol en la fisiopatogenia de la encefalitis ya que aportaría virio-
nes desde órganos periféricos favoreciendo el ingreso del virus a SNC. 
Los resultados encontrados coinciden con las características biológicas 
demostrados in vivo por otros autores con estas cepas virales. 
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ABSTRACT

St. Louis encephalitis virus (SLEV) (Flavivirus), a reemerging arbovirus in 
South America, has been responsible of febrile disease and human encepha-
litis cases in Argentina. The immune response is a crucial component of the 
host defense, and its deficiency could have consequences on the pathophysi-
ology of the infection.

In this work we investigated the interaction between SLEV and cells from 
the innate immune system in an in vitro infection model of human monocytes 
(U937 cells) and strains of different virulence: Cba-Ar 4005 and 78V-6507, 
isolated from mosquitoes. 

We demonstrated the susceptibility of cells from monocytic lineage to 
infection and replication by both strains of SLEV. The phenotypic and func-
tional profile of this cells was characterized by the determination of maturation 
and activation markers (CD14, HLA-DR), TLR expression (Toll-like receptor) 
and secreted biological mediators (TNF, IL-6, IL-10).

Infection with SLEV CbaAr-4005 has been identified as inducing mono-
cyte maturation and activation towards an M1 inflammatory phenotype that 
fails to limit infection and promotes its death by an intrinsically and possibly 
extrinsically induced caspase-3-mediated apoptotic mechanism. In contrast, 
SLEV 78V-6507 infection induces the monocyte to an M2 regulatory pheno-
type that modulates its activation and thereby limits its death along with viral 
replication and infection. 

The differences found in the interaction between both SLEV strains and 
monocytes could partially justify the epidemiological behavior and differenc-
es in virulence in murine and avian models showed by these strains. 
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RESUMEN 

La infección por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) cons-
tituye una gran problemática en el área de la salud pública a nivel mundial. 
Actualmente se calcula que existen 36,7 millones de personas infectadas en 
todo el mundo y aproximadamente 126.000 en Argentina. Si bien la instau-
ración de la terapia antirretroviral de alta eficacia (TARVc o HAART, Highly 
Active Antiretroviral Treatment) ha tenido un gran impacto tanto en la calidad 
y expectativa de vida de los individuos infectados, así como en la dinámica 
de la epidemia, el éxito de las drogas antivirales no es completo. Por lo tanto, 
entender los mecanismos involucrados en la patogenia viral es un área de 
constante investigación con el fin de identificar posibles blancos terapéuticos. 
La citoquina MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) juega un rol fun-
damental en la regulación de la inmunidad innata. Es un componente integral 
del sistema de alarma antimicrobiano y de respuesta anti-stress, y está impli-
cada en la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias, infecciosas, 
autoinmunes y cáncer. En la infección por HIV, los niveles plasmáticos de 
MIF se encuentran elevados en comparación con individuos no infectados. 
Uno de los receptores celulares de MIF es la molécula CD74. La expresión 
de CD74 se encuentra modulada por proteínas virales en células infectadas 
y la magnitud de esta modulación se correlaciona de manera positiva con 
un mayor grado de activación inmune generalizada en los pacientes infecta-
dos. Sin embargo, el estudio de los efectos de MIF, particularmente aquellos 
desencadenados luego de la interacción con CD74, en la inmunopatogenia 
de la infección por HIV-1 no ha sido abordado aún. A partir de este trabajo 
queda evidenciado que i) en células presentadoras de antígeno profesionales 
infectadas con HIV-1, existe una mayor interacción entre los componentes del 
receptor para MIF, CD74 y CD44, ii) el tratamiento de estas células con MIF 
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se traduce en una mayor producción de mediadores proinflamatorios y mayor 
expresión de TLR4, ambos efectos contribuyen directa o indirectamente a 
un estado proinflamatorio, iii) los mediadores producidos por estas células 
tratadas con MIF aumentan la permisividad de linfocitos T CD4+ quiescentes, 
permitiendo plantear el posible rol de MIF en el re-sembrado (replenishing) 
del reservorio viral, y iv) MIF está involucrado en la sobrevida de linfocitos 
T infectados. En resumen, este trabajo aporta, por primera vez, evidencia 
significativa respecto del rol de MIF y su receptor CD74 en la inmunopatogé-
nesis del HIV. Estos resultados sientan las bases para futuros proyectos con 
el objetivo de evaluar los mecanismos celulares y moleculares implicados en 
la sobrevida y proliferación desencadenados en células infectadas luego de 
la interacción con MIF así como respecto del rol de MIF en la infección y/o 
activación en otros tipos celulares que a su vez pueda llegar a tener impac-
to en la inmunopatogenia y persistencia de la infección, como son células 
del sistema nervioso central. De seguir acumulando evidencia en el mismo 
sentido, cabría la posibilidad de considerar a CD74 y/o MIF como blancos 
terapéuticos para el tratamiento de la infección por HIV-1, ya sea de manera 
directa o indirecta, impidiendo su interacción. 

ABSTRACT 

The pandemic of HIV / AIDS is still a major public health concern world-
wide. High efficiency antiretroviral therapy (HAART) can diminish viral loads 
to undetectable levels, reducing not only mortality but also transmission rates, 
with the subsequent impact on a population level. However, current therapies 
are not able to cure in infection and an effective vaccine has not been develo-
ped yet. Thus, understanding the mechanisms underlying HIV pathogenesis 
is imperative to help identify new therapeutic targets as well as to advance in 
our understanding of the infection in the way of designing an effective vacci-
ne. Macrophage migration-inhibitory factor(MIF) is a pleiotropic cytokine with 
chemokine-like functions and is a mediator in numerous inflammatory condi-
tions. In HIV-infected individuals, MIF plasma levels are elevated compared 
to healthy controls. On the other hand, MIF exerts its activity through a hete-
rodimeric cellular receptor. One of the components of this receptor is CD74. 
In turn, cell surface CD74 expression is modulated by HIV. However, the role 
of MIF/CD74 interaction in HIV infection has not been explored so far. Here, it 
is shown that i) in HIV-1 infected monocyte-derived macrophages; there is an 
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increased interaction between MIF receptor components (CD44 and CD74), 
ii) in these cells, MIF/CD74 interaction triggers the production of proinflam-
matory mediators and induces higher TLR-4 expression, iii) MIF conditioned 
MDMs supernatants enhance CD4+ T cell permissivity to infection, claiming 
for a potential role of MIF in HIV reservoir replenishment, and iv) MIF enhan-
ces HIV-infected CD4+ T cell survival. Overall, significant evidence regarding 
the role of MIF and its receptor CD74 in HIV immunopathogenesis is presen-
ted. Future projects are warranted to get insight into the mechanisms involved 
in regulation of T cell survival and proliferation upon MIF interaction as well 
as regarding the role of MIF in infection and/or activation of other cell types 
relevant to persistence of HIV infection as cells from the central nervous sys-
tem. If consistent evidence is accumulated, targeting CD74/MIF as a potential 
therapeutics for HIV infection should be subsequently explored.
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INTRODUCCIÓN

Las complicaciones obstétricas han sido relacionadas con una amplia 
variedad de trastornos psiquiátricos [1]. Estas complicaciones incluyen la 
asfixia perinatal (AP), que consiste en un suministro deficiente de oxígeno 
al feto en un periodo de tiempo cercano al nacimiento. Los estudios clíni-
cos retrospectivos indican que la AP podría inducir lesiones que se mani-
fiestan en la edad adulta como esquizofrenia [2]case-control studies con-
ducted within a Sweden-wide cohort of all children born during 1973-9. This 
was done by linking individual data from the Swedish birth register, which 
represents 99% of all births in Sweden, to the Swedish inpatient register.\n\
nSUBJECTS: Patients listed in inpatient register as having been first admitted 
to hospital aged 15-21 years with a main diagnosis of schizophrenia (n=167. 
Cada vez recibe mayor aceptación el concepto de que la esquizofrenia es el 
resultado de múltiples factores que incluyen la genética, el desarrollo neu-
rológico y procesos psicológicos y sociales [3]debate has focused on when 
the proposed brain maturational deviations may begin and what might be the 
nature of such defective development. Conflicting models of this illness (e.g., 
the early and late neurodevelopmental models. Por ejemplo se sabe que la 
AP genera vulnerabilidad para esta enfermedad aumentando cinco veces 
la probabilidad de padecerla [4]. Algunos autores, proponemos que la AP 
en roedores podría ser un valioso modelo animal para el estudio de algunos 
aspectos que aparecen en la esquizofrenia [5].

La fisiopatología de la esquizofrenia incluye una disminución en el núme-
ro de células secretoras de reelina y un fuerte deterioro de la corteza prefron-
tal medial [6]. La corteza prefrontal participa en muchas funciones cerebrales 
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superiores como la interacción social y el juego, entre otros [7]vigorous form 
of social interaction in young mammals. It is highly rewarding and thought 
to be of major importance for social and cognitive development. The neural 
substrates of social play are incompletely understood, but there is evidence to 
support a role for the prefrontal cortex (PFC. También se sabe que la interac-
ción social es uno de los comportamientos más susceptibles a daños en el 
sistema nervioso central [8] y su deterioro es uno de los primeros síntomas de 
la esquizofrenia y otras enfermedades psiquiátricas, tales como el autismo [9]
communication deficits and repetitive behaviours. Strong evidence for a gene-
tic basis has prompted the development of mouse models with targeted muta-
tions in candidate genes for autism. As the diagnostic criteria for autism are 
behavioural, phenotyping these mouse models requires behavioural assays 
with high relevance to each category of the diagnostic symptoms. Behavioural 
neuroscientists are generating a comprehensive set of assays for social inte-
raction, communication and repetitive behaviours to test hypotheses about 
the causes of autism. Robust phenotypes in mouse models hold great promi-
se as translational tools for discovering effective treatments for components 
of autism spectrum disorders.”, “author” : [ { “dropping-particle” : “”, “family” 
: “Silverman”, “given” : “Jill L”, “non-dropping-particle” : “”, “parse-names” : 
false, “suffix” : “” }, { “dropping-particle” : “”, “family” : “Yang”, “given” : “Mu”, 
“non-dropping-particle” : “”, “parse-names” : false, “suffix” : “” }, { “dropping-
particle” : “”, “family” : “Lord”, “given” : “Catherine”, “non-dropping-particle” 
: “”, “parse-names” : false, “suffix” : “” }, { “dropping-particle” : “”, “family” : 
“Crawley”, “given” : “Jacqueline N”, “non-dropping-particle” : “”, “parse-names” 
: false, “suffix” : “” } ], “container-title” : “Nature reviews. Neuroscience”, “id” 
: “ITEM-1”, “issue” : “7”, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2010”, “7” ] ] }, “page” 
: “490-502”, “title” : “Behavioural phenotyping assays for mouse models of 
autism.”, “type” : “article-journal”, “volume” : “11” }, “uris” : [ “http://www.men-
deley.com/documents/?uuid=e98cbe20-d267-4fc8-be42-a4b621543d31” ] } 
], “mendeley” : { “formattedCitation” : “[9]”, “plainTextFormattedCitation” : “[9]”, 
“previouslyFormattedCitation” : “(Silverman et al. 2010. En la esquizofrenia, 
las deficiencias en la interacción social, se incluyen en los síntomas negati-
vos junto con el aplanamiento afectivo, la apatía y la anhedonia [10]. Teniendo 
en cuenta todas estas pruebas, parece posible que exista un vínculo entre la 
asfixia perinatal, la disminución de reelina y las enfermedades psiquiátricas 
que involucran déficit de la interacción social. En este sentido, hemos deci-
dido analizar el efecto de la asfixia perinatal en el patrón de neuronas con 
inmunomarcaje para reelina en la corteza prelímbica de la rata. También se 
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analizó el efecto de la AP en el comportamiento social, la ansiedad y la acti-
vidad locomotora en dos paradigmas de comportamiento, el campo abierto y 
la tarea interacción social.

RESULTADOS

La asfixia perinatal genera una disminución significativa y específica en 
el número de neuronas que secretan reelina en la capa VI de la corteza pre-
frontal (F (2, 6) = 8,7; P= 0,016; PAvs.VC P=0,03, PAvs.CC P=0,02). Esta 
reducción alcanza en promedio aproximadamente el 60%. Cuando se tienen 
en cuenta todas las capas de la corteza los cambios en el porcentaje de neu-
ronas no logran alcanzar un resultado significativo pero sí una tendencia (CC 
%10,61±1,34; %8,64 PA ±1,71). Esta reducción no se ve acompañada por una 
reducción en los recuentos de neuronas o células en general (figura 1 y 2). El 
porcentaje de neuronas estimado como células teñidas con violeta de cresilo 
(que contiene cuerpos de Nissl) sobre DAPI es similar para ambos grupos 
(CC %50±4,42; PA %56,4±4,27).

Figura 1 y 2: De izquierda a derecha: Immunolabelling de reelina, violeta de cresilo y 
tinción DAPI en la corteza prelimbica de la rata. Los números de la izquierda indican 
la distancia a la piamadre en micrómetros (CC= control de cesárea, PA=19 min de la 
asfixia 37º). Barra de escala=100 micras. Abajo, gráficos mostrando la distribución de 
las células con inmunomarcaje de reelina, violeta de cresilo, y DAPI n=3 por grupo. 

1)
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2)

Una diferencia pequeña pero significativa se puede ver cuando se ana-
liza la distancia de la Pía Madre hasta el inicio de la capa VI (CC=768,9±8.3 
PA=669,3±17,75; p=0,036). No se observaron diferencias significativas entre 
el control vaginal (VC) y el control cesárea (CC) en la distribución de reelina, 
en la morfología ni en otras mediciones citoarquitectónicas. La capa V es cla-
ramente visible con Nissel como una banda de células piramidales grandes y 
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fuertemente teñidas. En oposición a la capa VI, el final de la capa V presenta 
baja variabilidad dorsoventral en la distancias hasta la Pía Madre.

 
Figura 3: comparación de las densidades de células marcadas con reelina en la capa 
VI de la corteza prelímbica VC (control vaginal), CC (control-cesárea) y PA (19 min de 
asfixia 37º) grupos. (N=3 por grupo).

La actividad locomotora expresada como el número de cruces de cua-
drante fue consistente en todos los grupos (F=2,12 p=0,11). Se observaron 
resultados similares para el número de entradas en el cuadrante central 
(F=0,1912 p=0,90) y el tiempo que los animales permanecieron allí (F=0,89 
p=0,45). Por lo tanto, no hay diferencias sustanciales en la actividad locomo-
tora o en estimadores similares a la ansiedad.

Figura 4: La asfixia perinatal provoca una disminución en la solicitud de juego en el 
grupo de PA en las tareas de interacción social. VC (control vaginal), CC (control-
cesárea) y PA (19 min de asfixia 37º) grupos. (n=11 por grupo).
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Hay una disminución significativa en la solicitud juego producida por el 
AP (p=0,035 t=2,3).Ningún otro efecto de la asfixia mostró diferencias impor-
tantes además de las defecaciones y la solicitud de juego en la tarea de 
interacción social.

El resto de parámetros analizados incluyendo otros tipos de juego, el 
olfateo anogenital y el aseo no mostraron diferencias significativas.

DISCUSIÓN

En este trabajo, se observó que las ratas expuestas a AP presentan 
un deterioro en la solicitud de juego. También se observó un aumento en 
las defecaciones durante la tarea de interacción social. Este último es un 
estimador de comportamientos similares a la ansiedad en las ratas. Tam-
bién encontramos una reducción en la inmunomarcación para reelina en la 
capa VI.

El presente trabajo corrobora que la hipoxia perinatal produce la contrac-
ción cortical en esta estructura en la rata adulta joven. No hay una reducción 
en el número de células o en el número de neuronas. Al contrario, hay una 
tendencia a un aumento en su densidad. Por lo tanto, el nivel de pérdida celu-
lar no parece contribuir a la contracción, que muy probablemente se genera 
por la pérdida de neuropilo. La pérdida de neuropilo también puede explicar 
la tendencia paradójica a un aumento de las densidades de células. El meca-
nismo implicado en la reducción de reelina podría estar relacionado con una 
vulnerabilidad preferencial de las neuronas GABAérgicas a la excitotoxicidad 
durante el período perinatal [11][12].

El aumento de la densidad celular podría enmascarar la pérdida de neu-
ronas GABAérgicas que representan sólo el %16 de las neuronas en esta 
estructura [13]32, and 24b of the medial prefrontal cortex (mPFC. Si existe 
una relación entre la contracción y la reducción de reelina, es probable que la 
disminución de reelina produzca la contracción y no al revés.

Estudios post-mortem de pacientes esquizofrénicos muestran consis-
tentemente una disminución de biomarcadores de células GABAérgicas tales 
como parvalbúmina y reelina [14][15].

La corteza prefrontal medial es un área implicada en la interacción social. 
Por lo tanto, parece posible que la reducción de reelina y la reducción del 
espesor de la corteza estén involucrados en el deterioro del comportamiento. 
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MÉTODOS

Animales
La AP se indujo utilizando un modelo no invasivo de hipoxia-isquemia, 

como se describe en [16]. Los fetos a término, aún dentro del útero, fueron 
sometidos a asfixia por inmersión transitoria de ambos cuernos uterinos en 
un baño de agua durante 19 minutos a 37°C (PA). Después de la asfixia o 
inmediatamente después de la histerectomía en el caso de control de cesá-
rea (CC) se abrieron los cuernos uterinos y se retiraron las crías. Un total de 
30 ratas, de 30 días de edad, se separaron en 3 grupos (control vaginal (Vc) 
n=10, control cesárea (CC) n=10 y PA n=10). Los estudios comportamentales 
incluyeron los paradigmas de campo abierto e interacción social.

Después de la tarea de interacción social las ratas (N=3 por grupo, VC, 
CC y AP) fueron perfundidas con %4 de paraformaldehído.

Las secciones de tejido se cortaron a 40 micras de espesor en un vibra-
tomo y se almacenaron en solución anticongelante a -20°C hasta su proce-
samiento para la técnica de inmunofluorescencia indirecta de Coons (1958). 
La incubación con el antisuero primario (1:1000; monoclonal anti-reelina, 
abcam) se realizó durante 3-4 días en multiwells a 4 ° C. Posteriormente, 
las secciones se lavaron 3 veces (5 min cada uno) y después se incubaron 
120 minutos con el anticuerpo secundario anti-ratón (1:1000, Vector Labo-
ratories). Las secciones se revelaron con kit de revelado de Vectastain Elite 
(Vector Laboratories). 

Las secciones de Nissel se tiñeron con solución de violeta de cresilo 
%0,75 a pH 2-3. las secciones de Nissel y reelina se deshidrataron a través 
de alcoholes y xileno y se cubrieron usando bálsamo de Canadá. Las seccio-
nes de DAPI se montaron con glicerol.

Microfotografías de la corteza prefrontal prelímbica fueron tomadas por 
microscopía de transmisión, y se hicieron montajes panorámicos, que inclu-
yeron todas las capas de la corteza hasta una profundidad de 1100 micróme-
tros (+/- 1,10 eje lateral).

Todos los recuentos de comportamiento fueron realizados por un obser-
vador experto ciego al tratamiento. Los recuentos boli no pasaron el test de 
normalidad, en consecuencia, se informaron estos datos mediante pruebas 
no paramétricas (Kruskal Wallis y de Dunn, prueba de comparaciones múlti-
ples). Para el resto de los experimentos se informaron los resultados utilizan-
do un ANOVA y la prueba de comparación múltiple de Tukey para comparar 
entre los grupos.
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INTRODUCCIÓN

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es uno de los patógenos humanos 
más exitosos, con una extraordinaria capacidad de adquirir resistencia a 
antibióticos. La tuberculosis (TB) multidrogorresistente (MDR) representa un 
gran desafío para su control [1]. La relevancia epidemiológica de la MDR-TB 
fue inicialmente desestimada, ya que la adquisición de resistencia implicaría 
un costo en el fitness (en este contexto, la capacidad de transmitirse a un 
nuevo hospedador) para el bacilo. Sin embargo, algunos genotipos fueron 
capaces de superar esta desventaja y generar grandes brotes. Este fue el 
caso de la cepa M de Buenos Aires [2], identificada por su “huella digital” 
molecular, un patrón específico de RFLP-IS6110. Más aún, la cepa M habría 
estado circulando en su versión pre-XDR desde hace cuatro décadas [3]. Se 
encontraron algunas variantes clonales de este patrón, como la que presenta 
el aislado #410 (Figura 1). En dos décadas no se han reportado casos que 
presenten el mismo patrón de RFLP, a pesar de que los factores clínicos y 
sociales fueron favorables para su transmisión [4], lo cual indica que es una 
cepa no próspera. Se cree que el éxito epidemiológico podría estar deter-
minado por el equilibrio entre la respuesta inmune del hospedador y de la 
evasión por parte de Mtb, que resulte en una tasa de transmisión favorable. 
Sin embargo, no existe consenso con respecto a cuáles son los parámetros 
inmunológicos que reflejan el fitness de Mtb. Nuestro grupo ha abordado este 
tema comparando las respuestas inducidas por la cepa M y su variante 410. 
Se observó que la cepa M inactivada es una pobre inductora tanto de la muer-
te por apoptosis en el macrófago (MΦ) [5] como de la respuesta citotóxica T 
CD8+ comparada con 410 [6]. Por otro lado, en un modelo de infección in 
vitro de MΦ primarios humanos, observamos que la cepa M tiene una menor 
capacidad de replicación intracelular que 410 [4], en contraposición a lo pro-



418	 Anales 2013-2015

puesto para los aislados de otros linajes, en los que se encontró una correla-
ción positiva entre la virulencia y la replicación intracelular [7]. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo general de este 
proyecto fue profundizar el estudio de la interacción de estas cepas locales 
de Mtb-MDR con el MΦ, su célula blanco preferida, para encontrar pará-
metros que puedan explicar su éxito o fracaso epidemiológico. Teniendo en 
cuenta que se han descripto numerosos polimorfismos asociados a la res-
puesta frente a Mtb [8], nuestro objetivo específico fue evaluar la interac-
ción de estas cepas con MΦ de dos líneas celulares monocíticas humanas, 
THP-1 y U937 para evitar la influencia de la variabilidad genética del hospe-
dador. Los parámetros evaluados fueron: a. inducción de muerte celular y b. 
producción de citoquinas.

Figura 1: Genotipificación molecular de las cepas estudiadas. Las cepas M y 410 tie-
nen idéntico spoligotipo y una única banda de diferencia en su patrón de RFLP-IS6110. 
Ambas pertenecen a la familia Haarlem.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de macrófagos: las líneas celulares monocíticas humanas 
THP-1 y U937 fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino y L-glutamina. Las células cosechadas en 
fase exponencial fueron diferenciadas durante 3 días en presencia de PMA 
(100nM) a un fenotipo adherente tipo MΦ en placas de cultivo colocando 
2x105 células por hoyo. Marcadores de superficie por citometría de flujo: 
se analizaron los siguientes receptores de superficie por marcación con anti-
cuerpos monoclonales conjugados a fluoróforos y citometría de flujo: recep-
tor de manosa (MR), CD11b, CD14, TLR2, TLR4. Cepas de Mtb: los aislados 
clínicos MDR 6548 (cepa M) y 410, así como la cepa de referencia H37Rv 
fueron crecidos en medio 7H9-ADC durante 15 días (fase logarítmica). Lue-
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go de eliminar los grumos, se ajustó la concentración por densidad óptica, 
se alicuotaron y conservaron a -80°C hasta su uso. Infección de MΦ: se 
infectaron los MΦ con una multiplicidad de infección de 5 bacilos/MΦ durante 
3hs. Se cosecharon los sobrenadantes de cultivo a distintos tiempos para 
evaluación de muerte celular y producción de citoquinas. Determinación de 
muerte celular por ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH): se evaluó 
la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en los sobrenadantes de 
cultivo por un método colorimétrico (Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Roche 
Applied Science). Determinación de citoquinas por ELISA: se determinó 
la concentración de TNF-α, IL-10, TGF-β, IL-12p40, IL-12p70, IL-1β e IFN-α en 
los sobrenadantes de cultivo por el método de ELISA, siguiendo las indicacio-
nes del fabricante (Ready-SET-Go!, eBioscience). Análisis estadístico: los 
resultados experimentales fueron comparadas estadísticamente empleando 
las pruebas de ANOVA y test de Bonferroni como post-test. Los valores de 
P<0,05 se asumieron como estadísticamente significativos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN: 

Existen numerosos modelos de infección de MΦ in vitro. En el presente 
trabajo se utilizaron MΦ derivados de las líneas celulares humanas U937 y 
THP-1 para realizar una comparación entre ellas. En primer lugar, se evaluó 
el fenotipo de estos MΦ. Se estudiaron los receptores MR y la subunidad 
CD11b del receptor de complemento CR3 (involucrados en la fagocitosis), 
así como los receptores CD14, TLR2 y TLR4 (receptores de reconocimiento) 
(Tabla 1).

Tabla 1: marcadores de superficie de MΦ THP-1 y U937. 
Los valores expresan el porcentaje de MΦ positivos para cada receptor (%) y la inten-
sidad de fluorescencia dentro de esta población (MIF+)

MR CD11b CD14 TLR2 TLR4

U937
% 0,2 48,1 29,9 34,1 4,5

MIF+ 29,5 37,0 37,5 38,2 47,4

THP-1
% 3,2 8,0 5,8 49,2 9,6

MIF+ 20,0 25,0 35,0 20,2 43,3
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 Se encontraron diferencias y similitudes entre ambas líneas celulares y 
los MΦ primarios de humanos descriptos previamente. A diferencia de los 
MΦ primarios, las THP-1 y U937 no expresan MR. En el caso de las U937, 
la fagocitosis estaría mediada por CD11b. Las THP-1 podrían utilizar otros 
receptores que no han sido evaluados como por ejemplo el DC-SIGN. Por 
otro lado, si bien el patrón de expresión de TLR2 y TLR4 fue similar entre 

ambas líneas, las THP-1 sólo expresaron marginalmente CD14, co-receptor 
de TLR4. Estas diferencias podrían dar lugar a respuestas divergentes entre 
ambos modelos frente a una misma cepa de Mtb, ya que la combinación de 

señales río abajo determina la respuesta del MΦ. 
La inducción de muerte por necrosis del MΦ es considerado un paso 

necesario para la liberación de los bacilos intracelulares e infección de una 
nueva célula u hospedador [9]. Se evaluó la capacidad de inducción de 
necrosis de las cepas seleccionadas por el método de detección de LDH. Tal 
como se observa en la figura 2, la mayor inducción de muerte fue observa-
da con la cepa de laboratorio H37Rv. Si bien, tanto para H37Rv y en menor 
medida para la cepa de brote M, la inducción de muerte fue aumentando 
con el tiempo, no se observó liberación de LDH con la cepa 410. La menor 
inducción de muerte por M es coherente con lo que hemos observado previa-
mente [5]. Sin embargo, a pesar de que habíamos observado que la cepa 410 
irradiada inducía altos niveles de necrosis, se observó lo contrario en estos 
ensayos. Esta discrepancia podría deberse a: 1) diferencias en los recepto-
res de superficie en THP-1 y U937 o 2) diferencias entre la cepa inactivada 
y la viable, ya que Mtb depende de mecanismos de secreción activa para 
manifestar su virulencia. En cuanto a los dos modelos de MΦ, los niveles de 
muerte inducidos por las distintas cepas fueron comparables (Figura 2). 

Luego se evaluó la producción de citoquinas por los MΦ infectados con 
las distintas cepas. En primer lugar se determinó la producción de TNF-α a 
las 6, 12 y 24 horas post-infección en THP-1 y U937. En términos generales, 
la producción de TNF-α fue menor para THP-1, comparada con U937 (Figura 
3). La cinética de secreción fue comparable entre ambas líneas celulares, 
con un pico máximo temprano, como es esperable para esta citoquina.

Con respecto a las cepas, se observó que 410 fue una pobre inductora 
de TNF-α, comparada con las cepas M y H37Rv. Este resultado fue similar a 
lo observado previamente en MΦ primarios [5]. También habíamos observa-
do que la cepa de brote M inactivada inducía menos TNF-α que H37Rv, pero 
esta diferencia sólo se observó de manera contundente en THP-1 a las 12 
horas, y en ambos tipos de MΦ la inducción por M fue mayor que por 410. La 
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pobre inducción de LDH por 410 (Figura 2) podría estar asociada a los bajos 
niveles de TNF-α, ya que esta citoquina ha sido asociada a mecanismos de 
muerte celular. 

Figura 2: inducción de necrosis por LDH en MΦ THP-1 y U937 infectados con 
Mtb. ANOVA de dos factores: P>0,001. Test de Bonferroni, H37Rv vs. M **P<0,01, 
***P<0,001. n=3.

Figura 3: secreción de TNF-α por MΦ THP-1 y U937 infectados por Mtb. ANOVA de 
dos factores: P>0,001. Test de Bonferroni, H37Rv vs. M **p<0,05. n=3. Línea de pun-
tos: límite de detección.

La producción de otra citoquina proinflamatoria IL-1β y la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 a las 6, 12 y 24 horas post-infección varió según el tipo 
de MΦ (Figura 4). Tal como se observó para el TNF-α (figura 3), los niveles 
de IL-1β secretados por U937 fueron orden mayor que para THP-1. En este 
caso, la cinética de producción fue ligeramente distinta entre ambos tipos de 
MΦ. La cepa 410 sólo indujo bajos niveles de IL-1β a las 24hs en las U937. 
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El resultado obtenido con 410 es interesante, ya que se ha descripto que la 
inducción de IL-1β por Mtb depende del sistema de secreción ESX-1 [10] el 
cual cumple una función importante en la virulencia. En términos generales, 
la cepa M indujo menores niveles de IL-1β que H37Rv, igualando a la cepa de 
referencia a las 24 hs. 

Figura 4: secreción de IL-1β e IL-10 por MΦ THP-1 (paneles izquierdos) y U937 
(paneles derechos). La línea de puntos: límite de detección. ANOVA de dos factores: 
p<0,001. n=3. En la tabla se resumen las significancias del test de Bonferroni entre 
cepas. *P<0,05, ***P<0,001.
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Finalmente, evaluamos la secreción de un IFN-α y la subunidad p40 
de IL-12, una citoquina relacionada con la respuesta protectora TH1, en las 
células U937. Como se puede observar en la figura 5, la mayor inducción 
de IFN-α se obtuvo con la cepa M. El IFN-α pertenece a los interferones de 
tipo I, actores clave de la respuesta inmune contra infecciones virales. En la 
tuberculosis se ha descripto que está más relacionada con la patogénesis 
[11] y la virulencia [12]. Por otro lado, al igual que para IL-1β, su inducción ha 
sido relacionada con el sistema de secreción ESX-1 [11]. Se podría especular 
que el éxito epidemiológico de la cepa M se deba, en parte, a su capacidad 
de inducir de IFN-α, y la cepa 410 tiene algún tipo de alteración en el sistema 
ESX-1. 

Figura 5: secreción de IFN-α e IL-12p40 por macrófagos U937 infectados con las 
distintas cepas de Mtb a las 24 horas post infección. Test de Bonferroni: *p<0,05, 
**p<0,005, ***p<0,001. n=3.

También se evaluó la producción de IL-12p70, aunque no se pudo detec-
tar su secreción. Esta citoquina es clave en la respuesta protectora en la 
tuberculosis, ya que induce la respuesta de tipo Th1 (producción de IFN-γ). 
IL-12p70 está compuesta por dos subunidades: p35 y p40. La subunidad p40 
también puede asociarse a la subunidad p19, dando lugar a la citoquina IL-23, 
asociada al perfil Th17. El patrón de inducción de IL-12p40 fue similar al del 
IFN-α. Si tenemos en cuenta que previamente hemos observado que la cepa 
M induce menores niveles de IFN-γ [6] y mayores niveles de IL-17 [14], y que 
no se pudo detectar IL-12p70 en nuestros ensayos, podríamos concluir que la 
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subunidad IL-12p40 detectada estaría mayormente asociada a la subunidad 
p19. En paralelo, se evaluó la producción de TGF-β en los mismos sobrena-
dantes de cultivo pero no se detectaron niveles significativos de esta citoqui-
na inmunomoduladora. 

La secreción de citoquinas por las células THP-1 fue menor al observado 
en las U937, e incluso no se pudieron detectar niveles significativos de IL-10. 
Por este motivo, no serían las células de elección para este tipo de ensa-
yos. Por otro lado, se han observado algunas diferencias entre los resultados 
obtenidos previamente con MΦ primarios humanos, probablemente debidas 
a la expresión diferencial de receptores de superficie en los distintos tipos 
celulares. La inducción de muerte celular fue comparable entre ellas. 

En conjunto, nuestros resultados indican que existen diferencias nota-
bles en la respuesta inmune innata inducida por las cepas M y 410, las cuales 
podrían dar cuenta del éxito epidemiológico de la cepa de brote. Los resulta-
dos obtenidos en la secreción de IL-1β e IFN-α indican que 410 podría tener 
comprometido su sistema de secreción ESX-1, lo cual podría explicar las dife-
rencias epidemiológicas entre ambas cepas. Pese a las limitaciones antes 
mencionadas, los MΦ de líneas celulares siguen siendo un modelo atracti-
vo para el estudio de Mtb, ya que son de fácil obtención y se necesita una 
casuística menor para obtener datos sólidos debido a la alta reproducibilidad. 
Es por esto que, basados en esta experiencia, podemos decir que su utili-
zación es recomendada dependiendo del parámetro que se quiera evaluar, 
y siempre teniendo en mente las diferencias con otros modelos que puedan 
afectar la interpretación de los resultados. 
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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es un patógeno altamente exitoso. 
Se desconocen los mecanismos inmunológicos que determinan el éxito o 
fracaso epidemiológico de un determinado genotipo de M. tuberculosis. Se 
evaluó la interacción de la cepa de brote M con su variante clonal no próspera 
410 con dos modelos de infección de macrófagos de líneas celulares huma-
nas, THP-1 y U937. Nuestros resultados indican que la cepa 410 podría tener 
comprometido el sistema de secreción ESX-1 ya que fue una pobre inductora 
de IL-1β e IFN-α, ambas dependientes de este mecanismo de virulencia del 
bacilo. 410 también indujo menores niveles de muerte celular. Con respecto 
a los dos tipos de macrófagos, podemos decir que para la evaluación de 
citoquinas, las células U937 serían más adecuadas, ya que producen niveles 
significativamente mayores que las THP-1. 

ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is a highly successful pathogen. Immunologi-
cal mechanisms that determine epidemiological success or failure of a certain 
M. tuberculosis genotype are largely unknown. Herein, we evaluated the inter-
action of the outbreak strain M and its non-prosperous kin strain 410 with two 
models of human macrophage, namely THP-1 and U937. Our results suggest 
that 410 might have compromised its ESX-1 secretion system, because it poorly 
induced IL-1β and IFN-α, both dependent on this virulence mechanism. 410 also 
induced lower levels of cell death. Regarding the two types of macrophages, 
our results suggest that U937are more suit for the evaluation of cytokines, as 
they produce significantly higher levels than THP-1 cells. 
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Evidencias obtenidas en los últimos años, incluidas las obtenidas en 
nuestro laboratorio, han demostrado que el sistema colinérgico no está confi-
nado al sistema nervioso, sino que es ubicuo, y se lo ha denominado sistema 
colinérgico extraneuronal y está presente en células inmunes. El neurotrans-
misor del sistema colinérgico es la acetilcolina (ACh), que es sintetizada por 
diversas células no neuronales que expresen la enzima colina acetiltransfe-
rasa (ChAT). Una vez liberada, la ACh se une a receptores colinérgicos entre 
los que se encuentran los receptores nicotínicos (nAChR), que son canales 
iónicos activados por ACh que se tornan permeables al calcio (Ca2+) luego 
de su activación. 

El α7 nAChR es un homopentámero que se expresa en células inmunes 
y su activación media efectos antiinflamatorios. Por lo tanto, α7 nAChR ha 
surgido como un posible blanco terapéutico para el tratamiento de la infla-
mación en enfermedades como obesidad, aterosclerosis, diabetes, asma, 
fibrosis quística, colitis ulcerativa, psoriasis, pancreatitis, artritis, septicemia, 
esclerosis múltiple, miastenia gravis, la enfermedad de Parkinson y la enfer-
medad de Alzheimer.

Las células NK comprenden entre el 5-15 % de las células linfoides de 
sangre periférica y son críticas durante parte de la respuesta inmune innata 
por su habilidad de reconocer y destruir células transformadas o infectadas 
por virus a través de su maquinaria citotóxica sin previa sensibilización. Ade-
más, las células NK poseen propiedades inmunoregulatorias, ya que libe-
ran varias citoquinas y quimiocinas que les permiten modular la respuesta 
inmune innata y moldear el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa, al 
interactuar con las células dendríticas (CDs). La activación de las células NK 
depende del balance de señales desencadenadas por receptores de activa-
ción y de inhibición. Además, las células NK también pueden activarse en 
respuesta a citoquinas tales como IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 e IFN-α. 
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En cuanto a las células NK y los nAChR, se ha demostrado que la nico-
tina inhibe la actividad citotóxica de las células NK humanas. Sin embargo, 
la expresión de nAChRs y el impacto de la modulación de la actividad de 
estos receptores por sus ligandos en células NK es un tema aún descono-
cido. Recientemente, se demostró que las células NK de ratones expresan 
receptores conteniendo la subunidad β2 nAChR que tendría un papel impor-
tante en controlar la metástasis en pulmón de células del melanoma B16 por 
parte de las células NK.

En este trabajo se aislaron células mononucleares de sangre periférica 
a partir de muestras de sangre de individuos sanos. Las células NK huma-
nas se obtuvieron a partir de sangre periférica mediante el empleo de un kit 
comercial y fueron estimuladas con 10 ng/ml de IL-12, 1 ng/ml de IL-15 y 10 
ng/ml de IL-18 (citoquinas de reportada actividad estimulatoria sobre células 
NK). En este trabajo se investigó la presencia del ARNm de las subunida-
des α7, α4 y β2 nAChR en células NK humanas recién aisladas de sangre 
periférica. Por PCR convencial, determinamos la presencia del ARNm de 
las subunidades α7, α4 y β2 nAChR en células NK humanas y por qPCR 
determinamos que la expresión de α7 nAChR aumenta 3 veces en células NK 
estimuladas con IL-12/IL-18/IL-15 durante 48 hs. En cambio, la expresión del 
ARNm de α4 nAChR no cambia, mientras que la expresión del ARNm de β2 
nAChR aumenta 1,6 veces en células NK estimuladas con IL-12, IL-18 e IL-15 
durante 48 hs. En este trabajo también se observó por PCR convencional que 
las células NK humanas expresan el ARNm de ChAT, enzima involucrada en 
la síntesis de ACh. Luego se investigó en células NK humanas en reposo o 
activadas por citoquinas durante 48 hs, la presencia de la proteína α7 nAChR 
por microscopía de fluorescencia y por citometría de flujo por la unión de 
α-bungarotoxina (α-BTX, antagonista específico del α7 nAChR). Los resulta-
dos obtenidos por ambas técnicas demostraron que las células NK humanas 
expresan α7 nAChR y que el aumento de ARNm de α7 nAChR es acompaña-
do por un aumento similar en la proteína luego de la estimulación de células 
NK humanas con IL-12/IL-18/IL-15. Seguidamente, se investigó en células 
NK humanas activadas por citoquinas durante 48 hs la funcionalidad de α7 
nAChR realizando mediciones de influjo de Ca2+ por microscopía confocal 
empleando Fluo-3/AM. Con tal fin, se determinó el aumento de Ca2+ luego de 
la exposición de células a un agonista específico de α7 nAChR (PNU-282987) 
y a un modulador alostérico positivo (PAM) de α7 nAChR (PNU-120596). Los 
resultados obtenidos por microscopía de fluorescencia demostraron que el 
α7 nAChR produce un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ en 
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células NK humanas luego de la exposición a PNU-282987 y a PNU-120596 
y ese ingreso de Ca2+ fue abolido por la pre-incubación de las células NK con 
la α-BTX. Para elucidar el origen del aumento de [Ca2+]i por PNU-282987, 
estimulamos células NK humanas con el agonista PNU-282987 en un buffer 
libre de Ca2+ con 5 mM de EGTA (un quelante de Ca2+ extracelular). El aumen-
to de [Ca2+]i mediado por PNU-282987, no se vio afectado en ausencia de 
Ca2+ extracelular. En cambio, el aumento de Ca2+ fue inhibido con la pre-
incubación con 5 µM de BAPTA-AM (un quelante intracelular de Ca2+). Por 
lo que esta serie de experimentos demostró que la activación de α7 nAChR 
induce la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares en células NK 
humanas.

Dado que las células NK humanas expresan el ARNm de ambas subuni-
dades del α4β2 nAChR y el ARNm de la subunidad α7 nAChR, en los experi-
mentos donde se evaluó el rol funcional de α7 nAChR utilizamos el agonista 
PNU-282987 y el antagonista α-BTX. Dado que habíamos observado que la 
proteína de α7 nAChR aumenta en la membrana plasmática de las células 
NK luego de 48 hs con IL-12/IL-18/IL-15, investigamos si la expresión de los 
receptores activadores NKG2D, NKp46 y DNAM-1 era afectada si las células 
NK humanas eran estimuladas con IL-12/IL-18/IL-15 durante 48 hs y luego, se 
agregaba al cultivo los ligandos del α7 nAChR por 18 hs. Pudimos observar 
que solo el agonista PNU-282987 indujo la disminución de la expresión de 
NKG2D y que dicho efecto fue abolido si las células se trataban previamente 
con α-BTX. NKG2D es el receptor activador de las células NK más importante, 
ya que se ha demostrado que la activación de respuestas de daño al ADN, que 
ocurre frente a agentes que alteran el ADN o en células tumorales que poseen 
irregularidades en su genoma, aumenta la expresión de ligandos de NKG2D, 
lo que estimula a las células NK a que desarrollen sus funciones efectoras 
contra estas células alteradas. Para determinar las consecuencias fisiológicas 
de la activación de α7 nAChR en las células NK humanas, investigamos si 
la actividad citotóxica dependiente de NKG2D y la producción de IFN-γ eran 
afectadas si las células NK humanas eran tratadas con ligandos del α7 nAChR. 
Seguimos el protocolo anteriormente mencionado y evaluamos por citometría 
de flujo ambas funciones efectoras en presencia del agonista PNU-282987 en 
células NK humanas. La actividad citotóxica y la producción de IFN-γ en célu-
las NK fue menor en presencia del agonista PNU-282987 y en ambos ensayos 
funcionales, el efecto del PNU-282987 se previno con el antagonista α-BTX, 
indicando que α7 nAChR regula negativamente la actividad citotóxica depen-
diente de NKG2D y la producción de IFN-γ de las células NK humanas. Sin 



Fundación Alberto J. Roemmers	 429

embargo, la activación de α4β2 nAChR no tiene efecto sobre la producción 
de IFN-γ en células NK humanas Para obtener una mayor comprensión de las 
consecuencias biológicas de la activación de α7 nAChR en células NK huma-
nas y su repercusión en el dialogo con CDs humanas, células NK humanas 
fueron estimuladas con IL-12/IL-18/IL-15 durante 48 hs y luego, se cultivaron 
por 18 hs con o sin agonista PNU-282987. Luego, estás células NK se co-
cultivaron con iCDs humanas durante 4 hs y se evaluó la expresión de CMH-II, 
CD86 y CD83 en las CDs. Observamos que el pretratamiento de células NK 
estimuladas con citoquinas con PNU-282987 resultó en menor expresión de 
CMH-II, CD83 en CDs y en menor porcentaje de CDs CD86high comparadas 
con células NK estimuladas con citoquinas sin PNU-282987. Por lo que esta 
serie de experimentos demostró que la activación de α7 nAChR en células NK 
humanas atenúa la activación/maduración de las CDs.

Por último, dado que la estimulación de las células NK con citoquinas 
desencadena vías intracelulares, muchas de las cuales convergen en la acti-
vación NF-κB y la activación de α7 nAChR inhibe la activación de NF-κB en 
macrófagos, exploramos si la activación de NF-κB se afecta por la activación 
de α7 nAChR en células NK humanas estimuladas con IL-12, IL-15 e IL-18. 
Observamos por microscopía confocal que las células NK humanas estimu-
ladas con las citoquinas presentan una tinción nuclear intensa y que PNU-
282987 produce una reducción en la movilización nuclear de NF-κB p65 y 
que este efecto fue abolido si las células se trataban previamente con α-BTX. 
Además, resultados obtenidos por microscopía confocal y citometría de flujo 
demostraron que la expresión de NF-κB p65 es menor en células NK estimu-
ladas con citoquinas expuestas a PNU-282987 comparadas con células NK 
estimuladas con citoquinas sin PNU-282987.

Este trabajo, es a nuestro entender, el primero en demostrar la presen-
cia de α7 nAChR funcional en células NK humanas. Los resultados obteni-
dos en este trabajo sugieren que la activación de α7 nAChR en células NK 
estimuladas con citoquinas dispara la movilización de Ca2+ de reservorios 
intracelulares, disminuye la expresión del receptor activador NKG2D, la acti-
vidad citotóxica y la producción de IFN-γ en las células NK, probablemente 
disminuyendo los niveles y la movilización nuclear de NF-κB p65 y atenúa la 
activación/maduración de CDs. En su conjunto, nuestros resultados revelan 
que la función y el fenotipo de las células NK pueden ser regulados negati-
vamente por la activación de α7 nAChR, lo que podría contribuir a la progre-
sión tumoral o la diseminación de infecciones intracelulares donde el receptor 
NKG2D e IFN-γ tienen un rol crítico. 
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El α7 nAChR ha surgido como un posible blanco terapéutico para el tra-
tamiento de la inflamación en varias enfermedades. Dado que, la potencia-
ción de α7 nAChR puede lograrse con el uso de agonistas o PAMs, ambos 
tipos de ligandos están emergiendo como drogas con potencial terapéutico. 
En particular, los PAMs son de interés porque potencian las respuestas de 
α7 nAChR y presentan más especificidad que los agonistas. En este trabajo, 
nosotros demostramos que PNU-120596 potencia la respuesta de α7 nAChR 
en células NK humanas. Por lo tanto, el α7 nAChR en células NK humanas 
podría constituir un importante blanco terapéutico para modular la respuesta 
inmune.

Las concentraciones en sangre de ACh y colina probablemente sean 
bajas para activar el α7 nAChR de las células inmunes. Sin embargo, dentro 
de las células inmunes, los linfocitos T y B, macrófagos y CDs son capaces 
de sintetizar y liberar ACh, eventos que aumentan durante la inflamación. 
Además, los ganglios linfáticos son una fuente adicional de ACh. Los niveles 
locales de colina, otro agonista de α7 nAChR, pueden elevarse durante la 
isquemia, accidente cerebro vascular, daño en la membrana de las células. 
Las células inmunes también expresan la proteína SLURP-1, que es un PAM 
natural de α7 nAChR. Además, SLURP-1 también se ha detectado en la san-
gre y en el plasma. Por lo tanto, es probable que la ACh y la colina actúen en 
las interacciones entre las células inmunes o entre las células inmunes y las 
neuronas.

Nuestros resultados obtenidos en este trabajo demuestran la existencia 
de nuevos circuitos regulatorios en el campo de la neuroinmunología, que 
ayudarán a un mejor entendimiento de la regulación de las células NK por 
factores endógenos solubles como los neurotransmisores y deja abierta la 
posibilidad de que la modulación específica de α7 nAChR sea una nueva 
forma de regular la funcionalidad de las células NK humanas. 

ABSTRACT

An entire neuronal cholinergic system has been detected in immune cells, 
but the functional relevance of this extra-neuronal cholinergic system remains 
ill-defined. The homomeric a7 nicotinic receptor (nAChR) is one of the most 
abundant in the central nervous system and is also present in immune cells 
and it is emerging as an important drug target for intervention in inflamma-
tion and sepsis. Natural killer (NK) cells display cytotoxic activity against sus-
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ceptible target cells and modulate innate and adaptive immune responses 
through their interaction with dendritic cells (DCs). Here, we determine that 
human NK cells express α7 nAChR mRNA by RT-PCR and also express α7 
nAChR protein in their cell surface by confocal microscopy and flow cytome-
try using α-bungarotoxin, a specific antagonist. Both mRNA and protein levels 
increase during NK stimulation with cytokines (IL-12, IL-18 and IL-15). Expo-
sure of cytokine-stimulated NK cells to PNU-282987, a specific α7 nAChR 
agonist, increases intracellular calcium (Ca2+) concentration mainly released 
from intracellular stores, indicating that α7 nAChR is functional. Moreover, its 
activation by PNU-282987 plus a specific positive allosteric modulator greatly 
enhances the Ca2+ responses in NK cells. Stimulation of NK cells with cyto-
kines and PNU-282987 decreases NF-kB levels and nuclear mobilization, 
downregulates the most potent activating receptor of NK cells (NKG2D), and 
decreases NKG2D-dependent cell-mediated cytotoxicity and IFN-γ produc-
tion. Also, such NK cells are less efficient to trigger DCs maturation. Thus, our 
results demonstrate the anti-inflammatory role of a7 nAChR in NK cells and 
suggest that modulation of its activity in NK cells may constitute a novel target 
to regulate them.
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INTRODUCCIÓN

Las alteraciones inflamatorias y hemostáticas observadas en las infeccio-
nes respiratorias por virus ARN de doble cadena (ARNdc) han sido asociadas 
a moléculas producidas durante la replicación del virus. Dichas moléculas de 
ARNdc son reconocidas por una variedad de receptores de reconocimiento de 
patrones (RRPs) tales como TLR-3 y RIG-I ubicados en las células endotelia-
les, inmunes y del epitelio respiratorio. Estudios en ratones han demostrado que 
el patrón molecular asociado a virus, poly(I:C) (ácido poliinosínico:policitidílico), 
induce infiltración de neutrófilos en pulmón, edema intersticial, hipertrofia del 
epitelio bronquial y alteración de la función pulmonar; y que dichas alteraciones 
son dependientes de TLR3 y CXCR2 [1, 2]. Estos cambios son acompaña-
dos por niveles elevados de citoquinas proinflamatorias e interferones de tipo 
I en los lavados bronco-alveolares (LBA) [1] y mayor expresión de TLR3 en las 
células epiteliales de las vías respiratorias [2]. Además, estudios en células 
endoteliales han demostrado que poly(I:C) induce la expresión de factor tisular 
(FT) y disminuye trombomodulina (TM). Cambios similares fueron observados 
en el endotelio aórtico de ratones, acompañados de aumentos de dímeros D, 
lo cual indica activación de la coagulación y fibrinólisis [3].

Ciertas cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) probióticas pueden ejer-
cer su efecto benéfico en el huésped a través de su actividad inmunomodula-
dora. Estas cepas, denominadas inmunobióticas [4], pueden estimular el sis-
tema inmune común de mucosas y proteger sitios mucosos distantes [5]. En 
estudios previos demostramos que la administración (oral o nasal) de Lacto-
bacillus rhamnosus CRL1505 modula beneficiosamente la respuesta inmune 
desencadenada por la activación de TLR3 en el tracto respiratorio y reduce 
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el daño inflamatorio del tejido pulmonar inducidos por poly(I:C) a través de su 
la capacidad para modular los balances de citoquinas proinflamatorias/IL-10 
y Th1/Th2 en el tracto respiratorio [6-8]. También demostramos que algunas 
cepas inmunobióticas como L. casei CRL431 o L. rhamnosus CRL1505 son 
capaces de modular beneficiosamente la interacción inflamación-coagula-
ción durante las infecciones respiratorias bacterianas [9-12].

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la actividad inmunorregula-
dora de L. rhamnosus CRL1505 sobre la inflamación pulmonar mediada por 
TLR3 y su capacidad para modular la interacción inflamación-coagulación.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos y procedimientos de alimentación
Ratones BALB/c de 6 semanas de edad fueron obtenidos de CERELA y 

criados en jaulas plásticas en una atmósfera controlada (22 ± 2 ° C de tempe-
ratura, 55 ± 2 % de humedad) manteniendo el ciclo luz/oscuridad. 

Lactobacillus rhamnosus CRL1505 (Lr1505) y CRL1506 (Lr1506) se 
obtuvieron de la colección de cultivos CERELA. Lr1505 o Lr1506 fueron 
administrados a diferentes grupos de ratones durante 5 días consecutivos en 
una dosis de 108 células/ratón/día en el agua de bebida. Los grupos tratados 
y el grupo control sin tratamiento fueron alimentados ad libitum con dieta 
balanceada convencional. Todos los experimentos fueron aprobados por el 
Comité de Ética del Cuidado Animal de CERELA y UNT.

Administración nasal de poly(I:C)
Ratones con o sin tratamiento (grupos Lr1505, Lr1506 y control, respec-

tivamente) recibieron por vía nasal 100 ul de solución salina tamponada con 
fosfato (PBS) con 250 g de poly(I:C) (10 mg/kg de peso corporal) distribuida 
en tres dosis que fueron administradas cada 24 horas [6, 7].

RESULTADOS

L. rhamnosus CRL1505 disminuye el daño pulmonar inducido por 
poly(I:C)

Se evaluó el daño en el tejido pulmonar mediante el estudio de la histología 
pulmonar y de marcadores bioquímicos que indican alteración de la barrera 
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alvéolo-endotelial y lisis celular [6, 7]. El desafío nasal con poly(I:C) incrementó 
significativamente los niveles de albúmina y lactato deshidrogenasa (LDH) en 
muestras de LBA (Figura 1A) e indujo una marcada inflamación de los tejidos 
alrededor de los alvéolos y vasos sanguíneos con reducción significativa del 
espacio de intercambio de gases en algunas regiones de los pulmones (Figura 
1B). El tratamiento con Lr1505 disminuyó significativamente los parámetros 
bioquímicos y redujo significativamente la inflamación y las alteraciones del 
tejido pulmonar (Figura 1A y B), mientras que los ratones tratados con Lr1506 
mostraron alteraciones pulmonares similares a las observadas en el grupo 
control (Figura 1A y B). 

Figura 1. Efecto de los lactobacilos sobre el daño pulmonar inducido por la adminis-
tración nasal de poly(I:C). (A) Albúmina y LDH en LBA. Los resultados representan 
los datos de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como la 
media ± DS. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05). (B) Cortes his-
tológicos de pulmón teñidos con hematoxilina y eosina (100x).

L. rhamnosus CRL1505 modula la inflamación respiratoria inducida 
por poly(I:C)

Para estudiar la respuesta inflamatoria respiratoria se evaluaron los 
recuentos de leucocitos y los niveles de citoquinas en el LBA. El desafío con 
poly(I:C) aumentó significativamente el número de macrófagos y neutrófilos 
en el tracto respiratorio de todos los grupos experimentales (Figura 2A). Los 
ratones tratados con Lr1505 presentaron recuentos de células inflamatorias 
significativamente mayores que los grupos Lr1506 y control (Figura 2A). La 
administración nasal de poly(I:C) también aumentó significativamente los 
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niveles de los mediadores proinflamatorios IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-8 y MIP-1 
(Figura 2B). No se observaron diferencias en los niveles de IL-1β entre los 
ratones controles y los tratados con lactobacilos (Figura 2B). Sin embargo, 
los niveles de IL-6, TNF-α, IL-8 y MIP-1 fueron significativamente menores en 
el grupo Lr1505 respecto a Lr1506 y control (Figura 2B). En todos los grupos 
experimentales, los niveles de IL-10 y TGF-β se incrementaron después de la 
administración de poly(I:C), sin embargo los ratones del grupo Lr1505 mos-
traron mayores niveles de IL-10 que Lr1506 y control (Figura 2B).

Figura 2. Efecto de los lactobacilos en los recuentos de leucocitos y niveles de citoqui-
nas en LBA después de la administración nasal de poly(I:C). (A) Leucocitos, linfocitos, 
neutrófilos y macrófagos. (B) Citoquinas. Los resultados representan los datos de tres 
experimentos independientes. Los resultados se expresan como la media ± DS. Letras 
diferentes indican diferencia significativa (P<0,05).

L. rhamnosus CRL1505 modula diferencialmente la inflamación 
sistémica activada por poly(I:C)

El desafío con poly(I:C) aumentó significativamente el número de leu-
cocitos y neutrófilos en sangre. Los recuentos de estas poblaciones celula-
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res fueron superiores en los ratones tratados con Lr1505 y Lr1506 respecto 
a los controles (Figura 3A). Además, se estudió la mieloperoxidasa (MPO) 
en neutrófilos de sangre periférica como una medida de su actividad. El 
desafío con poly(I:C) aumentó significativamente la MPO en los neutrófi-
los de todos los grupos experimentales, sin embargo los grupos Lr1505 y 
Lr1506 mostraron MPO significativamente mayores que el control (Figura 
3A). El desafío nasal con poly(I:C) también aumentó los niveles de cito-
quinas en suero (Figura 3B). Los ratones tratados con Lr1505 mostraron 
mayores concentraciones de IL-6 y menor producción de TNF-α, IL-8, IL-1β 
y MIP-1 respecto a los grupos Lr1506 y control (Figura 3B). Además, el gru-
po Lr1505 mostró niveles mayores de IL-10 en suero después del desafío 
con poly(I:C) (Figura 3B) .

Figura 3. Efecto de los lactobacilos en los recuentos de leucocitos de sangre y nive-
les de citoquinas inducidas por la administración nasal de poly(I:C). (A) Leucocitos, 
linfocitos, neutrófilos y células peroxidasa positivas. (B) Citoquinas. Los resultados 
representan los datos de tres experimentos independientes. Los resultados se expre-
san como la media ± DS. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05).
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L. rhamnosus CRL1505 modula la activación de la coagulación 
inducida por poly(I:C) 

Para estudiar los cambios del sistema de la coagulación a nivel sistémico 
se realizaron las pruebas globales de la coagulación: tiempo de protrombi-
na (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA) en muestras de 
plasma pobre en plaquetas. El desafío nasal con poly(I:C) redujo significati-
vamente la actividad protrombínica en los grupos Lr1506 y control, mientras 
que este parámetro se mantuvo cerca del 100 % en el grupo Lr1505 (Figura 
4). Por el contrario, no se observaron modificaciones en el TTPA después del 
desafío con poly (I:C) en todos los grupos experimentales (Figura 4). Para 
estudiar el grado de activación de la coagulación se determinó la concentra-
ción de complejos trombina anti-trombina (cTAT) en plasma. El desafío con 
poly(I:C) aumentó los cTAT en plasma, sin embargo el grupo Lr1505 mostró 
niveles significativamente menores que los grupos Lr1506 y control (Figura 
4). Poly(I:C) también indujo un aumento del número de plaquetas en sangre 
periférica, pero los grupos Lr1506 y Lr1505 mostraron recuentos significati-
vamente mayores (Figura 4). Por último, el desafío con poly(I:C) incrementó 
el factor de von Willebrand (FvW) en plasma, indicando activación endotelial 

Figura 4. Efecto de los lactobacilos en las alteraciones hemostáticas a nivel sistémico 
inducida por la administración nasal de poly(I:C). Los resultados representan los datos 
de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como la media ± 
DS. Letras diferentes indican difere
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sistémica y los tratamientos con lactobacilos fueron efectivos para reducir 
significativamente los niveles de FvW, siendo Lr1505 más eficaz que Lr1506 
para lograr este efecto (Figura 4).

L. rhamnosus CRL1505 reduce la activación de la coagulación en 
pulmón inducida por poly(I:C) 

Los niveles de cTAT también fueron estudiados en muestras de LBA con 
el fin de determinar el grado de activación de la coagulación a nivel local. 
El desafío con poly(I:C) aumentó los niveles de este parámetro, sin embar-
go el tratamiento con Lr1505 redujo significativamente los cTAT respecto a 
los grupos Lr1506 y control (Figura 5A). También se evaluaron los cambios 
de expresión de TF, inhibidor de la vía del factor tisular (TFPI), inhibidor del 
activador del plasminógeno (PAI)-1 y TM en pulmón mediante qRT -PCR. 
La administración nasal de poly(I:C) incrementó la expresión de estos facto-
res en todos los grupos experimentales, especialmente los niveles de TF y 
TM que aumentaron 2,5 y 3,5 veces, respectivamente respecto a los niveles 
basales. La expresión de TF y TM en el grupo Lr1505 fue significativamente 
menor y mayor, respectivamente, que los grupos control y Lr1506 (Figura 5B). 
No se observaron diferencias de expresión de TFPI y PAI-1 entre los diferen-
tes grupos (Figura 5B).

Figura 5. Efecto de los lactobacilos en las alteraciones hemostáticas pulmonares 
inducida por la administración nasal de poly (I:C). (A) Niveles de cTAT en LBA. (B) 
Expresión de FT, TFPI, PAI-1 y TM en pulmón. Los resultados representan los datos de 
tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como la media ± DS. 
Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0,05).
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DISCUSIÓN

En términos generales, los virus respiratorios tienden a evocar respues-
tas inmunes innatas y adaptativas muy similares, a pesar de la variedad de 
receptores que utilizan para entrar en las células y de su composición genética. 
En este sentido, la mayoría de los virus respiratorios generan intermediarios 
de ARNdc durante su replicación, los cuales actúan como ligandos del TLR3 
y contribuyen a la activación del sistema inmune. Experimentos empleando 
ratones TLR3-/- infectados demostraron que la deficiencia de TLR3 no altera la 
depuración de los virus respiratorios, pero es importante para la regulación de 
la respuesta inflamatoria en pulmón. Los animales TLR3-/- mostraron meno-
res niveles de los mediadores inflamatorios en LBA, reducción de las células 
inflamatorias en pulmón y mayor supervivencia. Por otro lado, estudios indican 
que el TLR3 es uno de los receptores que promueve el estado procoagulante 
en las células endoteliales [3]. La estimulación de las células endoteliales con 
poly(I:C) induce aumento en la expresión de FT y disminución de TM de manera 
dosis y tiempo-dependiente. Estudios in vivo demostraron que poly(I:C) incre-
menta la expresión de citoquinas proinflamatorias y antivirales [13], influye en la 
permeabilidad vascular [14] y aumenta los niveles de dímeros D indicando acti-
vación de la coagulación y fibrinolisis. Además, se demostró que los dímeros D 
fueron menores en los ratones TLR3-/- desafiados con poly(I:C) [3]. Es por ello, 
que se sugiere que el estado de hipercoagulabilidad en ciertas infecciones por 
virus respiratorios podría ser debido al efecto de citoquinas procoagulantes, a 
la estimulación del FT y a la represión de la TM a través de TLR3. En general, 
estos datos sugieren que la activación de TLR3 puede ser un componente 
crítico en la modulación de las enfermedades inflamatorias y procoagulantes 
asociadas a infecciones virales. 

En estudios previos demostramos que la administración nasal de poly(I:C) 
induce un aumento significativo de los mediadores proinflamatorios IL-6, 
TNF-α, IL-1β, IL-8 y MIP-1 y de las células inflamatorias en pulmón. Los datos 
de este trabajo muestran además que poly(I:C) disminuye la expresión de TM e 
incrementa los niveles de cTAT y la expresión de FT en pulmón. Estos cambios 
estuvieron acompañados por lesión y deterioro de la funcionalidad pulmonar. 
Demostramos también que las interacciones entre inflamación y hemostasia 
inducidas por la administración nasal de poly(I:C), podrían ser diferencialmente 
moduladas por la administración preventiva de L. rhamnosus CRL1505. Estos 
efectos estuvieron asociados a la capacidad del probiótico para reducir FT y 
aumentar TM en pulmón después de la estimulación con el agonista de TLR3.
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Los datos de este trabajo también muestran que L. rhamnosus CRL1506 
no regula la respuesta inmuno-coagulativa en el tracto respiratorio a pesar de 
su capacidad para modularla a nivel sistémico. Este hecho podría explicarse 
por la incapacidad de esta cepa para inducir cambios en el perfil de citoqui-
nas en tracto respiratorio [13]. 

Se ha sugerido que la activación de las células endoteliales y el aumen-
to de los niveles de FvW, dímeros D, complejos plasmina-a2-antiplasmina y 
PAI-1, aumentan el riesgo de enfermedad cardíaca isquémica y tromboem-
bolismo venoso, lo que sugiere que los cambios hemostáticos podrían ser el 
nexo entre infecciones respiratorias agudas y enfermedad aterotrombótica 
aguda. De esta manera, los resultados presentados en este trabajo sugieren 
que las bacterias probióticas podrían ser una alternativa interesante no sólo 
para prevenir o reducir la gravedad de las infecciones virales respiratorias, 
sino además reducir el riesgo de enfermedades aterotrombóticas asociadas 
a las infecciones agudas del tracto respiratorio.

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto por primera vez que una bacte-
ria probiótica es capaz de modular la respuesta inmuno-coagulativa inducida 
por la activación de TLR3 en pulmón. Demostramos que las bacterias pro-
bióticas podrían modular beneficiosamente al balance entre depuración del 
virus y control de la respuesta inmuno-coagulativa en el tracto respiratorio, lo 
que permitiría un normal intercambio de gases frente a un ataque viral. Estas 
observaciones podrían ser útiles para proponer nuevos enfoques preventivos 
o terapéuticos para controlar mejor el daño pulmonar inducido por virus utili-
zando alimentos funcionales probióticos.
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ABSTRACT

During infectious process, there is extensive cross-talk between the 
innate immune and hemostatic systems, as both are involved in host’s defense. 
The aim of this study was to evaluate the effect of orally administered Lacto-
bacillus rhamnosus CRL1505 (Lr1505) on the immuno-coagulative response 
after the intranasal challenge with the viral pathogen associated molecular 
pattern poly(I:C). Six-week old BALB/c mice were orally treated with Lr1505 
(108 cells/mouse/day) during 5 consecutive days. Lr1505-treated mice and 
untreated control were nasally challenged with 250 μg of poly(I:C) (equivalent 
to 10 mg/kg body weight). Mice received three doses of poly(I:C) with 24 hours 
rest period between each administration. Respiratory and systemic immune-
coagulative response were studied 12 hours after the last administration of 
poly(I:C). Nasal challenge with poly(I:C) increased the levels of blood and 
respiratory proinflammatory mediators and induced the recruitment of inflam-
matory cell into the airways. In addition, poly(I:C) challenge decreased pro-
thrombin activity (PT) in plasma and increased thrombin/antithrombin com-
plexes (TATc) and von Willebrand Factor (vWF) levels in plasma and lungs, 
indicating an activation of coagulation. These changes induced a significant 
damage in lung tissue. Lr1505-treated mice showed significantly reduced 
TNF-α, IL-8 and MIP-1α and increased IL-10 levels in lung and serum when 
compared to controls (p<0.05). In addition, Lr1505 induced higher PT in blood 
and lower TATc and vWF levels (p<0.05). Tissue factor and thrombomodu-
lin expression in lungs of Lr1505-treated mice were significantly lower and 
higher than controls, respectively (p<0.05). Lr1505 significantly reduced lung 
tissue damage. L. rhamnosus CRL1505 was effective in regulating the immu-
no-coagulative response after nasal challenge with poly(I:C). The CRL1505 
strain could be used to reduce the severity of viral respiratory infections.

Keywords: hemostasia - inflamación - Lactobacillus rhamnosus - 
poly(I:C) 














