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INTRODUCCIÓN 
 

 
En este volumen se publican los subsidios del Período 2017 – 2019, 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 más de cuarenta y cinco años de apoyar a la 
investigación 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 Epidemiología 
y Salud Pública.  
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INTRODUCCIÓN  
 
El cáncer es una de las causas principales de muerte a nivel mundial. Se estima que en 
2012 hubo 14,1 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con esta 
enfermedad. Los tipos de cáncer más comunes en los hombres son de pulmón, próstata, 
colorrectal, de estómago y de hígado, mientras que los de mama, colon, pulmón, cuello 
uterino y estómago son los más comunes entre las mujeres [1]. La incidencia de cáncer 
en nuestro país es media-alta, siendo aproximadamente 230/100.000 habitantes en el caso 
de los hombres y 194/100.000 habitantes en el caso de las mujeres. La mortalidad en 
Argentina por cáncer en las mujeres es una de las más altas en el mundo (>96/100.000) 
[1]. Durante la última década, los tumores se han reconocido cada vez más como tejidos 
cuya complejidad se acerca e incluso puede exceder la de los tejidos sanos. La 
heterogeneidad y la complejidad molecular del cáncer pueden explicar, en parte, la falla 
en el tratamiento efectivo de pacientes con cáncer [2].  

El microambiente tumoral (TME) juega un papel muy importante en el desarrollo del 
cáncer y es otro factor que debe ser considerado en el estudio de esta patología. El TME 
está compuesto por los componentes celulares y no-celulares que coexisten en una 
homeostasis alterada. El componente principal no-celular es la matriz extracelular 
(MEC), una compleja red de macromoléculas (proteínas, glicoproteínas, proteoglicanos 
y glicosaminoglicanos) con distintas propiedades bioquímicas y funciones biológicas [3]. 
Entre los componentes de la MEC que se encuentra alterada en los tumores está el 
glicosaminoglicano (GAG): Ácido Hialurónico (AH). El AH es una molécula lineal 
compuesta por unidades disacáridas de N-AcetilGluosamina y Ácido Glucurónico, 
sintetizado por enzimas especificas llamadas sintetasas (HAS): HAS1, HAS2 y HAS3; y 
degradado únicamente por las hialuronidasas (HYAL), las cuales también presentan 
varias isoformas. El AH actúa induciendo señales intracelulares a través de varios 
receptores: CD44, TLR4, LYVE1, RHAMM [4, 5]. Siendo el receptor principal CD44, 
cuya expresión se asocia con característica de célula madre tumoral y es considerado 
marcador de estas células en la mayoría de los tumores [6, 7]. Teniendo esto en cuenta, 
la familia de moléculas asociadas a AH serían potenciales marcadores de pronóstico en 
los carcinomas.  Por otro lado, la estabilidad y la integridad del genoma humano se 
mantienen mediante el sistema de reparación de daños en el ADN (DDR). Se ha 
comprobado que los cambios en el microambiente pueden llevar a los cambios en la 
expresión de genes. Los genes BRCA1 y BRCA2 han sido ampliamente estudiados en 



 
 
 

diferentes tipos de tumores y se ha comprobado que los cambios de MEC pueden llevar 
a la fijación de diferentes mutaciones o al cambio de patrón de metilación [8-11]. Estos 
eventos pueden llevar al cambio en la expresión de las proteínas BRCA1 y BRCA2, que 
tienen un rol importante en la regulación de procesos celulares y reparación de ADN 
dañado. Todo esto lleva a la creación de un círculo de retroalimentación que aumenta la 
plasticidad del tejido tumoral y consecuentemente a la progresión de la enfermedad, 
evadiendo la respuesta inmunológica e incluso la respuesta a drogas anti-tumorales [8, 9].  
Es cada vez más evidente que la mayoría de los genes y sus productos interactúan en un 
microambiente complejo y que sus propiedades podrían alterarse en el tejido tumoral. Por 
este motivo se propone evaluar los niveles de metilación de los promotores de los genes 
BRCA1 y 2 en diferentes tumores y analizar el patrón de metilación en el contexto de la 
alteración de la MEC, en particular HA. 

En el momento de diagnóstico la asignación correcta del estadio de cáncer es la clave 
para definir prognosis como también el tratamiento adecuado. Los estadios anatómicos 
TNM (Extensión anatómica de tumor -T, nódulos linfáticos –N y metástasis -M) se 
consideran la manera recomendable para especificar diferentes tipos de cáncer [12, 13]. 
Sin embargo, es evidente que los pacientes por más que tienen el mismo estadio de cáncer 
no presentan el mismo desarrollo de enfermedad, como tampoco el pronóstico o la 
respuesta a la terapia. Por este motivo se trata de incluir cada vez más factores que definen 
subgrupo de cáncer. Se han hecho las investigaciones proponiendo subgrupo, como por 
ejemplo en base a receptores hormonales en cáncer de mama, y se observaron diferencias 
significativas entre los grupos [14-16]. En las últimas décadas se han identificado varios 
biomarcadores tumorales que ayudan clasificar cáncer de mama en subgrupos, que tienen 
distintos pronósticos y tratamiento. En el caso de cáncer de mama tres biomarcadores 
tumorales: el receptor de estrógeno (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor 
2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) permiten guiar el tratamiento 
[17]. Ki67 es un marcador de proliferación celular, y se ha indicado que el índice de 
expresión Ki67 predice de forma independiente la progresión del cáncer. Además, debido 
a que el Ki67 se expresa altamente en células malignas, pero casi no se detecta en células 
normales, es un marcador que se propone para diversos tipos de tumores [18]. Por otro 
lado, estatificación de tumor cervical es básicamente clínica e histológica, según el 
sistema de determinación de estadios desarrollado por la Federación Internacional de 
Ginecología y Obstetricia (FIGO) [19]. Se considera que el número de los casos de cáncer 
se puede reducir significativamente con la detección temprana y el tratamiento adecuado 
de los pacientes que desarrollan cáncer. En muchos casos existe una alta probabilidad de 
regresión si se diagnostica al inicio de la enfermedad y se trata de manera paciente 
dirigida. Por este motivo es necesario ampliar el conocimiento de factores que afectan la 
progresión de cáncer y la falta de éxito de la terapia. Los resultados de este trabajo 
ayudarán a caracterizar la relación entre diferentes tipos de tumores, metilación de los 
promotores de los genes BRCA1 y BRCA2, su expresión y metabolismo de AH. Esto 
podría llevar a la propuesta de un nuevo factor de valor pronóstico que a su vez va a 
ayudar al tratamiento de los pacientes.  
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
    
En el desarrollo de esta línea de trabajo los resultados obtenidos del análisis de los 
tumores que obtuve hasta ahora muestran que a nivel de ARNm HYAL1 baja en cáncer 
de mama, pero no en colorectal (Fig1). Se obtuvo un resultado similar en el caso de 
HYAL2 con la excepción de los pacientes con tumor de mama que son los únicos del 
grupo que recibieron radioterapia para una enfermedad previa a cáncer de mama, lo cual 
sugiere la influencia de este tipo de tratamiento sobre la modulación del contenido de AH 
en el estroma tumoral. Los resultados obtenidos por otros grupos muestran que la 
expresión de HYAL1 y HYAL2 depende en gran medida del tipo de cáncer, pero pocos 
trabajos analizan la influencia de las terapias sobre la expresión de estos genes y enzimas. 
Y menos aún la asociación con marcadores tumorales clínicos propios de cáncer de 
mama, colon y cervical. Por otro lado el análisis de los ARNm de los BRCA1 y 2 muestra 
que en cáncer de mama los niveles aumentan en todos menos un paciente que es el único 
HER2+RP-, sugiriendo que el nivel de expresión de estos receptores también se asocia a 
cambios en metabolismo de AH. En el caso de cáncer de colon se observó que los 
pacientes se dividen en dos grupos, uno con altos niveles y el otro con bajos niveles de 
BRCA1 y 2. Curiosamente, este resultado correlaciona positivamente con el resultado de 
HAS2 para los mismos pacientes, el aumento de BRCA1 y 2 se asocia con un aumento 
de HAS2 (Fig 1a y Fig 3a), sugiriendo que con esta correlación se podría poner en 
evidencia la relación entre el metabolismo de AH y la expresión de los genes BRCA1 y 
2.  

El análisis de AH en tejido muestra menores niveles de AH en el tejido tumoral de cáncer 
de colon, mientras que en cáncer de mama esto se observa en todos los pacientes menos 
uno que es el único con el estadio T1 (Fig2). Este análisis se va a repetir con un mayor 
número de pacientes en estadio T1 para chequear la posibilidad de que los niveles de AH 
en tejido empiezan bajar en estadios más avanzados de esta enfermedad.  Estos resultados 
no se correlacionan con los niveles observados en el plasma, lo que podría deberse a que 
a nivel sistémico los niveles de AH estarían influenciados por otros procesos 
independientes de la enfermedad (Fig2). Los niveles más altos de HA en el tejido normal 
adyacente en comparación con el tejido tumoral son consistentes con los observados por 
otros autores e indicarían que un aumento en AH en el tejido no maligno es pronóstico 
del desarrollo del tumor. Se proponen que, en biopsias negativas, los niveles de AH 
podrían usarse para indicar el riesgo de que un tumor agresivo pueda estar desarrollándose 
en otras secciones del tejido. Teniendo en cuenta que nuestros resultados muestran niveles 
más altos de HA en el tejido sano que rodea al tumor, podría sugerir su uso un marcador 
de pronóstico que indicaría la presencia de un desarrollo neoplásico cercano. 



 
 
 

Figura 1. Análisis por qPCR de los genes implicados en el metabolismo de HA y reparación del 



 
 
 

ADN. Los resultados se normalizaron al gen GAPDH y se mostraron como tejido tumoral (TT 
▪) en relación con el tejido no tumoral adyacente (NAT ●). Valor de p inferior a 0,5 se 
consideró estadísticamente significativo. NA - valores que no se pudieron obtener. (a) cáncer 
colorrectal y de (b)  mama. 
 

 
Figura 2. Niveles de HA en tejido y plasma. (a) Análisis de HA de cáncer colorrectal y de (b) 
mama. Imágenes representativas de tinción inmunohistoquímica de HA (izquierda) con el gráfico 
(centro; TT (▪) -tejido tumoral; NAT (●) -tejido no tumoral adyacente) y análisis de HA en plasma 
de pacientes (▪) y donantes sanos (▲) por ELISA (derecha). Los resultados de la 
inmunohistoquímica se expresan como TT en relación con NAT. Los valores de p inferiores a 
0,05 se consideraron estadísticamente significativos. 

Asimismo, cuando realizamos un análisis de correlación entre los niveles de ARNm de 
los genes involucrados en el metabolismo de AH, ARNm de BRCA1 y 2 y los 
biomarcadores, se muestra en el caso de los dos tumores una fuerte correlación entre 
BRCA 2 y CD44. En el caso de cáncer de colon además se pueden observar varias 
correlaciones fuertes entre los ARNm de BRCA 1 y 2 y los ARNm de los genes 
involucrados en el metabolismo de AH (Fig3).  Los resultados que se muestran se 
publicaron en la revista Biomedicines donde se discuten con mayor detalle  y se agradece 
a la Fundación Roemmers su apoyo (Sevic et al. Biomedicines. 2020 Jun 29;8(7):183. 
doi: 10.3390/biomedicines8070183). Sin embargo, estos están sobre la base de un bajo 
número de muestras de pacientes y hasta aquí nos permitió este trabajo ofrecer la prueba 
de concepto para avanzar en un estudio mayor y corroborar la asociación de AH con los 
genes y marcadores mencionados en la progresión del tumor.  

Además, como nuestro objetivo es proporcionar la base científica de un método de fácil 
acceso para pacientes oncológicos de bajos ingresos países utilizamos qPCR en nuestro 
estudio como un método de alta disponibilidad que permitirá la adecuado análisis de 
factores pronósticos y, por tanto, del tratamiento adecuado. Nuestro objetivo era agregar 



 
 
 

a la solución del problema de un gran número de pacientes con cáncer que no tienen 
acceso a diagnósticos de calidad y tratamiento.  

 
Finalmente, consideramos que este estudio sienta los antecedentes adecuados para 
futuras investigaciones de estos genes que podrían proporcionar información valiosa de 
pronóstico y mejorar aún más la predicción clínica de la progresión de pacientes con 
cáncer de mama y colorrectal. 
 
 

 
Figura 3. Análisis de correlación de marcadores de cáncer colorrectal (a) y de mama (b). 
Resultados se muestran como un mapa de calor con valores r. Todos los valores de r por encima 
de 0,8 (o por debajo de -0,8) se consideraron como una fuerte correlación (izquierda) y su 
significación estadística se definió con el valor de p que se muestra en la tabla (derecha). Los 
valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos y están 
representados en negrita; Los valores de p superiores a 0,05 (con un resultado de correlación 
fuerte) se representan en cursiva. 
 
 
ABSTRACT  
 
The establishment of a tumor is a process that involves the interaction between tumor 
cells and the microenvironment (associated cells and components of the extracellular 
matrix). This interaction favors the growth of these through different mechanisms. In our 
investigation we evaluated the mRNA levels of Hyaluronan (HA) metabolism enzymes 
(HAS and Hyals) and expression of BRCA genes (DNA repair systems), known to be 
involved in the tumoral process under deregulation. Besides, we analyzed these molecules 
comparing tumor and non-tumor adjacent tissue and its correlation with previously 
proposed biomarkers (ER, PR, HER2 and KI67) to assess their value as a progression 



 
 
 

biomarker. We show alteration in HA metabolism in colorectal but not breast cancer. 
However, we found a decrease in Hyaluronidase 1 (HYAL1) levels in the breast but not 
colorectal cancer. We also show lower HA levels in tumor compared with normal tissue 
that could indicate a possible influence of tumor on its surrounding “normal” tissue. In 
both breast and colorectal cancer, CD44 and BRCA2 showed a strong positive 
correlation. In summary, we show an alteration in mRNA of genes associated with HA 
metabolism in the colon in correlation analysis, while in breast cancer we observed a 
decrease in HYAL1 levels. We also show lower HA levels in tumor comparing with 
normal tissue that could indicate a possible influence of tumor on its surrounding normal 
tissue. Our results show the selection of the most promising molecules that should be 
further investigated in a larger cohort study to confirm their utility as a molecular marker 
for the tumor progression using these methods. Also, our objective was to provide a 
method of easy access for oncologic patients in low- income countries we used qPCR in 
our study as a highly available method that will allow the adequate analysis of prognostic 
factors and, therefore, the proper treatment. We aimed to add to the solving of the problem 
of many cancer patients who do not have access to quality diagnostics and treatment. 
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RESUMEN 
 
El objetivo de este trabajo fue contribuir a la caracterización de regiones genéticas 
involucradas en la respuesta inmune de primates no-humanos (PNH) de Argentina, 
generando datos primarios para estudios de genética comparada y evolución del sistema 
inmune, con foco en el modelo de Fiebre Amarilla. Metodológicamente se analizaron 
120 muestras de archivo: 52 Alouatta caraya, 13 Alouatta guariba, 38 Sapajus nigritus 
y 17 Sapajus cay. La calidad del ADN fue evaluada mediante PCR del citocromo B 
(ADNmt). Aquellas muestras positivas fueron seleccionadas para la amplificación del 
promotor del Factor de Necrosis Tumoral α (1200pb). Los amplicones fueron 
secuenciados. Para el análisis bioinformático y filogenético se emplearon los 
programas CodonCode Aligner, DnaSP, MEGA7 y TRAP. Como resultado, se 
obtuvieron secuencias analizables en 9 S. nigritus, 6 S. cay y 5 A. caraya. Los promotores 
fueron descriptos en relación con la secuencia Homo sapiens. El número de sitios 
diferentes fue de 100 en A. caraya, 114 en S. cay y 119 en S. nigritus. Además, se 
identificó una inserción de 15nt. que fue característica de Alouatta y otra de 4nt. que fue 
específica de Sapajus. El análisis filogenético permitió resolver la taxonomía hasta el 
nivel de familia. El análisis bioinformático permitió predecir 17 sitios de unión a 
Factores de Transcripción (p<0,05) en estas especies. Con respecto a su rol en la 
activación del gen, las gráficas de afinidad indicaron que Sapajus fue la especie que 
presentó un menor número de sitios activadores (SP1 y NFAT) en su promotor. En su 
conjunto, estos cambios podrían resultar en una menor transcripción del TNF-α y menor 
susceptibilidad a la FA fatal. Destacando que Sapajus muestra gran resistencia al virus 
y presenta infecciones subclínicas o leves. Futuros estudios de transcripción in vitro 
permitirían confirmar esta hipótesis. 
 
 
ABSTRACT 

 

The objective of this work was to contribute to the characterization of genetic regions 
involved in the immune response of non-human primates (NWM) from Argentina by 



  

generating primary data for studies of comparative genetics and evolution of the immune 
system, with a focus on the Yellow Fever model. Methodologically, we analized 120 
archival samples: 52 Alouatta caraya, 13 Alouatta guariba, 38 Sapajus nigritus and 17 
Sapajus cay. We evaluate the quality of the DNA by PCR of cytochrome B (mtDNA). 
We selected those positive samples for the amplification of the Tumor Necrosis 
Factor α promoter (1200bp). The amplicons were sequenced. We used the programs 
CodonCode Aligner, DnaSP, MEGA7 and TRAP for the bioinformatics and 
phylogenetic analysis. Results: We obtained analyzable sequences in 9 S. nigritus, 6 S. 
cay and 5 A. caraya. We described the promoters with the Homo sapiens sequence as a 
reference. The number of different sites was 100 in A. caraya, 114 in S. cay and 119 
in S. nigritus. In addition, we identified a 15nt indel that was characteristic of Alouatta 
and another of 4nt. that was specific to Sapajus. The phylogenetic analysis allowed 
solving the taxonomy to the family level. The bioinformatic analysis allowed predicting 
17 binding sites to Transcription Factors (p <0.05) in these species. Regarding its role in 
the activation of the gene, the affinity graphs indicated that Sapajus was the species that 
presented a lower number of activator sites (SP1 and NFAT) in its promoter. Taken 
together, these changes could result in decreased TNF-α transcription and less 
susceptibility to fatal FA. Emphasizing that Sapajus shows great resistance to the virus 
and presents subclinical or mild infections. Future in vitro transcription studies would 
confirm this hypothesis. 

 

 

INTRODUCCION 

 

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) es una de las principales citoquinas liberadas 
frente a la infección causada por numerosos patógenos (bacterias, virus y parásitos) 
(Goldfeld et al., 1996). El TNF es una proteína trimérica producida principalmente 
por el macrófago, y ejerce múltiples actividades conducentes a la exacerbación de la 
respuesta inflamatoria: induce la producción de IL8 en las células endoteliales, 
incrementa la expresión de adhesinas y la permeabilidad en el endotelio de la 
microvasculatura local, estimula la capacidad microbicida de los granulocitos neutrófilos 
y macrófagos, incrementa la expresión de moléculas del HLA clase I y aumenta la 
actividad citotóxica mediada por células TCD8+ (Beutler et al., 1989). Por su importante 
rol, el gen del TNF humano se encuentra bien caracterizado. Tiene una longitud de 3.6 
Kb y está conformado por cuatro exones y tres intrones (Old, 1995). La activación del gen 
ocurre a través de la región promotora (5 -UTR), la cual se extiende 1,2Kb río arriba del 
sitio de inicio de la transcripción (Aguillon et al., 2002). A nivel genético, la transcripción 
del TNF-α está regulada por el conjunto de Factores de Transcripción (FTs) y co- 
activadores que se unen a secuencias específicas del promotor, conformando una 
estructura nucleo- proteíca denominada “enhanceosoma¨. La formación del 
enhanceosoma es específica del tipo celular y el estímulo recibido debido a que los FTs 
y coactivadores intervinientes ocupan regiones solapantes y mutuamente excluyentes en 
la secuencia (Falvo et al., 2010). 

Los sitios de unión a FT descriptos hasta el momento son: una caja TATA, seis sitios de 
unión del Factor Nuclear de células T Activadas (NFAT), cuatro sitios de unión Ets, dos 
sitios de unión Sp1, un sitio de unión Egr y un sitio CRE (elemento de respuesta a 
cAMP), todos ellos ubicados en una región corta de 200 nucleótidos, conocida como 
región proximal (Falvo et al., 2010). 



  

La activación del TNF-α en respuesta a virus en linfocitos T involucra a los sitios SP1, 
ETS, NFAT y CRE. Por otra parte, cuando aumentan las concentraciones 
citoplasmáticas de calcio, la translocación nuclear de NFAT es suficiente para iniciar la 
trascripción (Falvo et al.,2010). 

Con respecto a su significado clínico, la sobre-expresión del TNF ha sido asociada a 
enfermedades autoinmunes (artritis reumatoidea, lupus sistémico eritematoso) y con el mal 
pronóstico en enfermedades infecciosas tales como, tuberculosis, malaria cerebral, 
dengue y fiebre amarilla (FA) (Aguillón et al., 2002; Kroeger et al., 1997, ter Meulen et 
al., 2004). Sobre esta última, se ha descripto que los altos niveles plasmáticos de TNF se 
asocian con el desenlace fatal de la enfermedad (ter Meulen et al., 2004). 

La FA es una enfermedad vírica aguda, hemorrágica, transmitida por mosquitos infectados 
con el virus de la fiebre amarilla (arbovirus del género Flavivirus) (Burke et al., 2001). 
La enfermedad puede transmitirse a través de un ciclo selvático en el cual intervienen 
primates no-humanos (mono- mosquito-mono) y accidentalmente a un humano (mono-
mosquito-humano) (Bryant et al., 2003; Varela, 2004). Éste último tipo de transmisión 
cobra relevancia en áreas de contacto entre humano- monos, producto del avance de las 
zonas urbanas, la deforestación y degradación del hábitat natural (Kowalewski et al., 
2011). En este sentido, las provincias de Misiones, Formosa y Corrientes y Chaco 
presentan ambientes eco- epidemiologicos favorables para la trasmisión de FA (Cofesa, 
2008). Entre los monos de Argentina, los aulladores (Alouatta sp) y los monos mirikina 
(Aotus sp) desarrollan una infección por FA mortal, actuando como centinelas de la 
circulación del virus en la región (epizootia) (Holzmann et al., 2010). Mientras que los 
monos capuchinos (Cebus y Sapajus sp) muestran gran resistencia a este virus 
presentando infecciones subclínicas o leves (Varela, 2004; de Azevedo et al., 2021). Las 
bases genéticas de estas diferencias inter-especificas en la susceptibilidad a la infección 
y su mortalidad, no han sido completamente estudiadas y son el objeto del presente estudio. 
En particular se caracterizará el promotor del TNF de Alouatta y Sapajus para 
evaluar si sus características genéticas/estructurales /evolutivas se relacionan con la 
susceptibilidad al desarrollo de la fiebre amarilla en estas especies y el hombre. 

 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Contribuir a la caracterización de regiones genéticas involucradas en la respuesta inmune 
de primates no-humanos de Argentina, generando datos primarios que contribuirán a 
estudios de genética comparada y evolución del sistema inmune, con foco en el modelo 
de Fiebre Amarilla. 
 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Amplificar y secuenciar el promotor del TNF en ejemplares de las especies Sapajus 
nigritus, Sapajus cay, Alouatta caraya y Alouatta guariba clamitans del nordeste 
Argentino. 
 
2. Caracterizar y comparar la estructura genética de los promotores obtenidos 
mediante análisis bioinformático, en particular: tipo de mutaciones, sitios de unión a 
factores de transcripción y análisis filogenético. 



  

3. Evaluar si las características genéticas, estructurales y evolutivas descriptas se 
relacionan con la susceptibilidad al desarrollo de la fiebre amarilla en las especies 
analizadas. 
 

 

MATERIALES Y METODOS 

 

Muestras Biológicas: Para la realización de este estudio, se contó con muestras de 
archivo de ADN genómico total extraído a partir de heces, sangre y/o células 
descamadas de cepillados orales de las siguientes especies de primates neotropicales: 52 
Alouatta caraya, 13 Alouatta guariba clamitans, 38 Sapajus nigritus y 17 Sapajus cay. 
El total de muestras disponibles para análisis moleculares fue de 120 muestras. Para la 
obtención y uso de estas muestras, el LaBiMAp contó con permisos del Ministerio 
de Ecología, Recursos Naturales Renovables y Turismo (MERNRyT) de Misiones y 
el Parque Nacional Iguazú (APN) en el marco del Proyecto: Estudios Genéticos de 
marcadores del sistema inmune (TNF-α) en primates no humanos (Platirrinos) de la 
Argentina (DISP:019 del 25/04/2013). 

 

Técnicas de Biología Molecular: Para verificar la calidad del material archivado, 
se realizó la amplificación de 359pb del gen del citocromo B del ADN mitocondrial 
con los primers: CYTB1 5’ CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA 3’ and 
CYTB2 5’ CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A 3’. Los productos de PCR 
(10ul) fueron resueltos en geles de agarosa al 2% y teñidos con Syber-Safe (Life 
Technologies Corp.). Sobre 120 muestras analizadas 66 fueron positivas, incluyendo 19 
de A. caraya; 6 de A. guariba; 33 de S. nigritus y 8 de S. cay. Aquellas muestras positivas 
fueron seleccionadas para ser sometidas a amplificación del promotor del TNF-α (1200 
pb). 

 

Amplificación del Promotor del TNF-α: Para la caracterización genética del promotor 
se empleó la técnica de PCR directa con posterior secuenciación del producto 
amplificado, según el protocolo de Baena et al. (2007). Brevemente, las condiciones de 
PCR fueron: 20-100ng de muestra en buffer PCR (10mM Tris-HCL pH 8.3, 50mM 
KCl), 2,0 mM MgCl2, 1uM de cada primer (TNF- _Baena_FW: 
5´AGTGAGAAYTTCCCAGTCTATC 3´ y TNF-RV: 5´ TCC TCT GCT GTY CTT 
GCT G 3´), 200uM de cada dNTP, 5% de DMSO y 0.7 U de Taq polimerasa, en un 
volumen final de 50ul. Las Condiciones de Ciclado fueron: desnaturalización inicial de 
95°C por 5 min. y 40 ciclos de: 95°C por 1 min, 63°C por 1 min, 72°C por 1 min; y 
una extensión final de 72°C por 3 min. Como controles positivos se utilizaron muestras 
de archivo de ADN genómico total de humano, y como control negativo se utilizó 
agua de PCR sin templado. 

Los productos de PCR (10ul) fueron resueltos en geles de agarosa al 2% y teñidos con 
Syber- Safe (Life Technologies Corp.), una banda de 1200 pb indicó amplificación 
positiva. Aquellas muestras positivas fueron purificadas y seleccionadas para su 
posterior secuenciación. Las muestras fueron secuenciadas en ambas cadenas mediante 
Servicios a terceros (Macrogen Inc. Korea). 

 



  

Análisis de Secuencias: Los cromatogramas obtenidos fueron analizados en el programa 
Codon Code Aligner (Codon Code Corporation). Brevemente, se excluyeron las 
regiones ilegibles (alrededor de 20 nt. del inicio y final de la lectura), y se corrigieron 
las indeterminaciones a lo largo de la secuencia (reemplazo de ¨N¨ por la base 
correspondiente). Durante la inspección del cromatograma, se prestó especial atención 
a los dobles picos (superposición de bases) dado que representan potenciales sitios de 
heterocigosispara para el SNPs (Polimorfismo de Base única o Single Nucleotide 
Polymorphism). 

Las secuencias corregidas se exportaron en formato FASTA y su origen biológico fue 
evaluado mediante BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). 

 

Caracterización genética del TNF-α: Para estimar la composición genética (frecuencia 
de bases) y las diferencias entre sitios para cada par de especies se empleó el programa 
MEGA7 (Kumar et al., 2016). Como secuencia de referencia se empleó el promotor 
del TNF-α Humano: Homo sapiens (AB103618). Para la estimación de parámetros 
genético-poblacionales dentro de cada especie, se estimaron cuatro índices: número de 
haplotipos, número de sitios polimórficos, diversidad nucleotídica y diversidad 
haplotípica en el programa DnaSP 5.10.1 (Librado & Rozas, 2009). 

 

Análisis Filogenético: Para el análisis filogenético se definió un dataset compuesto 
por aquellas secuencias disponibles en GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para los principales géneros de Primates. 
Entre ellos: Catarrinos: Homo sapiens (AL929587, CR753892, CR942185, 
AB103618, AY214167, AB088112, BA000025, AL662847), Pan troglodytes 
(AB054536, BA000041, AB210165, AB210166), Gorilla (CU104666), Pongo 
pygmaeus (EF609117, EF609119, EF609118), Pongo abelii (AC206710), Papio anubis 
(NC_018155), Papio hamadryas ursinus (AF027198), Mandrillus (NW_012106809), 
Cercocebus (NW_012003394), Macaca_mulatta (AB128049, AC148679, AC148688), 
Chlorocebus_sabaeus (EU626004), Colobus_angolensis (NW_012115555); Platirrinos: 
Callithrix_jacchus (AC243944), Aotus (NW_012186114), S. nigritus (este estudio), S. 
cay (este estudio) y A. caraya (este estudio). Como grupo externo (outgroup) se 
empleó la secuencia de Mus musculus (GQ917239). El set de datos final estuvo 
compuesto por 31 secuencias de 1129 nt. de longitud. Las secuencias fueron alineadas 
y el Modelo de Evolución fue determinado empleando MEGA7 (Kumar et al., 2016). 
Como método de inferencia filogenética se empleó Maximum Likelihood (ML) con 
Bootstrap de 100. Todos los parámetros evolutivos (test de neutralidad) y los árboles 
filogenéticos fueron construidos en MEGA7 (Kumar et al., 2016). 

 

Análisis de Sitios de unión a FT: Los motivos-FT fueron analizados con el 
programa TRAP (Transcription factor Affinity Prediction) (Thomas-Chollier et al., 
2011). Los patrones de afinidad de unión de FT al promotor fueron comparados en las 
diferentes especies para establecer hipótesis sobre la susceptibilidad a desarrollar FA 
(desarrollo de infecciones subclínicas o leves/ desarrollo de infecciones agudas o 
fatales). 

 

 



  

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

 

Muestras analizadas 

 

Se analizaron un total de 66 muestras que cumplieron los requisitos de calidad para su 
posterior análisis y se obtuvieron secuencias promotoras del TNF-α (600-1200 pb) en un 
total de 20 de ellas: 9 individuos de S. nigritus, 6 individuos de S. cay y 5 individuos de 
A. caraya. No pudieron obtenerse secuencias de A. guariba. Este desgranamiento 
podría ser atribuido a una baja calidad del ADN archivado (por ejemplo, encontrarse 
altamente fragmentado). En particular, aquel proveniente de muestras de heces (n=26). 
No se realizaron campañas de muestreo durante la ejecución de este estudio. 

 

Caracterización genética del promotor del TNF-α 

 

Los promotores obtenidos fueron caracterizados en función de su composición genética 
(frecuencia de bases) y de parámetros genético-poblacionales (número de haplotipos, 
número de sitios polimórficos, diversidad nucleotídica y diversidad haplotípica). Los 
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1 y 2. 

Brevemente, los promotores de platirrinos presentaron frecuencias mayores de G+C 
(56% en promedio) comparada con la humana (46.3%). La especie que presentó la menor 
diversidad genético- poblacional fue A. caraya y la mayor fue S. nigritus. Este 
resultado podría ser atribuido a que las muestras de A. caraya habían sido colectadas 
de tropas salvajes, mientras que las muestras de S. nigritus provenían de ejemplares 
en cautiverio. En este sentido, la variabilidad genética de S. nigritus podría estar 
indicando la presencia de ejemplares decomisados de diferentes puntos de la provincia e 
incluso Paraguay, hipótesis que deberá ser confirmada en futuros estudios de 
filogeografía. Por otra parte, es notable la baja variabilidad genética de las poblaciones de 
A. caraya en la naturaleza, y podría ser atribuido (en parte) a la alta mortalidad que 
presentan estas tropas frente a los brotes de fiebre amarilla, los cuales exterminan gran 
parte de la población, e impactan directamente en el acervo genético de estos primates 
(Holzmann et al., 2010; de Azevedo et al., 2021). 

 
 

Tabla 1: Composición de bases de los Promotores Analizados 
 

Muestra T C A G G+C Total 

Homo sapiens 18.8 26.9 25.0 19.4 46.3 1154 

A. caraya 19.8 27.2 23.8 29.2 56.4 1166 

S. cay 19.7 27.3 23.8 29.2 56.5 1162 

S. nigritus 19.9 27.0 24.0 29.1 56.1 1162 

 
 
 



  

Tabla 2: Parámetros Genético-Poblacionales para cada especie 
 

Especie S. nigritus S. cay A. caraya 

Individuos 9 6 5 

Nro. De Sitios polimórficos 11 7 0 

Número de Haplotipos 6 3 1 

Diversidad Haplotípica 0,7843 0,5455 0,000 

Diversidad Nucleotídica 0,00360 0,00465 - 

Secuencias analizadas 18 12 10 

pb 1150 613 672 

 
 
Polimorfismos de nucleótido único (SNPs) 
 

La comparación de secuencias por sitios para cada par de especies se muestra en la 
Tabla 3. Brevemente, el número de sitios diferentes con respecto a Homo sapiens fue de 
100 en A. caraya, 114 en S. cay y 119 en S. nigritus. Estas diferencias fueron menores al 
comparar entre géneros de platirrinos (Sapajus versus Alouatta, aprox. 40 sustituciones) 
y dentro de un mismo género (Sapajus cay versus  S. nigritus, aprox. 4). El aumento en 
el número de sustituciones a medida que aumenta el tiempo de divergencia entre taxones 
se encuentra dentro de los patrones esperados del reloj molecular, y coincide con el 
modelo propuesto de evolución neutral para regiones distales del TNF-α (Goldfeld et al., 
2000). 
 

 
Tabla 3: Genética comparada entre pares de especies para cada sitio del                    

Promotor del TNF-alfa 
 

Par dd ii si sv R Total 

Catarrinos versus Platirrinos 

Hs/ACa 100 1047 60 40 1.5 1147 

Hs/Sc 114 1029 74 40 1.9 1143 

Hs/Sni 119 1024 78 41 1.9 1143 

Platirrinos 

Aca/Sc 56 1105 36 20 1.8 1161 

Aca/Sni 61 1100 40 21 1.9 1161 

Sin/Sc 5 1157 4 1 4 1162 

 
Hs: Homo sapiens; Aca: Alouatta caraya; Sc: Sapajus cay; Sni: Sapajus nigritus. 
dd= pares diferentes; ii = Pares idénticos; si = Transiciones; sv = Transversiones; R = si/sv 
 



  

Inserciones y deleciones (indels): 
 

Se identificaron un total de 11 posiciones con indels, incluyendo: siete de 1 nt; uno 
de 2 nt; uno de 3nt; uno de 4 nt. y uno de 15 nt. Algunas de estas indels habían sido 
previamente reportadas en Platirrinos (Leung et al., 2000). Sin embargo, este estudio 
representa el primer reporte para Alouatta y Sapajus. De particular interés, la inserción 
de 15 nt. fue característica de los platirrinos pero presentó una secuencia diferente en 
Alouatta, mientras que el indel de 4 nt. fue específico del género Sapajus. En su conjunto, 
estos eventos mutacionales propios de los taxones podrían ser considerados como 
puntos de calibración evolutivos para la futura datación molecular de la filogenia de estos 
Primates. 

 
Análisis Filogenético y Evolución del TNF: 
 

Las relaciones filogenéticas entre estas secuencias y otros primates se muestran en la 
Figura 1. El modelo evolutivo que mejor se adaptó al conjunto de datos fue Kimura 
2 parámetros con una distribución Gamma de 0,95. Brevemente, la topología general 
del árbol fue consistente a nivel de Familias. En este sentido, se identificaron 3 cluster 
principales, que correspondieron a los siguientes Taxones: 

 
1) Flia Cebidae: agrupó los géneros Aotus, Callithrix y Sapajus. 
2) Flia Cercopithecidae: agrupó loas géneros Colobus, Mandrilus, Cercocebus, Macaca. 
3) Flia Hominidae: agrupó los géneros Homo, Pan, Gorilla, Pongo. 
 
 
Con respecto a la familia Hominidae, si bien los Clusters de Géneros agruparon a las 
especies correctamente y fueron monofiléticos, las relaciones jerárquicas no fueron 
consistentes con aquella descripta en la taxonomía debido a que resultaron en el 
agrupamiento: ((Homo), (Gorilla, Pan)), mientras que el mismo debería ser ((Homo, 
Pan), Gorilla)). Esto podría deberse a una serie de factores, entre ellos: 

 
1) Falta de datos: la necesidad de incluir más secuencias en el alineamiento, para una 

mejor resolución de la filogenia; y/o 
2) Presencia de selección natural sobre el promotor del TNF-α. 

 
Con respecto a este último, se realizó el test de Neutralidad para evaluar la hipótesis 
nula de reloj molecular. El análisis global sobre la filogenia soportó un proceso de 
evolución neutral (p=0,0304) pero cuando el estadístico se aplicó sobre la Familia 
Hominidae, éste fue rechazado con un valor de significancia de P = 0.0047, indicando 
que otros procesos evolutivos podrían estar operando en este linaje. 



  

Figura 1: Relaciones filogenéticas del TNF-α en el linaje de los Primates 
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Figura 1: Las relaciones evolutivas fueron determinadas con el método de Maximum 
Likelihood (ML), empleando el Modelo de Evolución Kimura 2-parametros con distribución 
gamma (G = 0.95). Se realizaron 100 réplicas de Bootstrap. El árbol se presenta a escala, donde 
el largo de las ramas representa la distancia evolutiva entre los taxa. Las muestrs obtenidas en este 
estudio se indican en verde. Todos los análisis fueron realizados en MEGA7 (Kumar et al., 2007). 



  

Sitios de Unión a Factores de Transcripción 
 

Para realizar la caracterización de sitios de unión a FT de las nuevas secuencias 
se empleó predicción in sílico con el programa online Transcription factor Affinity 
Prediction (TRAP). En la Figura 2 se muestran las secuencias alineadas y los sitios de 
unión a FT identificados. 

Brevemente, se identificaron 17 sitios significativos de unión al TNF-α (p<0,05), 
tres de los cuales ya habían sido previamente reportados en la literatura (STAT1, STAT3 
y NF-κβ). Los 17 sitios fueron agrupados en 3 categorías funcionales: (i) Reguladores 
del crecimiento y diferenciación de celular (TP53, Spz1, Zfp423, NR2E3, Myf, ELF5, 
TEAD1, EGR); (ii) Reguladores de la hematopoyesis (Myb, PBX1, RUNX, SPI1, 
EBF1, MZF1); y (iii) Mediadores de la función inflamatoria e inmune (NFKB, STAT1 
y STAT3). En esta última categoría también fueron incluidos motivos-FT previamente 
descriptos en la literatura como activadoras del TNF-α in vitro: Sp1, ETS, CRE y 
NFAT. Las funciones de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 5. El significado 
biológico y funcional de la predicción in-silico deberá ser confirmado en futuros estudios 
in vitro. 

 
Figura 2: Alineamiento del Promotor del TNF-α (1173 pb) en las                                 

especies analizadas. 
Myf MZF1 ELF5 EBF1 

#AB103618_Homo_sapiens GGGAGCAAGA GCTGTGGGGA GAACAAAAGG AT-AAGGGCT CAGAGAGCTT CAGGGATATG TGATGGACTC ACCAGGTGAG  
[  80] 
#A_caraya ........C. ........C. ......GG.. ..A....... .......... .......... ......G... ..........  
[  80] 
#S_nigritus ........C. ........C. ......G... ..A....... .......... .......... ......G... .T........  
[  80] 
#S_cay ........C. ........C. ......G... ..A....... .......... .......... ......G... .T........  

[  80] 
 

Myf MZF1 SPI1 Myf ELF5 
#AB103618_Homo_sapiens GCCGCCAGAC TGCTGCAGGG GAAGCAAAGG AGAAGCTGAG AAGATGAAGG AAAAGTCAGG GTCTGGAGGG GCGGGGGTCA  
[ 160] 
#A_caraya ..A....... .......... ....T..... ..G....... ....CA.... .......... .......... ..........  
[ 160] 
#S_nigritus ..A....... .......... .......... ..G....... ....CA.... ..G....... .....C.... .T........  
[ 160] 
#S_cay ..A....... .......... .......... ..G....... ....CA.... ..G....... .....C.... .T........  

[ 160] 
 

Myf EBF1 TEAD1 Spz1 EBF1  MZF1 RUNX 
#AB103618_Homo_sapiens GGGAGCTCCT GGGAGATATG GCCACATGTA GCGGCTCTGA GGAATGGGTT ACAGGAGACC TCTGGGGAGA TGTGACCACA  
[ 240] 
#A_caraya ......CG.. .......... .T........ .T........ .........G .......G.. .......... ..........  
[ 240] 
#S_nigritus ......CT.. .......... .T........ .T........ .........G .......... .....C.... ..........  
[ 240] 
#S_cay ......CT.. .......... .T........ .T........ .........G .......... .....C.... ..........  
[ 240] 

 
ELF5 MZF1 NFK-B 

#AB103618_Homo_sapiens GCAATGGGTA GGAGAATGTC CAGGGCTATG GAAGTCGAGT ATGGGGACCC CCCCTTAACG AAGACAGGGC CATGTAGAGG  
[ 320] 
#A_caraya ....A..... .......... ...A...... .GG....... G......... ..G..---.C .......... ...AC.....  
[ 320] 
#S_nigritus ....A..... .......... ...A...... .GG..G.... GC.....T.. ..G..---.C .......... ...AC.....  
[ 320] 
#S_cay ....A..... .......... ...A...... .GG....... GC.....T.. ..G..---.C .......... ...AC.....  

[ 320] 
 

EBF1 MZF1 RUNX 
#AB103618_Homo_sapiens GCCCCAGGGA GTGAAAGAGC CTCCAGGACC TCCAGGTATG GAATACAGGG GACGTTTAAG AAGATATGGC CACACACTGG  
[ 400] 
#A_caraya .......... .......... .......... ........C. .......... ..T....C.. ....-...A. .T.C......  
[ 400] 
#S_nigritus .......... .......G.. .......G.. ........CA ....C..... ..T....... ....C..... ......T...  
[ 400] 
#S_cay .......... .......G.. .......G.. ........CA ....C..... ..T....... ....C..... ......T...  
[ 400] 

 
Zfp423 SPI1 ELF5 STAT1/3 

#AB103618_Homo_sapiens GGCCCTGAGA AGTGAGAGCT TCATGAAAAA AATCAGGGAC CCCAGAGTTC  TTGGAAGCC AAGACTGAAA CCAGCATTAT  
[ 480] 
#A_caraya ....G..... .A........ .....-..C. T......... .........T .......... .......... ......G.G.  
[ 480] 
#S_nigritus ...GG..... .A........ ...CC-..C. .......... .........T .......... .......... .T....G.G.  
[ 480] 
#S_cay ...GG..... .A........ ...CC-..C. .......... .........T .......... .......... .T....G.G.  
[ 480] 



  

 
NFK-B EBF1 MZF1 EBF1 

#AB103618_Homo_sapiens GAGTCTCCGG GTCAGAATGA AAGAAGAAGG CCTGCCCCAG TGGGGTCTGT GAAT CCCGG GGGTGATTTC ACTCCCCGGG  
[ 560] 
#A_caraya ....TC.A.. .......... ...G.....C .......... .......C.. .......... ..C....... ......T...  
[ 560] 
#S_nigritus .....C.A.. .......... ...G.....C ...A-..... .......C.. .......... ..C....... ......T...  
[ 560] 
#S_cay .....C.A.. .......... ...G.....C ...A-..... .......C.. .......... ..C....... ......T...  

[ 560] 
 

NFK-B Spz1 TP53 
#AB103618_Homo_sapiens GCTGTCCCAG GCTTGTCCCT GCTACCCCCA CCCAGCCTTT CCTGAGGCCT CAAGCCTGCC ACCAA----- ----------  
[ 640] 
#A_caraya .......... .......... .......... ........AC ..C....T.C TG........ C....GTCCG GAGGTGCCCT  
[ 640] 
#S_nigritus .......... .......... .......... ........AC ..C....T.C TG..T...T. C...CGTATG GAGCTGCCCT  
[ 640] 
#S_cay .......... .......... .......... ........AC ..C....T.C TG..T...T. C...CGTATG GAGCTGCCCT  

[ 640] 
 

Myf MZF1 EBF1 RUNX Spz1 
#AB103618_Homo_sapiens GCCCCCAGCT CCTTCTCCCC GCAGGGACCC AAACACAGGC CTCAGGACTC AACACAGCTT TTCCCTCCAA CCCCGTTTTC  
[ 720] 
#A_caraya .T...TC... ........T. C......... .......A.. .......... .......... .......... .T..A.....  
[ 720] 
#S_nigritus .T...TG... ........T. C......... ........A. .......... .....G.... .......... .T........  
[ 720] 
#S_cay .T...TG... ........T. C......... ........A. .......... .....G.... .......... .T........  
[ 720] 

 
ELF5 STAT3 ELF5 

#AB103618_Homo_sapiens TCTCCCTCAA GGACTCAGCT TTCTGAAGCC CCTCCCAGTT CTAGTTCTAT CTTTTTCCTG CATCCTGTCT GGAAGTTAGA  
[ 800] 
#A_caraya .......TG. .....T..T. .......... .......... ..CC...... .......... .......... A..CA.CT..  
[ 800] 
#S_nigritus .......TG. .......... .......... .......... .----..CC. .......... .......... ..GCA.C...  
[ 800] 
#S_cay .......TG. .......... .......... .......... .----..CC. .......... .......... ..GCA.C...  

[ 800] 
 

ELF5 RUNX MZF1 Spz1 MZF1 
 
#AB103618_Homo_sapiens AGGAAACAGA CCACAGACCT GGTCCCCAAA AGAAATGGAG GCAATAGGTT TTGAGGGGCA TGGGGACGGG G--TTCAGCC  
[ 880] 
#A_caraya G......... .......... .......... ......TC.. A.....A.C. .......... .....GAA.. .AC.......  
[ 880] 
#S_nigritus G......... .......... .........C ......TC.. A.......C. .....A.... .....GAAA. .AC.......  
[ 880] 
#S_cay G......... .......... .........C ......TC.. A.......C. .......... .....GAAA. .AC.......  
[ 880] 

 
NFK-B MZF1 

#AB103618_Homo_sapiens TCCAGGGTCC TACACACAAA TCAGTCAGTG GCCCAGAAGA CCCCCCTCGG AATCGGAGCA GGGAGGATGG GGAGTGTGAG  
[ 960] 
#A_caraya .......... .......... .......C.. .......... -G........ .........G ......G... ..........  
[ 960] 
#S_nigritus .......... .......... ..C....C.A .....A...G -G.....T.. .......... ......G... .....A....  
[ 960] 
#S_cay .......... .......... ..C....C.. .....A...G -G........ .......... ......G... .....A....  

[ 960] 
 

NFK-B MZF1 Myb NFAT/ETS MZF1 UP/SP1 EGR1 EGR NFAT Myf NR2E3 
#AB103618_Homo_sapiens GGGTATCCTT GATGCTTGTG TG AAAT CCGAGA CAGAAGGTGC [1040] 

#A_caraya .A........ ........G. .......... .......... T..A...... .......... .....G..C. .T......TT  [1040] 
#S_nigritus .A........ ....T...G. .......... .......... T..A...... T......... .....G.... .T....C.TT  [1040] 
#S_cay .A........ ....T...G. .......... .......... T..A...... .......... .....G.... .T....C.TT  [1040] 

 
ELF5 SPI1 NFAT/ETS CRE NFAT ETS ELF5 SPI1 NFAT/ETS PBX1 MZF1 

#AB103618_Homo_sapiens AGGGCCCACT ACCGCTTCCT CCAGATGAGC TCATGGGTTT CTCCACC GCTGGTTGAA TGATTCTTTC  [1120] 

#A_caraya .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [1120] 
#S_nigritus .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [1120] 
#S_cay .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [1120] 

 
NFAT/SP1 EBF1 TATA Box Myb +1 

#AB103618_Homo_sapiens CCCGCCCTCC TCTCGCCCCA GGGAC-ATAT AAAGGCAGTT GTTGGCACAC CCA [1173] 
#A_caraya .......... ....C..T.. .....TT... .......... ...-T..... ... [1173] 
#S_nigritus .......... ....C..T.. .....TT... .......... ...-T..... ... [1173] 
#S_nigritus_2 .......... ....C..T.. .....TT... .......... ...-T..... ... [1173] 
#S_cay .......... ....C..T.. .....TT... .......... ...-T..... ... [1173] 

 

 
Los sitios de unión a FT determinados in silico se indican en rojo (este estudio). Aquellos reportados en la 
literatura se indican en amarillo. 
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Tabla 5: Función de los Factores de Transcripción del TNF-α identificados en 
este estudio (in silico) y en la literatura (in vitro). 
 
FT Función 
Crecimiento y Diferenciación 
TP53 (*) Regulador de numerosos procesos celulares (entre ellos apoptosis y respuesta al daño del ADN) 

bajo condiciones de stress. 
Spz1 Regulador de la proliferación y diferenciación cellular durante la espermatogénesis. 
Zfp423 Implicado en la formación del Sistema nervioso central (procencéfalo y mesencéfalo) durante 

la embriogénesis. 
NR2E3 Regulador durante el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la función celular en los 

adultos. Entre otros, la retina. 
Myf Implicado en el desarrollo del tejido muscular esquelético durante el desarrollo embiornario. 
ELF 5 Regula los últimos estadios de la diferenciación terminal de los queratinocitos. 
TEAD1 Implicado en el desarrollo del Sistema nervioso durante el desarrollo embrionario. 
EGR1 Implicado en la diferenciación celular, proliferación y angiogénesis. Plasticidad Neuronal. 
2 – Hematopoyesis 
Myb Regulador clave de las células madre en la médula ósea y regiones neurogenicas del cerebro 

adulto. 
PBX1 Regulador  de  numerosos  procesos  embriogénicos,  incluyendo  patrones  morfológicos,  la 

organogenesis y la hematopoyesis. 
RUNX Regulador  de  la  angiogenesis  y  hematopoyesis  durante  la  embriogénesis  y  para  la 

diferenciación de células madre de la sangre en la médula ósea adulta. 
SPI1 Implicado en el desarrollo de las células del linaje mieloide y linfoide. 
EBF1 Controla  la  expresión  de  proteínas  claves  para  la  transducción  de  señal,  función  y 

diferenciación de células B. 
MZF1_1-4 Regulador trasncripcional durante la hematopoyesis. Línea mieloide. 
3. Mediadores de la función inflamatoria e inmune 
STAT1 Implicado en funciones celulares esenciales relacionadas con la proliferacion, la supervivencia 

y la angiogenesis. Estudios in vitro sugieren que podría activar la vía de expresión y 
trasncripción del TNF en la vía inducida por LPS. 

STAT3 Implicado en la proliferación, migración y apoptosis celular. Estudios in vitro sugieren que 
podría activar la vía de expresión y trasncripción del TNF en la vía inducida por LPS. 

NFKB y B1 Regula varios procesos celulares incluyendo la supervivencia celular y la inflamación. En 
estudios in vitro, ha sido descripto como un inmunomodulador de la expresión del TNF alfa. 

SP1 (**) Activador de la expresión de genes implicados en el desarrollo/diferenciación de la línea 
mieloide y de linfocitos-B. Estudios in vitro indican que contribuye a la formación del 
enhanceosoma en la via de activación frente a virus. 

ETS (**) Regulador del desarrollo y diferenciación terminal de las células NK. Estudios in vitro indican 
que contribuye a la formación del enhanceosoma en la via de activación frente a virus. 

NFAT (**) Regulador de genes centrales del crecimiento y supervivencia de células hematopoyéticas. 
Estudios in vitro indican que contribuye a la formación del enhanceosoma en la via de 
activación frente a virus y iones calcio. 

CRE (**) Contribuye a al formación del enhanceosoma en la activación del TNF. 
 

(*) Sólo presente en Alouatta caraya. (**) Componentes del enhanceosoma y de la activación 
in vitro. 



  

Estudios de Asociación 
 
Para evaluar si las características genéticas/estructurales/evolutivas hasta aquí descriptas 
podrían estar relacionadas con la susceptibilidad al desarrollo de la fiebre amarilla en 
las especies analizadas, se compararon las gráficas de afinidad a FT obtenidas para cada 
especie. Como modelo de análisis se eligió la activación del TNF-α en células T, la cual 
involucra a los sitios: Sp1, ETS, CRE y NFAT (respuesta a virus) y CRE-NFAT (iones 
calcio) (Falvo et al., 2010). Por último, se analizó al NF-κβ, debido a ser un fuerte 
candidato del análisis predictivo de afinidad in silico. 

Las gráficas obtenidas se muestran en la Figura 3 y 4. Los patrones de afinidad de las 
especies S. nigritus y S. cay fueron idénticos para todos los sitios, por lo que se muestran y 
discuten combinados como ¨Sapajus¨. Los cambios más destacados entre los diferentes 
géneros se identifican con un asterisco (*). 

 
Los principales hallazgos se describen a continuación: 
 
1) Platirrinos: Los patrones de afinidad de Alouatta y Sapajus mostraron una reducción 

drástica de la afinidad por SP1 con respecto a la secuencia humana. Este cambio 
podría modificar el ensamblaje del enhanceosoma y la vía de activación del TNF-α 
en presencia de virus, reduciendo los niveles de TNF-α. Al respecto, cabe mencionar 
que la exposición al virus de la FA constituye un evento reciente en la evolución de 
estas especies y explicaba (en parte) su vulnerabilidad (Lynch Alfaro et al., 2012; 
Perelman et al., 2011; Bryant et al., 2007). 

2) Sapajus: Los patrones de afinidad de Sapajus con respecto a la secuencia de Alouatta 
incluyeron un menor número de sitios activadores NFAT. Diferencia que podría 
resultar en una menor transcripción del TNF-α y explicar (en parte) la mayor 
resistencia de Sapajus al desarrollo de FA fatal comparado con Alouatta. 

 
Sin embargo, las hipótesis generadas a partir de los resultados obtenidos del análisis in 
vitro deberán ser confirmadas en futuros estudios de expresión in vitro. 

 
Con respecto al NF-κβ, se encontró un mayor número de sitios en Sapajus que en 
Alouatta. Los estudios in vitro han propuesto un rol represor de este FT en la 
transcripción del gen del TNF-α, si bien existe controversia al respecto (Falvo et al., 
2010). En vistas de nuestros resultados, el rol del NF-κβ en el desarrollo de la FA 
merece futuros estudios. 
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Figura 3: Gráficas de afinidad por sitios de unión a FT en el Promotor del TNF-α (predicción in silico). 
Eje de las x: posición en el promotor. Eje de las Y: afinidad. 
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Figura 4: Gráficas de afinidad por sitios de unión a NF-κβ en el Promotor del TNF-α (predicción in silico). 
Eje de las x: posición en el promotor. Eje de las Y: afinidad 
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CONCLUSIONES 
 
1) Se analizaron y ensamblaron los promotores del TNF-α de 3 de las 4 especies 
propuestas: A. caraya; S. cay y S. nigritus. Las mismas se encuentran en proceso de ser 
depositadas en GenBank y constituirán el primer reporte para estas especies a nivel 
mundial. No pudieron obtenerse secuencias de A. guariba. 

2) Los estudios de genética comparada del TNF-α permitieron identificar características 
propias de las diferentes especies. Entre ellas, una inserción/deleción de 15nt. que fue una 
característica compartida y exclusiva de los Platirrinos, y una inserción de 4 nt. que fue 
propia del género Sapajus. Estos eventos mutacionales representan puntos interesantes 
para la calibración del árbol evolutivo de los platirrinos. 

3) La evolución del TNF-α se ajustó al modelo neutral, a excepción del linaje Hominidae, 
donde otros procesos evolutivos podrían estar operando. Futuros estudios con un mayor 
número de secuencias permitirán confirmar estas hipótesis. 

4) Los estudios de bioinformática permitieron identificar 17 sitios de unión a FT con 
afinidad significativa por las secuencias de TNF-α. De particular interés, el rol del NF-κβ 
en la regulación del TNF-α merece futuros estudios. 

5) Las gráficas de afinidad a FT obtenidas para cada especie mostraron pérdida de 
afinidad por el sitio SP1 en Platirrinos. Este patrón podría resultar en una reducción de la 
transcripción del TNF-α en respuesta a virus. Además, se identificó un número menor de 
sitios activadores NFAT en Sapajus con respecto a la secuencia de Alouatta. Diferencia 
que podría resultar en una menor transcripción del TNF-α y explicar (en parte) la mayor 
resistencia de Sapajus al desarrollo de FA fatal. Estas hipótesis deberán ser confirmadas 
en futuros estudios de expresión in vitro. 
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INTRODUCCIÓN 
 
La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa crónica, cuya 
patogénesis es compleja y se manifiesta con deterioro cognitivo y trastornos 
conductuales, en el desarrollo de la cual se han descrito muerte neuronal, pérdida sináptica 
y atrofia de zonas del cerebro como hipocampo y corteza. Las placas amiloides y ovillos 
neurofibrilares en el tejido cerebral constituyen los principales eventos histopatológicos 
que la caracterizan y este cuadro se acompaña de altos niveles de estrés oxidativo, 
inflamación, disfunciones vasculares, metabólicas, altos niveles de péptidos β amiloides 
(Aβ) y activación glial. En la patogenia temprana de la enfermedad los astrocitos y la 
microglía pierden sus funciones homeostáticas y neuroprotectores y adoptan un rol pro-
inflamatorio, pudiendo ocurrir aún antes del depósito de placas amiloides (Olabarria et 
al. 2010, Beauquis et al. 2014, Pomilio et al. 2016). 

Aunque actualmente no existen tratamientos efectivos para la EA, se ha reportado que 
ciertos cambios en el estilo de vida se relacionan con una disminución de su incidencia o 
con un retraso en su progresión. Entre estos cambios, la realización regular de actividad 
física, social e intelectual es una de las estrategias más promisorias para retrasar el 
progreso de la enfermedad (Ngandu et al. 2015). En los últimos años se ha comenzado a 
prestar atención a la restricción dietaria (DR) como estrategia preventiva e incluso 
terapéutica del proceso neurodegenerativo asociado a la EA. Esta estrategia consiste en 
una reducción de la ingesta diaria de alimentos, pudiendo estar asociada o no a una 
disminución global de la ingesta calórica. Existe evidencia que sugiere que una 
disminución de la ingesta de alimento podría llevar a la prevención de enfermedades 
crónicas y a una prolongación de la expectativa de vida en diferentes modelos animales 
(McCay et al. 1935, Mattson 2005), modulando el metabolismo energético, las defensas 
antioxidantes, la inflamación y la autofagia, entre otras vías (Liu et al. 2017). A nivel del 
sistema nervioso, en modelos animales se ha reportado que la DR puede prevenir 
alteraciones relacionadas con la edad en la función motora y cognitiva, en la plasticidad 
sináptica y en la función glial (Moroi-Fetters et al. 1989, Mladenovic Djordjevic et al. 
2010, Ma et al. 2018). Tanto a partir de estudios en humanos como en modelos animales 
se ha sugerido que la DR podría prevenir los cambios cerebrales asociados a la EA a 
través de múltiples mecanismos incluyendo neuroprotección, modulación glial y 
degradación o clearance del Aβ (Luchsinger et al. 2002, Patel et al. 2005, Halagappa et 
al. 2007). 



 

Uno de los procesos que es regulado positivamente por la DR es la autofagia, un 
mecanismo catabólico que interviene en la degradación de organelas y proteínas mal 
plegadas como el Aβ y que podría tener un rol en su degradación a nivel tisular (Nilsson 
et al. 2013). Cabe destacar que la inflamación y la activación glial exacerbada, fenómenos 
presentes en la EA, afectan la función autofágica, pudiendo incrementar aún más la 
neurodegeneración (Alirezaei et al. 2011). 

A pesar de los múltiples beneficios para la salud que se han descrito en asociación a la 
DR, un punto que debe considerarse al plantear la implementación de esta estrategia en 
enfermedades asociadas al envejecimiento es el efecto que puede ejercer sobre el peso 
corporal y el metabolismo energético. En la EA, al igual que en otras enfermedades 
asociadas al envejecimiento, la pérdida de peso es una problemática frecuente, que 
potencialmente puede acrecentar el impacto de la enfermedad en los pacientes (Tamura 
et al. 2007). La mayoría de los protocolos de DR involucran una restricción calórica y 
llevan indefectiblemente a la pérdida de peso en grados variables. Por lo tanto, la 
implementación de protocolos que no impliquen una disminución global de la ingesta 
calórica podrían ser consideradas alternativas trasladables a la clínica (Brandhorst et al. 
2015). 

En el presente proyecto nuestro objetivo fue estudiar los efectos de un protocolo de DR 
periódica no asociado a pérdida de peso sobre la modulación de los cambios cognitivos y 
cerebrales presentes en un modelo animal de la EA. Complementariamente, se realizó un 
estudio in vitro para determinar la respuesta glial al Aβ y su potencial modulación por la 
restricción de nutrientes. Particularmente, se estudió la autofagia astroglial y su relación 
con el contenido intracelular de Aβ para obtener evidencia acerca de su rol potencial como 
vía de degradación y la activación microglial como un evento patogénico modificable 
asociado a la EA experimental.  
 
 
METODOLOGÍA 
 
Modelo animal de la enfermedad de Alzheimer. 
 
Se utilizaron ratones hembra adultos transgénicos PDAPP-J20 (PDGFB-APPSwInd; 
Mucke et al. 2000) criados en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina 
Experimental (IBYME-CONICET) por nuestro grupo a partir de reproductores donados 
por la Dra. Verónica Galván de la Universidad de Texas en San Antonio, Estados Unidos. 
Estos ratones portan en hemicigosis el gen humano de la proteína precursora del amiloide 
(APP) con las mutaciones Swedish e Indiana asociadas a la EA familiar, desarrollando 
déficits cognitivos y depósito cerebral de placas amiloides de manera progresiva, lo cual 
lo convierte en un modelo experimental ampliamente aceptado. Los animales se 
obtuvieron mediante la cruza de ratones macho transgénicos con hembras de la cepa 
C57BL/6J. La selección de transgénicos positivos se realizó mediante genotipificación 
por PCR con primers para la APP humana y los hermanos no transgénicos fueron 
utilizados como controles. Los ratones estuvieron alojados en jaulas conteniendo grupos 
de entre 3 y 5 animales en racks ventilados y condiciones estándar de bioterio con 
temperatura y humedad controladas. Los protocolos utilizados fueron aprobados por la 
CICUAL del IBYME y siguieron las normas bioéticas vigentes. Se hicieron los esfuerzos 
posibles para reducir tanto el número de ratones utilizados así como el sufrimiento animal. 
 
 



 

Protocolo experimental. 
 
Utilizando ratones de 6,5 meses de edad se formaron grupos de restricción dietaria (DR) 
o de alimentación ad libitum (AL). Todos los animales fueron alimentados con el mismo 
tipo de alimento (alimento ratón estándar GEPSA, Pilar, Argentina) desde el destete hasta 
la finalización del protocolo a los 8 meses de edad. Desde una semana antes del inicio del 
protocolo de DR se cuantificó la cantidad de alimento que cada jaula consumía 
diariamente con el objetivo de calcular la cantidad de alimento que se proveería durante 
los períodos de restricción. El protocolo está esquematizado en la figura 1 A. Los ratones 
en el grupo DR realizaron 3 ciclos de restricción alternados con períodos ad libitum (AL). 
Cada ciclo constó de 5 días de DR seguidos de 9 días de alimentación AL. Los ratones 
del grupo AL fueron alimentados ad libitum durante todo el experimento. De esta manera 
quedaron conformados 4 grupos experimentales: No transgénicos ad libitum (NTg-AL), 
No transgénicos restricción dietaria (NTg-DR), transgénicos ad libitum (Tg-AL) y 
transgénicos restricción dietaria (Tg-DR). Se realizaron mediciones de glucemia durante 
y al finalizar el protocolo utilizando un glucómetro (One Touch Ultra, Johnson & 
Johnson, Argentina). La eutanasia fue realizada bajo anestesia con ketamina (80 mg/Kg, 
i.p., Holliday-Scott, Argentina) y xilacina (10 mg/Kg, i.p., Bayer, Argentina) mediante 
decapitación. 
 
Evaluación conductual. 
 
Se realizaron pruebas para evaluar la conducta animal a los 5 y a los 8 meses con el 
objetivo de analizar el estatus cognitivo de los ratones antes y después de la intervención 
dietaria. A los 5 meses de edad se llevó a cabo la prueba de reconocimiento de la 
localización novedosa de un objeto. Esta se realizó colocando a cada animal en una caja 
plástica negra de 30 x 30 x 30 cm durante dos períodos (T1 y T2) de 10 minutos separados 
por 60 minutos, durante los cuales los animales regresaron a su jaula de origen (Fig. 2 A). 
En el período de entrenamiento T1 se colocaron dos objetos idénticos para que el animal 
explorara. En el período de evaluación T2 uno de los objetos fue desplazado a una esquina 
previamente vacía de la caja. Dado que los roedores se ven naturalmente atraídos por la 
novedad, es esperable que un ratón cognitivamente sano explore en mayor medida el 
objeto desplazado con respecto al no desplazado. El resultado se expresó como el 
porcentaje de tiempo utilizado en explorar el objeto desplazado con respecto al tiempo 
total de exploración. Durante la última semana del protocolo, en la cual todos los animales 
consumieron alimento de forma ad libitum, se evaluó la memoria espacial utilizando un 
laberinto en Y (Y-maze). El dispositivo estuvo fabricado en madera con recubrimiento de 
melanina negra y constó de tres brazos de 30 cm de longitud y 10 cm de ancho orientados 
a 60⁰ entre sí con paredes de 10 cm de alto (Fig. 2 C). Durante la fase de aprendizaje T1 
se les permitió a los animales la exploración de sólo dos brazos del laberinto durante 10 
minutos, al cabo de los cuales fueron devueltos a sus jaulas de origen durante 240 
minutos. En la fase de evaluación T2 los animales pudieron explorar libremente los tres 
brazos durante 10 minutos durante los cuales se cuantificó el tiempo de permanencia en 
cada brazo. En un animal cognitivamente sano, como es el caso de los controles no 
transgénicos, el tiempo de permanencia es mayor en el brazo novedoso dada la 
mencionada avidez de los roedores por la novedad. El resultado se expresó como el 
porcentaje de tiempo de exploración del brazo novedoso con respecto al tiempo de 
exploración total. 
 
 



 

Procesamiento del tejido, tinción de rojo Congo e inmunohistoquímica.  
 
Luego de la eutanasia se disecó el cerebro de los animales y se separaron ambos 
hemisferios. Se disecó el hipocampo a partir del hemisferio izquierdo y se lo congeló en 
hielo seco para ser conservado en freezer a -80⁰C hasta ser utilizado para la medición de 
proteínas por western blot. El hemisferio derecho fue fijado durante 16 horas en 
paraformaldehído al 4% a 4⁰C y posteriormente procesado con un vibrátomo (Ted Pella, 
EEUU) para obtener cortes coronales de 60 µm de espesor. Estos cortes fueron utilizados 
para la tinción de rojo Congo y para inmunohistoquímica. La técnica de rojo Congo se 
realizó siguiendo protocolos previamente publicados por nuestro grupo (Pomilio et al. 
2016). Las técnicas de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia se realizaron sobre 6 
cortes seriados por animal mediante la modalidad de cortes flotantes (Vinuesa et al. 2016). 
Se analizó la neurogénesis adulta en el hipocampo mediante inmunohistoquímica para 
doublecortin (DCX; anticuerpo policlonal hecho en cabra, SCBT, EEUU), marcador de 
neuronas inmaduras. Se estudió la astroglía y la microglía en hipocampo mediante 
inmunohistoquímica para GFAP (policlonal hecho en conejo, Sigma, EEUU) e Iba-1 
(policlonal hecho en conejo, Wako, Japón), respectivamente y se evaluó su grado de 
activación y morfología usando un programa de análisis de imágenes (ImageJ). Se evaluó 
la autofagia glial mediante doble inmunofluorescencia para GFAP y LC3 (policlonal de 
conejo, Novus, EEUU) o GFAP, marcador de vesículas autofágicas. El Aβ fue detectado 
mediante el anticuerpo 4G8 (monoclonal de ratón, Chemicon, EEUU). Se utilizaron 
anticuerpos secundarios apropiados biotinilados (Vector, EEUU) o acoplados a 
fluoróforos (Invitrogen, EEUU). 
 
Análisis histológico. 
 
Todos los análisis fueron realizados sobre cortes seriados de hipocampo utilizando 
técnicas de estereología para su cuantificación. A partir de los cortes procesados para rojo 
Congo se cuantificó la carga amiloide en el hipocampo midiendo el área positiva para la 
tinción mediante el software ImageJ y expresándola como el porcentaje de área positiva 
con respecto al área del hipocampo. También se midió el número y el área promedio de 
placas amiloides en el hipocampo. Las células positivas para DCX se cuantificaron en la 
zona subgranular del giro dentado y el resultado se expresó como el número total de 
células DCX+ por animal distinguiendo entre hipocampo dorsal y ventral. Se midió el 
área inmunoreactiva de GFAP por hipocampo y se evaluó la complejidad de los procesos 
astrogliales GFAP+ mediante la técnica de Sholl. El contenido de LC3 en los astrocitos 
se analizó en cortes inmunomarcados para GFAP y LC3. El resultado se expresó como el 
porcentaje del área GFAP+ marcada también para LC3. El tamaño del soma microglial 
se analizó sobre la inmunohistoquímica para Iba1 en hipocampo. El score de activación 
de la microglía se calculó como fue reportado previamente (Pomilio et al. 2016) para lo 
cual, a partir de sus características morfológicas, se definieron tres estadios de activación: 
ramificado (o no activado), reactivo y ameboide (Fig. 4 D). El score fue calculado a partir 
de la suma de los productos de un factor numérico (0 para ramificado, 1 para reactivo y 
2 para ameboide) por la proporción de células en cada estadio. 
 
 
 
 
 
 



 

Western blot. 
 
Se analizó el contenido de IL1β en el hipocampo mediante western blot. Luego de 
homogeneizar las muestras con sonicador en buffer RIPA, se midió la concentración de 
proteínas mediante la técnica de Bradford. Luego de realizar la lisis con buffer de carga, 
las muestras se sembraron en geles de acrilamida, se separaron por SDS-PAGE y se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. La detección de la IL1β se realizó utilizando 
un anticuerpo monoclonal (SCBT, EEUU) y revelado con un anticuerpo secundario 
acoplado a HRP en un analizador Amersham Imager 600 (GE Healthcare, EEUU). Su 
nivel se relativizó al contenido de β-actina (anticuerpo monoclonal, SCBT). 
 
Experimentos in vitro. 
 
Se realizó el cultivo de las líneas celulares C6 de astroglioma de rata (Pomilio et al. 2016) 
y BV2 de microglía murina (Gregosa et al. 2019) en RPMI con 10% de suero fetal bovino 
(SFB) en botellas T75 a 37ºC y CO2 5%. El protocolo de restricción de nutrientes (RN) 
consistió en la deprivación parcial de nutrientes en medio RPMI con SFB al 2% por 6 hs. 
Al finalizar el protocolo, las células se subdividieron en dos grupos: control y Aβ, este 
último expuesto por 2, 6 o 24 hs al péptido Aβ 1-42 fibrilar (Sigma, EEUU), obteniendo 
finalmente 4 grupos experimentales: control, control-RN, Aβ y Aβ-RN. Para el estudio 
de los efectos del medio condicionado de astrocitos sobre la activación de la microglía, 
los péptidos Aβ fueron adsorbidos al fondo de las placas de cultivo mediante su disolución 
en nitrocelulosa.  

 
Ensayo de viabilidad. 
 
Se llevó a cabo el ensayo de reducción de MTT de acuerdo a protocolos ya publicados 
(Pomilio et al. 2016). Luego de la incubación de las células BV2 con el medio 
condicionado proveniente de los astrocitos, se realizó una exposición al sustrato durante 
90 minutos a 37⁰C al cabo de los cuales se solubilizó el producto (formazan) y se midió 
la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (BioRad, EEUU).  
 
Inmunofluorescencia para NFκB. 
 
Se analizó la translocación de este factor al núcleo como una medida de la activación 
celular en astrocitos y microglía. Las células fueron expuestas por 2 horas al medio de 
cultivo control o en presencia de Aβ 1-42 0,5 µM luego de las 6 horas de restricción de 
nutrientes. La detección de NFκB se realizó utilizando un anticuerpo monoclonal (SCBT, 
EEUU) y se tomaron imágenes mediante microscopía confocal. Se midió la densidad 
óptica para el fluoróforo del anticuerpo secundario en citoplasma y en núcleo, obteniendo 
un cociente núcleo/citoplasma indicador de la translocación nuclear. Como fue 
mencionado, la activación de la microglía también se evaluó en respuesta a la presencia 
de medio condicionado (durante 2 horas) de astrocitos expuestos al protocolo de 
restricción de nutrientes y Aβ. 
 
Inmunofluorescencia para LC3 (autofagia) y 4G8 (Aβ) en astrocitos in vitro. 
 
Se  realizó una doble inmunofluorescencia LC3/Aβ para determinar si el amiloide 
intracelular estaba asociado a vesículas autofágicas (anticuerpos primarios LC3, Novus, 



 

EEUU y 4G8, chemicon, EEUU). Los resultados se expresaron como  % de área LC3+ 
por célula, % de área Aβ+ por célula y coeficiente de co-localización Aβ/LC3. 
 
Análisis estadístico. 

Se utilizaron las pruebas estadísticas t de Student, ANOVA de dos vías y ANOVA de 
muestras repetidas, como se encuentra detallado en la sección de resultados, utilizando el 
software Prims 7.0 (GraphPad Software Inc.). Los datos están expresados como la media 
± el error estándar (SEM). El tamaño de muestra se calculó utilizando el software 
StatMate 2.0 considerando los resultados de nuestros estudios previos para obtener 5 % 
de significancia estadística con un poder estadístico de 80% para poder detectar 
diferencias de al menos un 10 % entre grupos. 
 
 
RESULTADOS 
 
La glucemia y el peso corporal no fueron afectados por la DR. 

La glucemia a los 5 meses, previo al inicio del protocolo dietario, fue más baja en los 
animales transgénicos (Tg) en comparación con los controles (NTg; test de t de Student; 
p<0,01; Fig. 1 B). Al finalizar el protocolo a los 8 meses de edad, se detectó un efecto del 
genotipo pero sin efectos de la dieta (ANOVA de dos vías; Fig. 1 C). La evaluación de la 
alimentación de los grupos DR mostró que durante los períodos ad libitum había un efecto 
rebote por el cual los animales ingerían mayor cantidad de alimento durante el primer día 
del período AL y que posteriormente el consumo se estabilizaba en torno a valores 
similares a los medidos previamente al inicio del protocolo (Fig. 1 D). Se calculó la 
cantidad de alimento consumido en cada ciclo de 14 días DR-AL y se determinó que no 
existieron diferencias con la ingesta calórica de los animales AL (Test de t de una muestra; 
ciclo DR+AL 6.87 vs. pre-DR 6.82 Kcal/día/ratón como media teórica, p=0,75; Fig. 1 D). 
Se analizó la evolución del peso corporal a lo largo del protocolo y se vio que no 
existieron diferencias significativas entre los grupos AL y DR independientemente del 
genotipo (ANOVA de muestras repetidas; Fig. 1 E). Se evidenció una tendencia a la 
disminución del peso corporal de alrededor del 10 % al finalizar cada período de 
restricción dietaria, la cual fue revertida al finalizar cada período AL. 
 



 

 
Figura 1. A. Protocolo experimental. Esquema representando los grupos experimentales ad libitum (AL) y 
restricción dietaria (DR). En las líneas de tiempo, en gris se indican los períodos de 5 días de restricción 
dietaria y en blanco los períodos de alimentación ad libitum. B. Glucemia a los 5 meses de edad 
(***p<0,001). C. Glucemia a los 8 meses de edad. D. Consumo de alimento en Kcal/día/animal a lo largo 
de cada ciclo de 15 días del protocolo dietario. E. Progresión del peso corporal, expresado como porcentaje 
del peso inicial, a lo largo de los ciclos del protocolo dietario hasta su finalización. 
 
La restricción dietaria revirtió el déficit cognitivo en los ratones PDAPP-J20. 

A los 5 meses de edad, los ratones fueron evaluados utilizando el test de reconocimiento 
de la localización novedosa de un objeto (NOL) con el objetivo de determinar el estatus 
cognitivo previo al inicio del protocolo experimental. En la evaluación de la memoria 
espacial se evidenció un déficit cognitivo en los animales del grupo transgénico, los 
cuales no pudieron reconocer el objeto con la nueva localización (Fig. 2 B) mientras que 
los animales controles sí lograron reconocerlo, explorándolo en mayor proporción 
(p<0,001 vs. 50 % correspondiente al nivel del azar, test de t de Student de una muestra). 
A los 8 meses de edad, luego de haber finalizado el protocolo de DR, se realizó la prueba 
del laberinto en Y (Y-maze) para evaluar la potencial modulación de la capacidad 
cognitiva. Los animales transgénicos mostraron igual preferencia por los tres brazos. (Fig. 
2 D). Los animales transgénicos que realizaron la restricción dietaria fueron capaces de 
reconocer el objeto desplazado, evidenciando una recuperación cognitiva y confirmando 



 

la hipótesis experimental (p<0,05 vs. 33 % correspondiente al nivel del azar, test de t de 
Student de una muestra). 

 
Figura 2. A. Esquema del test de reconocimiento de la localización novedosa de un objeto (NOL). T1: 
período de entrenamiento. T2: período de evaluación. B. Análisis del desempeño en el NOL a los 5 meses 
de edad, previo al inicio del protocolo experimental. ***p<0,001 vs. 50% correspondiente al nivel del azar. 
C. Esquema del test del laberinto en Y. T1: período de entrenamiento. T2: período de evaluación. D. 
Análisis del desempeño en el NOL a los 8 meses de edad, luego del protocolo dietario. * p<0.05 vs. 33% 
correspondiente al nivel del azar. 

 
La DR revirtió la disminución en la neurogénesis adulta en el hipocampo. 

Los animales transgénicos alimentados ad libitum (AL) mostraron una disminución 
significativa del número de las neuronas DCX, tanto en el hipocampo dorsal como en el 
ventral, en comparación con los controles (Fig. 3 A-C). La restricción dietaria se asoció 
a un aumento de la neurogénesis en los ratones transgénicos, llegando a niveles similares 
a los de los controles. 

Efectos de la restricción dietaria sobre la patología amiloide en el hipocampo de los 
ratones PDAPP-J20. 

Se realizó una tinción de rojo Congo en cortes coronales de cerebro para detectar 
depósitos de amiloide (Fig. 3 D). La cuantificación del área ocupada por placas amiloides 
y de su número demostró que ambos parámetros disminuyeron en respuesta a la DR 
indicando que esta estrategia experimental fue capaz de prevenir o revertir, al menos 
parcialmente, el depósito de amiloide en el hipocampo (Fig. 3 E y F).  



 

 
 

 
Figura 3. A. Microfotografías representativas de la inmunohistoquímica para Doublecortin (DCX). Barras 
de escala: 250 y 100 µm (paneles superior e inferior respectivamente). B y C. Cuantificación del número 
de neuronas DCX+ en el giro dentado dorsal (B) y ventral (C). ** p<0,01; *p<0.05. D. Tinción de rojo 
Congo en cortes coronales de hipocampo de ratones Tg en dietas AL o DR. Las puntas de flecha indican 
placas amiloides. Barra de escala: 300 μm. E. Carga amiloide y F. Número de placas amiloides en el giro 
dentado. **p<0.01 (test de t de Student). D. Histograma de frecuencia del tamaño de placas amiloides. n = 
5-7 animales por grupo.  

 

 



 

Parámetros de activación astroglial y microglial en el hipocampo en respuesta a la DR. 

El análisis del área inmunoreactiva para GFAP demostró un aumento asociado al genotipo 
Tg (ANOVA de 2 vías, p<0,01; Fig. 4 A-B) indicando una mayor reactividad astroglial 
sin efectos de la dieta. El análisis de Sholl para determinar la ramificación de los astrocitos 
no mostró diferencias entre grupos (Fig. 4 C). En cuanto a la microglía, en los animales 
Tg alimentados AL se detectó un área aumentada del soma Iba1+ con respecto a los 
controles NTg AL (p<0,01, ANOVA de dos vías, test de Tukey; Fig. 4 E) mientras que 
esta diferencia no se encontró en los Tg DR indicando un potencial efecto preventivo de 
la activación microglial en respuesta a la DR. El score de activación de la microglía 
mostró un efecto del genotipo sin diferencias entre grupos individuales (ANOVA de 2 
vías; Fig. 4 F). 
 

 
 
Figura 4. A. Microfotografía representativa de la inmunohistoquímica para Iba1. Barra de escala: 100 µm. 
B. Cuantificación del área de somas Iba1+ en microglía del hilio del giro dentado expresada en µm2. * 
p<0,05. 



 

Modulación de los niveles hipocampales de IL1β por restricción dietaria. 

Realizamos un western blot para IL1β en homogenatos de hipocampo con el objetivo de 
determinar el efecto de la restricción dietaria sobre el tono pro-inflamatorio (Fig. 4 G). 
Encontramos un efecto significativo de la dieta disminuyendo los niveles de la citoquina 
en el hipocampo (p<0,05; Tukey; figura 4 G).  
 
Activación de la glía en respuesta al péptido beta amiloide 1-42 y efectos de la restricción 
de nutrientes in vitro. 
 
La activación pro-inflamatoria de la glía, mediada principalmente a través de la 
translocación del factor NFκB al núcleo, produce una mayor expresión de citoquinas 
inflamatorias que inducen neurotoxicidad y amplificación del daño en el sistema 
nervioso.  
Con el objetivo de analizar el efecto de la restricción de nutrientes sobre la activación de 
la glía en respuesta a la presencia de amiloide, se realizó un protocolo de deprivación 
parcial de nutrientes en astrocitos de la línea C6 y microglía de la línea BV2 previo a la 
exposición al péptido Aβ 1-42 fibrilar. La restricción de nutrientes (NR) consistió en la 
incubación por 6 horas con RPMI + suero fetal bovino (SFB) 2% (vs. 10% del medio 
control). Al finalizar la NR (o la incubación en medio control), las células fueron 
incubadas en presencia del péptido Aβ 1-42 fibrilar 0,5 µM o su vehículo. La 
inmunocitoquímica para NFκB mostró que los astrocitos incubados en presencia de Aβ 
presentaron una mayor translocación del factor al núcleo (p<0,05 vs CTL, ANOVA de 2 
vías y test de Dunnet), efecto que fue prevenido si previamente fueron expuestos a NR 
(figura 5 A y B). En el caso de la microglía, no encontramos un efecto en respuesta a la 
NR o al péptido amiloide (figura 5 C y D). Como control positivo en ambos experimentos 
se realizó incubación con LPS, inductor clásico de la vía, encontrando respuesta positiva 
en ambos tipos celulares. 
 
Con el objetivo de comprobar si existía una activación microglial controlada por la 
astroglía cultivamos células microgliales de la línea BV2 en presencia de medio 
condicionado (MC) proveniente de cultivos de astrocitos C6 (expuestos o no a Aβ y NR). 
Por la técnica de MTT se analizó la viabilidad de la microglía en respuesta al medio 
condicionado proveniente de astrocitos previamente expuesto al péptido Aβ y/o a 
restricción de nutrientes. La inmunocitoquímica para NFκB mostró que los MC de 
astrocitos sin exposición a Aβ no ejercieron efecto sobre la translocación de NFκB 
microglial. En cambio, en respuesta a los MC provenientes de astrocitos expuestos a Aβ 
se vio un incremento en la translocación de NFκB (p<0,001, ANOVA de 2 vías y test de 
Dunnet). Este efecto fue prevenido si el MC provenía de astrocitos expuestos a NR 
previamente a la incubación con Aβ, evidenciándose un nivel de translocación de NFκB 
al núcleo similar al de los controles (figura 5 F). Este resultado nos indicaría que la 
activación de la microglía en respuesta al péptido Aβ, al menos en un modelo in vitro, es 
regulada por la astroglía, cuyas señales extracelulares son moduladas por los niveles de 
nutrientes presentes en el medio. 
 



 

 
Figura 5. A y C. Translocación nuclear de NFκB para astrocitos (A) y microglía (C) expuestos a Aβ. 
*p<0,05 vs. CTL). Se utilizó LPS como control positivo de la translocación de NFκB (LPS vs. CTL, p<0,05 
para C6 y p<0,001 para BV2, test de t). B y D. Imágenes de microscopía confocal de astrocitos (B) y 
microglía (D) NFκB+. Las puntas de flechas indican translocación nuclear de NFκB. E. Translocación de 
NFκB en microglía expuesta a medios condicionados provenientes de astrocitos. ***p<0.001 vs. CTL 
(Dunnett), resultados de > 25 células en muestras por triplicados y provenientes de dos experimentos 
independientes. 
 
Alteraciones de la autofagia a nivel de la astroglía en el ratón PDAPP-J20, modelo de 
la enfermedad de Alzheimer, e in vitro en respuesta a péptidos amiloides y restricción de 
nutrientes. 

Se estudiaron los cambios en la autofagia astroglial en el ratón transgénico PDAPP-J20 
en respuesta a la restricción dietaria mediante la identificación de la proteína LC3. La 
inmunofluorescencia para LC3 y GFAP demostró que en los animales Tg, 
independientemente de la dieta, había un incremento de la inmunomarcación para LC3 
en la astroglía (figura 6 A y B). La doble inmunofluorescencia para Aβ (4G8) y LC3 
indicó que los astrocitos presentan amiloide dentro de vesículas autofágicas (figura 6 C).  

Esta observación motivó la realización de experimentos in vitro enfocados en determinar 
la capacidad de la astroglía de incorporar Aβ en vesículas autofágicas (figura 6 D) y su 



 

modulación por la NR. Se incubaron astrocitos C6 en medio control o con NR durante 6 
horas y luego fueron expuestos al Aβ fibrilar durante 2, 6 o 24 horas. Durante las últimas 
2 horas del protocolo, algunos grupos fueron tratados con bafilomicina, un bloqueante del 
flujo autofágico, que cuando es aplicado a células en las cuales la autofagia está activa 
ocasiona una acumulación de LC3. Al finalizar la incubación, se analizó el contenido de 
LC3, de Aβ y la co-localización de ambos marcadores (figura 6 E-N). En el protocolo de 
2 horas (Fig. 6 F-H), los niveles intracelulares de LC3 no fueron modificados por la 
exposición a Aβ pero aumentaron en respuesta a la bafilomicina (p<0,001 vs. los otros 
grupos, Tukey luego de ANOVA de 2 vías)  indicando una autofagia activa. Además, la 
bafilomicina también indujo un incremento del Aβ intracelular y de la co-localización del 
amiloide con los autofagosomas, sugiriendo que la autofagia podría estar interviniendo 
en la degradación o regulación del amiloide intracelular. En los protocolos de 6 y 24 horas 
de duración, se encontró que los astrocitos expuestos a Aβ aumentaron los niveles de 
LC3, efecto que fue prevenido si previamente se los expuso a NR (Fig. 6 I y L). Esto a su 
vez fue revertido si las células fueron expuestas a bafilomicina (bloqueante de la 
degradación de autofagosomas) sugiriendo que la exposición a Aβ induciría un aumento 
en LC3, probablemente como consecuencia del bloqueo de la degradación del 
autofagosoma. De la misma manera, la NR disminuyó el contenido intracelular de Aβ así 
como su co-localización con LC3 (figura 6 J, K, M y N), lo cual fue prevenido por la 
bafilomicina, indicando un rol potencial en la degradación del péptido amiloide mediante 
autofagia. 

 
 



 

Figura 6. A. IF para GFAP y LC3 en hipocampo. B. Co-localización de GFAP con LC3. C. IF de 4G8 y 
LC3 en hipocampo de un ratón Tg. D. IF para Aβ y LC3 en astrocitos C6 E. IF para LC3 en astrocitos C6. 
F. cuantificación de % de area LC3+ y Aβ+ en astrocitos C6 y co-localización (M2). *p<0,05, **p<0.01 y 
***p<0.001 (Tukey). Resultados de al menos 40 células por grupo en muestras en triplicado de 2 
experimentos independientes. 

 
 
DISCUSIÓN 
 
Los resultados obtenidos en el proyecto informado indicarían que un protocolo periódico 
de restricción dietaria (DR) puede modular múltiples aspectos de la patología en un 
modelo animal de la enfermedad de Alzheimer. Si bien se ha reportado que la DR está 
implicada en la reducción de la patología amiloide en múltiples modelos de la EA (Patel 
et al. 2005, Mouton et al. 2009, Schafer et al. 2015) aún no se comprenden totalmente los 
mecanismos involucrados. Se han formulado hipótesis que apuntan principalmente a la 
reducción de la producción de Aβ o a un aumento en su degradación. Además, la 
restricción calórica podría ejercer un efecto optimizando la señalización de la insulina, 
tanto a nivel central como periférico, lo cual redundaría en una menor competencia del 
Aβ con la insulina por la degradación mediada por la enzima degradadora de insulina 
(Farris et al. 2003). Como se sugiere en el presente trabajo, la autofagia también podría 
estar mediando los efectos de la DR. Si bien la mayoría de los estudios que evaluaron la 
inducción de la autofagia como estrategia neuroprotectora en la EA se focalizaron en el 
análisis de la autofagia neuronal (Spilman et al. 2010, Lin et al. 2013), la autofagia 
astroglial podría tener un rol en la captación o en la degradación del amiloide (Pomilio et 
al. 2016, Simonovitch et al. 2016). También se ha demostrado que la microglía podría 
intervenir en la degradación del amiloide mediante autofagia (Cho et al. 2014). 
Los datos presentados en este trabajo muestran que una fracción apreciable del Aβ co-
localiza con vesículas autofágicas LC3+ in vivo y que una parte importante de las áreas 
LC3+ co-localizan con el marcador astroglial GFAP, sugiriendo que la autofagia 
astroglial podría ser un mecanismo relevante en el metabolismo del Aβ. El aumento del 
área LC3+ en el hipocampo de los ratones transgénicos podría estar indicando una 
inducción de la autofagia o un impedimento en la degradación de los autofagosomas, 
como sugieren nuestros resultados in vitro. La falta de efecto de la DR sobre el nivel 
astroglial de LC3 en el hipocampo no necesariamente implica una ausencia de efecto dado 
que la formación y la degradación de los autofagososmas se encuentran generalmente en 
un equilibrio  que no se traduce en cambios significativos en la inmunomarcación para 
LC3. 

A tiempos de incubación cortos con Aβ (2 horas) la autofagia astroglial in vitro no se 
encontró aunque un nivel de actividad basal estaba presente dado el aumento de LC3 que 
se detectó luego de la exposición a bafilomicina. También a las 2 horas, los niveles 
intracelulares de Aβ se encontraron aumentados luego de la exposición a bafilomicina 
indicando que la funcionalidad de la autofagia es necesaria para regular el contenido 
astroglial de amiloide. A tiempos más largos de exposición a Aβ (6 y 24 horas) se indujo 
un aumento del contenido de LC3. La restricción de nutrientes (NR) fue capaz de 
disminuir tanto el contenido de LC3 como el de Aβ y dado que la exposición a 
bafilomicina previno ambos efectos, es posible que la NR esté actuando a través de la 
normalización del flujo autofágico. Resultados de nuestro grupo aún no publicados 
sugieren que el Aβ podría interrumpir el flujo autofágico a través de la inhibición de la 
fusión entre el autofagosoma y el lisosoma, previniendo la degradación de su contenido. 
La disminución de la co-localización entre LC3 y Aβ en respuesta a la NR in vitro en un 



 

contexto de disminución concomitante del contenido de Aβ podría sugerir un incremento 
en su degradación o un aumento de su externalización.  

La reversión del daño cognitivo en los animales PDAPP-J20 podría estar mediada por 
múltiples mecanismos, entre los cuales probablemente se encuentre involucrada la 
regulación positiva de la neurogénesis adulta en el hipocampo. Este proceso, que puede 
ser regulado por múltiples factores entre los que se encuentran hormonas, factores 
ambientales, antidepresivos, ejercicio físico, entre otros, interviene en la codificación de 
las memorias espaciales (Cameron y Gould 1994, Kempermann et al. 1998, van Praag et 
al. 1999, Malberg et al. 2000, Marin-Burgin y Schinder 2012). Del mismo modo, existe 
evidencia acerca de la regulación de la neurogénesis hipocampal por parte de la dieta, 
tanto negativa (Lindqvist et al. 2006, Boitard et al. 2012, Vinuesa et al. 2016), mediada 
por por la inflamación y la resistencia a insulina, como positiva en el caso de la restricción 
dietaria (Lee et al. 2002, Hornsby et al. 2016). Los mecanismos implicados en el efecto 
de la DR sobre la neurogénesis podrían involucrar la protección contra el estrés oxidativo 
(Bruce-Keller et al. 1999), la regulación de genes asociados al control de la neurogénesis 
(Wu et al. 2008), la mayor expresión de factores neurotróficos de factores que promueven 
la neurogénesis (Lee et al. 2000, Lee et al. 2002), la activación de la vía PI3K/Akt (Ma et 
al. 2014), entre otros. En cuanto a la modulación de la glía, se ha probado que la 
restricción dietaria atenúa la activación proinflamatoria tanto en microglía como en 
astrocitos (Patel et al. 2005, Morgan et al. 2007, Sridharan et al. 2013, Radler et al. 2014). 
Como muestran nuestros resultados, los astrocitos son capaces de responder in vitro tanto 
a la presencia de péptidos amiloides como a los cambios en la concentración de nutrientes 
y, además, de transmitir la información al medio extracelular para controlar la activación 
pro-inflamatoria de la microglía. Los factores involucrados podrían ser múltiples 
incluyendo a especies reactivas del oxígeno, distintas citoquinas como IL1β, IL6 y TNFα 
(Shih et al. 2015), quemoquinas (Brambilla et al. 2009) entre otros. Mientras que la 
microglía pudo ser activada por el medio condicionado de los astrocitos, no encontramos 
efecto de la exposición directa al amiloide o a la restricción de nutrientes, sugiriendo un 
rol de la astroglía en la detección de factores del medio extracelular y en la transmisión 
de la información a la microglía. Esto nos lleva a hipotetizar que los astrocitos podrían 
tener una mayor sensibilidad y a responder a niveles más bajos de amiloide que la 
microglía.  
 
 
CONCLUSIONES  
 
Nuestros resultados proveen evidencia acerca de los efectos protectores de la restricción 
dietaria en un modelo animal de la EA, el ratón transgénico PDAPP-J20. Los 
experimentos in vitro indicaron que la vía autofágica y la activación pro-inflamatoria se 
encuentran moduladas en respuesta a la restricción de nutrientes, sugiriendo potenciales 
mecanismos para esta estrategia. Consideramos que la falta de restricción calórica con el 
presente protocolo es un aspecto importante de nuestro estudio dado que la pérdida de 
peso es una característica frecuente de las personas que padecen enfermedad de 
Alzheimer y condiciones asociadas al envejecimiento (Lee y Longo 2016). Dados la falta 
de tratamiento efectivo para la enfermedad de Alzheimer, el aumento creciente de su 
incidencia asociado al envejecimiento de la población y los altos costos económicos 
relacionados con la atención médica y familiar que requieren los pacientes, consideramos 
que el estudio y el desarrollo de estrategias que permitan prevenir o retrasar 
significativamente el desarrollo de la patología constituyen un tema de investigación 
altamente prioritario para el campo biomédico.  
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SUMMARY 
 
Dietary restriction promotes cell regeneration and stress resistance in multiple models of 
human diseases. One of the conditions that could potentially benefit from this strategy is 
Alzheimer's disease, a chronic, progressive and prevalent neurodegenerative disease. 
Although there are no effective pharmacological treatments for this pathology, lifestyle 
interventions could play therapeutic roles. Our objectives were 1) to evaluate the effects 
of dietary restriction on cognition, hippocampal amyloid deposition, adult neurogenesis, 
glial reactivity and autophagy in a mouse model of familial Alzheimer's disease, and 2) 
to analyze the role of glial cells mediating the effects of nutrient restriction in an in vitro 
model. Therefore, we established a periodic dietary restriction protocol in adult female 
PDAPP-J20 transgenic mice for 6 weeks. We found that dietary restriction, not involving 
overall caloric restriction, attenuated cognitive deficits, amyloid pathology and microglial 
reactivity in transgenic mice when compared with ad libitum-fed transgenic animals. 
Also, transgenic mice showed an increase in the astroglial positive signal for LC3, an 
autophagy-associated protein. In parallel, hippocampal adult neurogenesis was decreased 
in transgenic mice whereas dietary-restricted transgenic mice showed a neurogenic status 
similar to that of controls. In vitro experiments showed that nutrient restriction decreased 
astroglial and, indirectly, microglial NFκB activation in response to amyloid β peptides. 
Furthermore, nutrient restriction was able to preserve astroglial autophagic flux and to 
decrease intracellular amyloid after exposure to amyloid β peptides. Our results suggest 
neuroprotective effects of nutrient restriction in Alzheimer's disease, with modulation of 
glial activation and autophagy being potentially involved pathways. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El consumo de Ilex paraguariensis (yerba mate, YM) es muy popular en América del Sur 

(Argentina 6.5 kg/persona/año) [1]. Varios fitoquímicos activos han sido identificados 
en extractos acuosos de YM: xantinas, polifenoles y saponinas [1,2,3]. Entre las xantinas 
se destaca la cafeína, mientras que entre los polifenoles predominan el ácido clorogénico 
y la rutina con efectos positivos sobre la salud [1,4,5,6,7]. La cafeína en alta concentración 
tendría un impacto negativo sobre la densidad mineral ósea (DMO) [8,9,10]. Un meta-
análisis indicó que el consumo de café está ligeramente, pero significativamente asociado 
a un mayor riesgo de fracturas, especialmente en las mujeres [11]. Este efecto negativo 
también se observó en animales de experimentación [12]. Por lo tanto, se podría pensar 
que el consumo de YM tuviese también efecto negativo sobre el hueso debido a su 
contenido de cafeína. En Argentina el 50% del consumo de cafeína es incorporado a 
través del mate [13]. Contrariamente, los polifenoles también presentes en la YM han 
demostrado efectos beneficiosos a nivel del tejido óseo [14]. Se halló asociación entre la 
pérdida ósea con la edad y el estrés oxidativo por la determinación de productos 
avanzados de oxidación de proteínas, malondialdehído (MDA) y superóxido dismutasa 
(SOD) en fémures de ratas jóvenes, adultas y de edad avanzada [14,15]. Adicionalmente, 
se ha demostrado que alimentos ricos en antioxidantes pueden representar una estrategia 
para disminuir la pérdida ósea relacionada con la edad [14,16]. Una publicación previa 
mostró mayor DMO en mujeres postmenopáusicas que tomaban al menos 1 litro de 
mate/día en comparación con controles que no bebían mate [17]. Nuestro grupo demostró 
un efecto positivo de la YM sobre la DMO y el volumen de hueso trabecular en animales 
alimentados con una dieta con hipocálcica [18]. Esto podría indicar que el efecto negativo 
de la baja ingesta de calcio en el volumen óseo se revierte, al menos en parte, por la YM.  
El objetivo general del presente trabajo fue evaluar el efecto de la yerba mate 
suplementada con polifenoles sobre el tejido óseo. Entre los objetivos específicos nos 
planteamos  evaluar la morfometría ósea, la densidad mineral ósea, la histomorfometría 
ósea y la resistencia ósea. 



 

 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Se llevó a cabo el experimento con ratas Sprague Dawley (n=27) provistas por el Bioterio 
Central de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNR. Los animales se dividieron 
aleatoriamente en 3 grupos experimentales (n=9 por grupo) de acuerdo a lo que recibieron  
como bebida: 1. grupo Control (n=9) que recibió agua; 2. grupo YM control (n=9) que 
recibió una infusión de YM control preparada con 5 g de yerba mate y agua a 70° C 
durante 5 min de exposición; 3. grupo YM concentrada (YM+) (n=9) que recibió una 
infusión de yerba mate con mayor contenido de polifenoles y mayor capacidad 
antioxidante preparada con 20 g de yerba mate y agua a 90° C durante 5 min de 
exposición. 

Los animales se mantuvieron en un ambiente climatizado 241ºC, con periodo luz-
oscuridad de 12 h y ciclos de ventilación cada 1 h. Todos los experimentos se llevaron a 
cabo acorde a las reglas internacionales de manejo de animales de laboratorio [Canadian 
Council on Animal Care Guidelines. Guide to the care and use of experimental animal].  
Los animales se controlaron semanalmente (peso, consumo de líquido y alimento). El 
peso no mostró diferencias estadísticamente significativas. El consumo de líquido y 
alimento tampoco mostró diferencias significativas entre los grupos. 

Finalizado los 90 días se sacrificaron los animales y se extrajeron las tibias, fémures y 
vertebras dorsales y lumbares. También se guardó plasma para las posteriores 
determinaciones bioquímicas. Los fémures y las vértebras fueron guardados a -20° C 
cubiertos con gasas humedecidas con solución fisiológica para las determinaciones 
biomecánicas. La tibia izquierda se radiografío para la posterior determinación de la 
DMO y parámetros morfométricos óseos. A continuación se cortó en forma transversal 
al 50% de la misma para obtener una sección de 2.5 mm de espesor a partir de las cuales 
se tomaron imágenes digitales para realizar las determinaciones morfométricas del tejido 
cortical. La parte proximal se colocó en EDTA 10% para descalcificar y posteriormente 
en 30-35 días proceder a la realización de cortes histológicos y determinar los parámetros 
de histomorfometría estática y conectividad trabecular.  

Análisis de imágenes digitales: La digitalización de las imágenes se llevo a cabo mediante 
un microscopio (Olympus, Germany) con una cámara fotográfica adaptada (Olympus SP-
350) y para el análisis se utilizó el software Image J 1.40 (NIH). 
 
 
Morfometría ósea: Se determinaron el largo y ancho de las tibias y fémures. 
Adicionalmente se realizaron cortes transversales de 2 mm de espesor al 50% de la 
longitud de la tibia sin descalcificar utilizando una sierra de baja velocidad para 
determinar: área seccional total, área cortical, área medular, perímetro perióstico y 
endóstico, diámetro total, diámetro medular y grosor cortical.  



 

Evaluación de la DMO y contenido mineral óseo: Se determinó por absorciometría 
dual de rayos X (DXA) con un equipo Hologic Discovery WI con un software para 
pequeños animales. 
 
Histomorfometría estática: se realizaron cortes histológicos con tinción de 
hematoxilina-eosina de la tibia izquierda previamente descalcificada con EDTA. Se 
evaluaron utilizando el software Image J 1.40 (NIH, USA): área total de tejido analizado 
(TV), área ocupada por hueso (BV) y perímetro de dicha área. Con estos valores se 
calcularán: porcentaje de tejido óseo: BV/TV (%), grosor trabecular, número de 
trabéculas y separación trabecular. Adicionalmente se evaluaron sobre las imágenes 
digitales los parámetros de conectividad trabecular.   
 
Evaluación de la resistencia ósea: La evaluación de la resistencia ósea se realizó en los 
fémures a través del ensayo de flexión a tres puntos a nivel de la diáfisis se empleará para 
medir la resistencia del hueso cortical y ensayo de compresión vertebral. 
 
Perfil bioquímico: En plasma se determinaron parámetros de función hepática (GOT y 
GPT) y función renal (urea y creatinina) para evaluar la seguridad de la infusión 
concentrada. Adicionalmente se determinaronproteínas totales, polifenoles totales y 
parámetros de estrés oxidativo. 
 
 
RESULTADOS 
 
Optimización de la infusión de yerba mate. 
 
Con el fin de optimizar la extracción de polifenoles y obtener una infusión con capacidad 
antioxidante incrementada para la realización de experimentos in vivo, evaluamos 
diferentes factores que pudieran influir en la extracción. Se utilizó un diseño factorial 
completo (2x2x3) con los siguientes factores y niveles: temperatura (70-90 °C), tiempo 
(5-20 minutos), cantidad de yerba mate (5-10-20 gramos). En todos los casos la infusión 
se preparó en un volumen de agua de 200 ml. De esta manera quedaron conformadas 12 
unidades experimentales diferentes de infusiones de yerba mate. A cada una de ellas se 
le determinó el contenido de polifenoles totales (PFT) por el método de Folin-Ciocalteu 
y la capacidad antioxidante utilizando una solución de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo 
(DPPH). Esta última se expresó como  porcentaje de inhibición (radical DPPH 
neutralizado) calculado con la siguiente fórmula: (A-A1/A) * 100.  

Se observó un incremento de la concentración de los PFT en función de la cantidad de 
yerba mate y la temperatura del agua. A 90 °C el contenido de PFT duplicó su valor para 
20 g de yerba mate. La capacidad antioxidante se vio incrementada en función de la 
cantidad de yerba mate y el tiempo de exposición, aunque el aumento debido a este último 
no fue tan marcado. En función de estos resultados, posteriormente se comparó la 
capacidad antioxidante de la infusión resultante de los factores: 20 gramos de yerba mate, 



 

agua a 90° C,  5 minutos con la una infusión de "YM control" (5 gramos de yerba mate, 
agua a 70° C, 5 minutos) encontrándose un aumento significativo de capacidad 
antioxidante en la infusión preparada con mayor cantidad de yerba mate y a mayor 
temperatura (YM+) 
 
Longitud de la tibia: Como puede observarse a continuación no existieron diferencias 
significativas entre los tres grupos comparados. 
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Figura. Comparación de la longitud de las tibias (ANOVA, p>0.05) 

 
-Morfometría cortical: como era de esperarse, tampoco se observaron diferencias 
significativas en ninguno de los parámetros de morfometría cortical evaluados. 
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Figura. Parámetros de morfometría cortical (ANOVA p>0.05). 

- Densitometría ósea total: La medición de DMO total de las tibias se realizó por 
absorciometría dual de Rx (DXA) con un equipo Hologic Discovery WI equipado con un 
software para pequeños animales. Los resultados se expresaron como % de variación 
respecto al grupo control. En este caso la  administración de ambas infusiones de YM 
produjeron un incremento de la DMO (YM= 10.1% y YM+= 9.1% vs control), sin 
observarse diferencia entre las infusiones utilizadas. 
 
- Stress oxidativo: Los parámetros de estrés oxidativo plasmáticos se encontraron 
disminuidos en ambos grupos YM en comparación con los controles, sin diferencias entre 
ellos: GPx (μmol.min-1.mg de prot-1): control = 0.014±0.001, YM = 0.011±0.001*, 
YM+ = 0.011±0.001* (ANOVA, * p<0.05 vs control); catalasa (umol H2O2 
consumidos/min.mg prot): control = 0.30±0.25, YM = 0.15±0.08, YM+ = 0.12±0.05 
(ANOVA, p=0.0592); lipoperoxidación (uM equivalentes 1,2 MDA-TBA): control = 
42.70±16.42, YM = 21.07±11.77*, YM+ = 19.35±17.33* (ANOVA, * p<0.05 vs 
control).  

Adicionalmente se determinaron los niveles plasmáticos de polifenoles totales (PFT), 
proteínas totales, ácido úrico, urea, creatinina, glucosa, triacilglicétidos, colesterol total, 
GOT y GPT. No se encontraron diferencias significativas en la mayoría de los parámetros 
bioquímicos evaluados. Sólo se observó un incremento de la concentración de urea en 



 

grupo YM pero que igualmente se encuentra dentro de niveles plasmáticos normales 

(Control: 0.510.02 g/l, YM: 0.600.02*, YM+: 0.580.02,  p<0.05). Respecto a los 
metabolitos que contribuyen a la CAO del plasma se halló un incremento significativo en 

los niveles de PFT en función de la concentración de yerba mate (Control: 45643.2 

ug/ml, YM: 57745.0, YM+:63444.4*, p<0.05). Por lo tanto, suministrar una YM 
concentrada durante un tiempo prolongado fue bien tolerado por los animales y no 
produciría efectos negativos a nivel del peso, función renal y hepática.  

En conclusión, las infusiones de YM mostraron un efecto positivo sobre la DMO y los 
parámetros biomecánicos de hueso trabecular. La YM con mayor capacidad antioxidante 
no mostró diferencias respecto de YM control. En función de los resultados de los 
parámetros de estrés oxidativo el mencionado efecto podría deberse a un menor estrés 
oxidativo en grupos YM. 
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RESUMEN 
 
Con el nombre de Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) se conoce a un conjunto de 
enfermedades autosómicas recesivas, en las que se encuentra afectada la 
esteroidogénesis adrenal. En el 95% de los casos, la HSC se produce por deficiencia de 
la enzima 21-hidroxilasa. Esta deficiencia puede manifestarse en forma grave o clásica 
(FC), con dos presentaciones clínicas, perdedora de sal (PS) y simple virilizante (SV), y 
una leve o no clásica (NC). La enzima está codificada por el gen CYP21A2, ubicado en 
6p21.33. El mismo, se encuentra duplicado y repetido en tándem junto a un pseudogen 
CYP21A1P con el que comparte 98% de identidad de secuencia. Este trabajo consistió 
en la realización de ensayos in vitro de una de las regiones regulatorias de la transcripción 
del gen, denominada promotor Z (PZ). En trabajos previos de nuestro laboratorio se 
describió la presencia de una variante de secuencia g.32033649A>G (GRCh38.p7) en 
esta región que causa una disminución de la tasa transcripcional del gen CYP21A2. 
Mediante análisis bioinformáticos se predijo que esta variante podría estar generando 
una nueva interacción con el receptor de glucocorticoides (GR). Estas predicciones 
resultaban muy novedosas, ya que no se había descripto hasta el momento que el GR 
pudiera modular la expresión del CYP21A2. A los efectos de comprobar la posible 
participación del GR y el mecanismo molecular por el cual la variante hallada reducía la 
transcripción del gen, se realizaron ensayos de estimulación de la transcripción en 
presencia de dexametasona y cortisol, en líneas celulares esteroidogénicas que fueron 
transfectadas con un vector con la versión salvaje o mutada del PZ río arriba del gen 
luciferasa. Estos ensayos se complementaron con el análisis de la expresión endógena 
del mensajero en las mismas células (sin los vectores) y con los estímulos 
mencionados. Los resultados obtenidos, si bien son preliminares, no estarían indicando 
que la región del PZ se module en presencia de GR. Sin embargo, se observó que la 
expresión del gen endógeno variaba en presencia de los estímulos, lo que indicaría que 



 

 

no se puede descartar que el GR pudiera modular la expresión del CYP21A2. 
 
Palabras  clave:  Hiperplasia  Suprarrenal  Congénita;  21-Hidroxilasa;  Gen  
CYP21A2; Regiones Regulatorias. 
 
 
ABSTRACT 
 
Congenital Adrenal Hyperplasia (CAH) constitutes a series of autosomal recessive 
disorders in which adrenal steroidogenesis is affected. In 95% of the cases, CAH is 
caused by 21-hydroxylase deficiency. This deficit can be severe (classical form), with 
two clinical forms, salt wasting (SW) and simple virilizing (SV), or be mild or non-
classical (NC). The enzyme is encoded by the CYP21A2 gene, located in 6p21.33. The 
gene is adjacent to its pseudogene, CYP21A1P, with which it shares 98% sequence 
identity. While the most frequently variants found are those derived from the 
pseudogene, an increasing number of variants not derived from it have been described. 
The correct interpretation of the biological implications for these variants is of great 
interest when determining its pathogenicity. 

This work consisted in in vitro assays of one of the gene’s transcription regulatory 
regions called Z promoter (ZP). In previous studies from our laboratory the presence of 
the g.32033649A>G (GRCh38.p7) variant was described in this region. This variant 
causes a reduction of the transcriptional rate for the CYP21A2 gene. It was predicted 
by bioinformatic analysis that this variant could generate a new interaction site with 
the glucocorticoid receptor (GR). This prediction turned out to be very useful, since 
no previous description of GR modulating the expression of CYP21A2 has been reported. 
So, to test the possible participation of GR and the molecular mechanism by which this 
variant decreased the transcriptional rate, transcriptional stimulation assays were carried 
out in the presence of dexamethasone and cortisol, in steroidogenic cell lines transfected 
with a vector containing the wild type or variant version of the ZP upstream of the 
luciferase gene. These assays were complemented with an analysis of the endogenous 
expression of the mRNA in the same cells (without the vectors) and with the above 
mentioned glucocorticoids. These results, while preliminary, suggest that the PZ region 
is not modulated in the presence of GR. However, the endogenous gene expression 
variation was observed in presence of stimuli, which would suggest that a modulation 
of CYP21A2 expression could not be rejected. 
 
Keywords: Congenital Adrenal Hyperplasia; 21-Hydroxylase; CYP21A2 Gene; 
Regulatory Regions. 



 

 

INTRODUCCIÓN 
 
Con el nombre de hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) se conoce a un conjunto de 
desórdenes de herencia autosómicos recesivos que involucran a la esteroidogénesis 
adrenal. El 90-95% de los casos se deben a alteraciones en la enzima 21-hidroxilasa 
(21OHlasa), síndrome que se caracteriza por la disminución en la síntesis de cortisol 
por la glándula suprarrenal y en algunos casos también la de aldosterona (El-Maouche, 
Arlt, and Merke 2017). El fenotipo de la deficiencia de 21OHlasa depende del grado 
de deficiencia enzimática y se manifiesta o bien en el período prenatal/neonatal 
(frecuencia aproximada de 1/15000 nacimientos) o más tardíamente (prevalencia de 
1/100 a 1/1000, dependiendo del origen étnico de los afectados) (Pang et al. 1988; 
Trakakis, Loghis, and Kassanos 2009; Speiser et al. 2018). La forma neonatal o clásica 
a su vez puede ser perdedora de sal (PS) que se asocia al déficit de aldosterona y a crisis 
de deshidratación con una actividad enzimática residual < al 1% en los neonatos, y la 
virilizante simple (VS) con 1 al 2% de actividad enzimática que se presenta con genitales 
ambiguos en las niñas (igual que en la PS), pero sin crisis de deshidrtación. La forma de 
aparición tardía o no clásica (NC) se asocia a un déficit del 10-60% de la actividad 
enzimática y presenta signos clínicos de hiperandrogenismo fuera del período neonatal. 

La enzima está codificada por el gen CYP21A2 que se ubica en el brazo corto del 
cromosoma 6 (White, New, and Dupont 1984; White, Dupont, and New 1984). 
Aproximadamente 300 nucleótidos río arriba del sitio de inicio de la transcripción del 
gen, se encuentran las secuencias promotoras (Chang and Chung 1995). Además, se 
han descripto 2 regiones distales regulatorias de la transcripción. Una de ellas está 
ubicada entre -2574 y –2489 pb del inicio de la transcripción y corresponde a un 
elemento respondedor a AMPc (Watanabe et al. 1993). La segunda se ubica entre -5.6 a 
-4.6 Kb, en el intrón 35 del gen C4 y se denomina Promotor Z (PZ) (Tee et al. 1995; 
Wijesuriya et al. 1999). Si bien las regiones codificantes del gen se han estudiado 
exhaustivamente, las regiones regulatorias han sido escasamente analizadas como 
posibles regiones implicadas en la patogenia de la deficiencia de 21-hidroxilasa. 

Nuestro grupo de trabajo lleva a cabo desde el año 1996 diversos estudios moleculares 
con el objetivo de determinar todas las anomalías genéticas que se relacionan con las 
diferentes formas de la deficiencia (Simonetti et al. 2018; Fernández et al. 2020; Bruque 
et al. 2016; Minutolo et al. 2011; Taboas et al. 2014, 2013; Fernández et al. 2015; 
Pasqualini et al. 2007; Dain et al. 2006). Como parte de estos estudios, en un trabajo 
previo identificamos variantes de secuencia en las regiones regulatorias del gen 
determinamos que una de las variantes halladas en el PZ disminuye la tasa 
transcripcional del gen en un 30% (Fernández et al. 2015). Sin embargo, no se analizó 
aún, qué mecanismo son los que están involucrados en esta disminución. Por otro lado, 
hallamos otra variante en la región que responde a AMPc cuya implicancia biológica 
no fue aún determinada. 



 

 

El objetivo del proyecto es analizar las implicancias biológicas de variantes noveles 
halladas en regiones regulatorias del gen CYP21A2 en pacientes con deficiencia de 
21-hidroxilasa de nuestra cohorte. 
 
 
OBJETIVO/S ESPECÍFICO/S DEL PROYECTO 
 
1- Analizar los mecanismos moleculares involucrados en la disminución de la tasa 
transcripcional del gen que se produce por la aparición de una variante de secuencia en 
una región regulatoria distal (promotor Z) del gen CYP21A2. 

2- Analizar la tasa transcripcional del gen en presencia de una variante de 
secuencia en la región regulatoria del gen que responde a AMPc 
 
 
MÉTODOS 
 
Se utilizó el plásmido CYP21/-5,6kb/Luc que contiene alrededor de 5,6 kb de la región 
salvaje 5´ adyacente al inicio de la transcripción del CYP21A2 clonada río arriba del gen 
de luciferasa y que contiene las 2 regiones regulatorias (gentilmente cedido por el Dr. 
Miller, California, USA). En la región regulatoria más distal (PZ), en la posición 
deseada, se reemplazó la secuencia salvaje por aquella hallada en el paciente (A>G) 
mediante mutagénesis dirigida. En este trabajo se evaluó también , reemplazar la 
base de la secuencia salvaje (A) por las otras 2 variantes (C y T) a los efectos de verificar 
si cualquier cambio en esa posición provoca el mismo efecto o si es secuencia/s 
específica/s. Para la región que responde a AMPc, se realizó la mutagénesis dirigida a 
los fin de obtener un plásmido con la inserción AT identificada previamente en un 
paciente. 

Se transfectaron en forma transitoria los plásmidos con la secuencia salvaje o 
mutagenizados en 2 líneas celulares derivadas de glándula adrenal: una de origen 
humano (NCI-H295R) y otra de origen murino (Y-1). Brevemente, se mantuvieron 
las células en cultivo celular con medio apropiado y suero en frascos de 
cultivo(Fernández et al. 2015). Una vez que el cultivo se encuentra a un 80% de 
confluencia, se tripsinizaron las células y se plaquearon en placas de 24 pocillos. 
Pasadas 24 hs, se transfectaron cada uno de los vectores a ensayar utilizando reactivos 
para tal fin (Fugene®, Roche). 24-48 hs post-transfección se realizaron un extracto 
celular y se medió la actividad de luciferasa y renilla con un kit comercial (Dual-
Luciferase® Reporter Assay System, Promega), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se compararon los resultados con los hallados para la construcción 
conteniendo la secuencia salvaje de las regiones regulatorias así como para el vector 
sin inserto. Como blanco, se utilizaron células sin transfectar. La actividad de luciferasa 
se normalizado contra la actividad de un vector que expresa Renilla, que se co-
transfectaron en paralelo. 

Para la región regulatoria distal (PZ), resultados de análisis bioinformáticos preliminares 
realizados para la variante hallada predice que existe una diferencia de unión del receptor 
de glucocorticoides (GR), por lo que los ensayos de luciferasa se realizaron en presencia 
de medio con suero entero y con suero pretratado con charcoal activado (a 



 

 

 
los efectos de depletarlo de esteroides) y con el agregado o no de concentraciones 
variable de dexametasona y otros corticoides relacionados (progesterona, aldosterona, 
cortisol). En paralelo, se analizó la expresión endógena del gen CYP21A2 en las células 
en estudios ante el estímulo con los diferentes esteroides mediante RT-PCR cuantitativa 
en tiempo real. 
 
 
RESULTADOS 
 
Objetivo 1. Analizar los mecanismos moleculares involucrados en la disminución de 
la tasa transcripcional del gen que se produce por la aparición de una variante de 
secuencia en una región regulatoria distal (promotor Z) del gen CYP21A2. 
 
Con  anterioridad,  se  había  identificado  un  cambio  en  la  región  PZ,  con 
implicancias en la actividad transcripcional del gen (Fernández et al. 2015), los resultados 
indicaron  que  la  presencia  de  la  variante  disminuye  aproximadamente  un  30%  
la capacidad de la región PZ de estimular la transcripción. Asimismo, los análisis in 
silico realizados predijeron la aparición de un sitio de unión al receptor de glucocorticoides 
(GR). Primero  se  pasó  a  definir  las  regiones  regulatorias  dentro  de  las  regiones 
secuenciadas obtenida como producto de la PCR basándonos en la información de las 
regiones PZ (Tee et al. 1995; Wijesuriya et al. 1999). Para determinar si las variantes 
encontradas tenían algún efecto, se pasó a realizar análisis bioinformático de las regiones 
regulatorias, primero se realizaron alineamientos de secuencias para la región regulatoria 
de PZ para determinar la conservación de la región, a lo largo del linaje de los primates. 
Posteriormente se realizaron determinaciones de pegado de factores de transcripción 
basando en la secuencia humana. Cada factor de transcripción fue evaluado dependiendo 
si los mismos se expresan en las células donde se expresa el gen CYP21A2 (Fernández 
et al. 2015). 

En la región regulatoria PZ, se analizó la búsqueda de variantes poblaciones en la región 
regulatoria PZ en la base gnomAD, se encontraron 18 variantes variantes en la región 
PZ (chr6:32033500-3203373). Entre las 18 variantes, las variantes rs1489931958, 
rs570855350,    rs765468703,    rs941618812,    rs548107938,   rs1024869653   estarían 
afectando sitios predichos de unión para el factor SP1  (Figura 1). 



 

 

 
Figura 1 Alineamiento y factores de transcripción predichos para las tres regiones 
regulatorias. Alineamiento de secuencias de primates de la región regulatoria Pz con los factores 
de transcripción SP1 y GR predichos. SP1: Factor de transcripción; SP1 GR: Receptor de 
glucocorticoides. Las flechas negras representan la posición donde se encontraron variantes 
poblacionales en la base gnomad a julio 2019. 
 
Para analizar los mecanismos moleculares involucrados en la variante previamente 
reportada y al observar que no se encontraban otras variantes en las bases de datos 
relacionada con el sitio de pegado de los factores de transcripción. Se realizaron ensayos 
a partir de tres vectores para realizar el estudio de la región con distintos fragmentos 
clonados río arriba de un gen reportero. Uno que poseía la región promotora mínima del 
gen CYP21A2 de 300pb que funciona como control del sistema (C21/-0,3Kb/Luc), un 
segundo vector posee 5,6 kb que incluyen la región PZ salvaje (C21/-5,6Kb/Luc) y 
un tercer vector igual al anterior pero con la variante g.32033649A>G de estudio en la 
región PZ (VarG), obtenido por mutagénesis. Los mismos fueron utilizados en dos líneas 
celulares. La H295R y la Y1. 
 

 
Figura 2 Actividad transcripcional para la variante g.32033649A>G en H295R e Y1 Prom: 
Construcción C21/-0,3Kb/Luc. Salvaje: Construcción C21/-5,6Kb/Luc. VarG: Construcción 
C21/- 5,6Kb/Luc-G. A. Línea NCI-H295R; n= 3 B. Línea celular Y1: n= 3. Análisis estadístico 
ANOVA; post test: Tukey *** p < 0.001. *. ns: no significativo. Los resultados se expresan 
como el promedio ± DS relativos a la estimulación basal que se obtuvo con el promotor mínimo 
que fue considerada como 1. Cada valor de luciferasa obtenido fue normalizado con el valor de 
Renilla correspondiente al mismo pocillo, habiendo restado la luminiscencia del vector vacío y 
del blanco de reacción. 
 
Como se muestra en la figura 2, en la línea H295R (Figura 2.A) se observaron 
diferencias  estadísticamente  significativas  en  la expresión del gen reportero entre la 
construcción con el promotor basal (C21/-0,3Kb/Luc) y la construcción salvaje (C21/-



 

 

5,6Kb/Luc), y entre la construcción salvaje y la construcción con la variante G 
(C21/-5,6Kb/Luc-G). Si bien en la línea H295R se repitieron los resultados anteriores 
del laboratorio (Fernández et al. 2015), para el caso de las Y1 (Figura 2.B) Se observa 
una tendencia pero ésta no fue significativa. La construcción salvaje aumentó un 
promedio de 54 ± 11 y 21 ± 9 veces en las células H295R e Y1, respectivamente. Por su 
parte, si bien la construcción con la VarG aumentó la trascripción respecto al promotor 
basal (19 ± 8 H295R, y 14 ± 8 en Y1) la misma fue significativamente menor respecto 
a la transcripción obtenida en presencia de la construcción "enhancer" salvaje. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos estarían indicando que el sistema de las H295R 
sigue respondiendo como se demostró en Fernández y col., 2015, y que la variante 
g.32033649A>G modularía negativamente la expresión del gen reportero, asimismo, 
en las células Y1 se observa la misma tendencia. 

El siguiente paso fue determinar la respuesta de la variante g.32033649A>G a la 
presencia de compuestos esteroideos. Teniendo en cuenta que nuestra hipótesis es que 
la variante g.32033649A>G genera un nuevo sitio de interacción con GR, se realizaron 
ensayos de expresión del gen reportero de la luciferasa con construcciones que poseían 
el promotor basal del gen (C21/-0,3Kb/Luc), el promotor más la región enhancer 
PZ salvaje (C21/-5,6Kb/Luc) y con la variante G (C21/-5,6Kb/Luc-G) tanto en 
condiciones de crecimiento celular con suero completo como con suero charcoalizado (el 
suero depletado de esteroides). La Figura 3 muestra los resultados de los ensayos 
realizados para las 3 construcciones en presencia de medio con suero completo y con 
suero charcoalizado. Como se observa, en condiciones de suero charcoalizado (barras 
amarillas) la luminiscencia disminuyó para ambos vectores, pero se mantuvo la 
diferencia significativa (*** p<0.001) entre el vector salvaje y con la variante G. 
 
 

 
 
Figura 3. Actividad transcripcional para la variante g.32033649A>G en la línea H295R 
en medio con suero completo y charcoalizado. Azul: crecimiento de células con suero  
completo, Amarillo: crecimiento de células con suero charcoalizado Prom: Construcción C21/-
0,3Kb/Luc; Salvaje: Construcción C21/-5,6Kb/Luc. VarG: Construcción C21/-5,6Kb/Luc-G. 
Línea NCI-H295R; n=5; Análisis estadístico ANOVA; post test: Tukey ** p < 0.05 *** p < 
0.001. Los resultados se expresan como el promedio ± DS relativos a la estimulación basal que 
se obtuvo con el promotor mínimo que fue considerada como 1. Cada valor de luciferasa 
obtenido fue normalizado con el valor de Renilla correspondiente al mismo pocillo, habiendo 



 

 

restado la luminiscencia del vector vacío y del blanco de reacción. 
 
Con los resultados obtenidos se pasó a determinar el posible efecto de la estimulación 
con dexametasona, como un análogo del cortisol y activador de GR) sobre la línea 
H295R transfectadas en medio completo y charcoalizado. La Figura 3 muestra los 
resultados de la expresión de luciferasa al incubar las células transfectadas con cada una 
de las construcciones en estudio con dexametasona. El ensayo se realizó tanto en medio 
con suero completo como con suero charcoalizado y la medición de la expresión de 
luciferasa se realizó a las 24 hs post estimulación. 
 
Como se observa, en presencia de suero completo la dexametasona disminuye la 
expresión de luciferasa de la construcción que posee la versión salvaje de la región en 
estudio. Esta disminución no se observa en presencia del suero charcoalizado, En todas 
las condiciones, la VarG disminuye la expresión del gen reportero en forma significativa 
respecto de la variante salvaje, pero no se observó efecto diferencial con la estimulación 
con dexametasona. 
 

 
Figura 2.C. Actividad transcripcional para la variante g.32033649A>G en la línea H295R 

en medio con suero completo y charcoalizado incubadas  con dexametasona 1*10-7 M. 
Azul: crecimiento de células en medio con suero completo, Amarillo: crecimiento de células en 
medio con suero charcoalizado Prom: Construcción C21/-0,3Kb/Luc; Salvaje: Construcción 
C21/-5,6Kb/Luc. VarG: Construcción C21/-5,6Kb/Luc-G. Análisis estadístico ANOVA; post test: 
Tukey *** p < 0.001. ns: no significativo. n=6 
 
Debido a los resultados obtenidos con el ensayo de dexametasona y considerando que el 
mismo es un análogo del cortisol se pasó a realizar ensayos con cortisol para 
determinar el efectos de la estimulación sobre la línea H295R transfectada. 



 

 

 
Figura 4. Actividad transcripcional para la variante g.32033649A>G en la línea H295R 

en medio charcoalizado con tratamiento de cortisol en 1*10-7 M. Amarillo: crecimiento de 
células en medio charcoalizado Prom: Construcción C21/-0,3Kb/Luc; Salvaje: Construcción 
C21/-5,6Kb/Luc. VarG: Construcción C21/-5,6Kb/Luc-G. Análisis estadístico ANOVA; post test: 
Tukey * p<0.01. ns: no significativo. n=2 
 
Los ensayos con cortisol se realizaron en condiciones de suero charcoalizado. Los 
resultados se observan en la Figura 4. Si bien en este experimento la disminución de la 
expresión del gen reportero con la variante G para la condición sin tratamiento no 
fue significativa, con cortisol que el comportamiento es similar al que se observa 
en las células sin tratamiento de los ensayos anteriores. Nuevamente, no se observó 
efecto del tratamiento sobre el comportamiento de la construcción con la variante G. 

Los experimentos hasta aquí indicarían que la presencia de un cambio en la posición 
g.32033649A>G en la región PZ no alteraría la respuesta a dexametasona ni al cortisol. 
Sin embargo, los mismos experimentos indicarían la presencia de un posible efecto 
de los glucocorticoides en la regulación de la transcripción del gen CYP21A2. 

Teniendo en cuenta las observaciones anteriores, se realizaron experimentos de q-PCR 
para determinar si el tratamiento con dexametasona regularía la expresión del gen 
endógeno CYP21A2 en la línea celular H295R. Como posible control positivo de 
la regulación por el GR, se midió además, la expresión del gen BCLX dado que se lo 
había reportado la modulación del gen por dexametasona en la línea celular T47D 
(Rocha-Viegas L y col., 2006) . Las células se cultivaron con una estimulación de 24 hs 
y 48 hs tanto en suero completo como charcoalizado. Los resultados de la medición 
de ambos genes se muestran en la Figura 2.E. 



 

 

 
Figura 5. Expresión del gen CYP21A2 y BCLX por RT-qPCR en H295R. Azul: crecimiento de células 
en medio completo. Amarillo: crecimiento de células en medio charcoalizado. A. Estimulación por 
24 hs. B. Estimulación por 48 hs. Las barras representan el promedio +/- DS de 4 experimentos ensayados 
por triplicado y se expresan relativas a la estimulación sin tratamiento de cada uno de los genes en medio 
completo que se consideró como 1 teniendo en cuenta la expresión del gen HPRT como housekeeping. 
Análisis estadístico ANOVA; post test: Tukey *** p < 0.001.. ns: no significativo. 
 
Al igual que los resultados del apartado anterior, se observa una diferencia significativa 
en la expresión del gen CYP21A2 al comparar la incubación en suero completo y en 
suero charcoalizado tanto para las 24 hs como para las 48 hs. No se observaron 
diferencias significativas en la expresión del gen BCLX para las 24 hs ni 48 hs. No se 
observó un cambio estadísticamente significativo entre los niveles transcripcionales del 
gen CYP21A2 en medio charcoalizado con y sin tratamiento, si bien se observa una 
aparente disminución de la transcripción en presencia de dexametasona en las primeras 
24 hs post estimulación, similar a lo observado en los ensayos con las construcciones 
plasmídicas. 

 
 
Objetivo 2. Analizar la tasa transcripcional del gen en presencia de una variante de 
secuencia en la región regulatoria del gen que responde a AMPc. 
 
También se analizó la búsqueda de variantes poblaciones en la región regulatoria cAMP 
en la base de datos gnomAD. Se encontraron 9 variantes en la región chr6:32035833-
32035923. Entre las variantes encontradas en base de datos, las variantes rs117689957,   
rs1267269963,   rs1354596798,   rs768815438,   rs777013928   estarían 
afectando sitios predichos de unión para el Factor de transcripción C/EPBα (Figura 1). 
 
 

 



 

 

Figura 6. Alineamiento y factores de transcripción predichos para las tres regiones 
regulatorias. Alineamiento de secuencias de primates de la región regulatoria cAMP con los 
factores de transcripción CRE-BP/ATF, C/EPBα y GR predichos. ATF: CRE-BP/ATF; 
C/EPBα: Factor de transcripción C/EPBα. Las flechas negras representan la posición donde se 
encontraron variantes poblacionales en la base gnomad al julio 2019. 
 
 No se pudieron realizar los ensayos con AMPc debido a que se dejo de importar el medio  
 de cultivo para las células que se trabajaban durante el período del subsidio y se decidió 
 continuar priorizando los estudios realizados en la región PZ con los reactivos 
disponibles.  
 
 
CONCLUSIONES 
 
Se analizaron 2 regiones regulatorias distales para el gen CYP21A2, la región 
denominada promotor Z (PZ) (Tee et al. 1995; Wijesuriya et al. 1999) y una región 
de respuesta a AMPc (Watanabe et al. 1993), como posibles regiones moduladoras de 
la transcripción del gen. En un trabajo previo de nuestro laboratorio se describió 
una variante g.32033649A>G en la región PZ que se encontraba en cis con la 
variante p.P483S, que causaba una variación en la transcripción del gen (Fernández et al. 
2015). 

Los resultados de la predicción de la unión a factores de transcripción indicaron que 
la modificación nucleotídica A>G crearía un posible sitio adicional para la unión del 
receptor de glucocorticoides (GR). A su vez, distintos autores ya habían comprobado que 
el GR se encontraba en las células adrenales (Paust et al. 2006) y en la línea celular 
H295R (Tacon et al. 2009). Además, estaba descrito que el GR regula negativamente o 
positivamente la expresión génica en algunos sistemas (Nicolaides et al. 2010; Simko 
et al. 2016; Na et al. 2017). Basados en estas evidencias, y en continuidad con la 
línea establecida en nuestro laboratorio, se realizaron ensayos para determinar si la 
variante g.32033649A>G generaba un posible sitio de unión para el GR que pudiera 
ser responsable de la regulación negativa en el gen CYP21A2. 

En primera instancia se repitieron los resultados obtenidos en trabajos previos, esto 
se logró con éxito para la línea H295R, pero para la línea Y1, solo se observó una 
tendencia y la diferencia entre el vector salvaje y con la variante G (VarG) no fue 
significativa. De acuerdo a experiencias previas, sabíamos que la línea Y1 de ratón posee 
condiciones de crecimiento y de plaqueado especiales para la transfección y que es muy 
variable su comportamiento en cultivo, por lo que es posible que no hayamos podido 
reproducir enteramente las condiciones. Por otro lado, en contraste con los humanos, la 
biosíntesis de esteroides suprarrenales en roedores se caracteriza por la falta de actividad 
de 17-hidroxilasa (Raman, Ertel, and Ungar 1964). La pregnenolona es catalizada por 
CYP21 a través de progesterona y deoxycorticosterona a corticosterona, y este es el 
glucocorticoide principal roedores. La corticosterona se hidroxila y posteriormente sigue 
la vía de síntesis hacia la formación de aldosterona, que es el principal 
mineralocorticoide activo  (Nandi et al. 1967). Debido a la falta de 17-hidroxilasa 
suprarrenal en las glándulas suprarrenales de ratón, los precursores de esteroides no se 
desvían hacia la ruta de los andrógenos de la misma manera que en los humanos. A su 
vez, se demostró en rata que la concentración de cortisol en adrenal de rata es en el 
orden de ug y en plasma de pg (Luthy et al. 1987). Basados en la discrepancia entre 
roedores y humanos, y las dificultades del trabajo con las Y1, se decidió continuar sólo 
con la línea celular H295R para los ensayos a realizar. 



 

 

Dado que se buscaba ver la respuesta de los glucocorticoides en relación con la variante, 
en una primera fase se realizaron ensayos con medio charcoalizado en las células 
transfectadas. El objetivo fue evaluar si existía una variación en el gen reportero entre 
un medio con suero depletado de hormonas y otros factores, y un suero sin depletar o 
“suero completo”. 

Los resultados mostraron que la modulación de la variante A>G (VarG) en el PZ se 
mantenía tanto en el caso del suero charcoalizado como en el suero normal, si bien se 
observó una disminución importante de la luminiscencia entre las condiciones de suero 
completo y suero depletado. En esta instancia se pudo inferir que en el suero existirían 
factores que afectan la expresión del gen reportero. 

A continuación, y teniendo en cuenta que nuestra hipótesis de trabajo era que la variante 
g.32033649A>G genera un nuevo sitio de interacción con GR, las células se incubaron 
con análogos de cortisol o cortisol en medio charcoalizado. Se realizaron ensayos 
utilizando dexametasona que es un análogo del cortisol que cumple la función de ligando 
al unirse al GR (Edman et al. 2015). 

Se esperaba que en presencia de compuestos esteroideos en el medio con suero 
charcoalizado, se obtuviera el comportamiento observado para el vector con la variante en 
los ensayos en medio con suero completo. 

En presencia de suero completo la dexametasona disminuyó significativamente la 
luminiscencia obtenida con el vector salvaje, no así con la VarG. Esto indicaría que es 
posible que exista un efecto de la dexametasona sobre la región clonada en el vector, con 
un posible sitio de únión para el GR. Sin embargo, esta disminución no se observó en 
presencia del suero charcoalizado, por lo que sería necesaria la presencia de otros 
factores que están en el suero para que se produzca esta regulación. Este resultado es 
similar a lo que se observó para el gen endógeno luego de 24 horas de incubación con 
dexametasona, disminución que si bien no es significativa, tiene la misma tendencia. 

En las condiciones del tratamiento con dexametasona, la VarG disminuye la expresión 
del gen reportero en forma significativa respecto de la variante salvaje, pero no se observa 
efecto diferencial con la estimulación con dexametasona en ninguna condición de suero. 
Por lo tanto, con los resultados hasta este momento, no se deduce que pudiera existir un 
efecto mediado por el GR que estuviera relacionado con la variante de estudio. 

La dexametasona es un potente análogo sintético del cortisol. Se metaboliza en el hígado 
y según ensayos in vitro, el encargado de la metabolización es el citocromo P450 3A4 
(CYP3A4). Concentraciones plasmáticas de dexametasona en sujetos después de la 
administración oral de 4,5 mg de dexametasona una vez al día durante 4 días fue de 



 

 

 
aproximadamente 55 ng/ml (1.4 x 10-7 M, concentración utilizada en este trabajo) entre 
2 y 4 horas. La concentración baja a la mitad luego de 12 horas (Varis et al. 2000). En 
el hígado la expresión de CYP3A4 es de 2.32 unidades arbitrarias y en la glándula 
adrenal humana es de 0.00731 unidades relativas (Masuhiro Nishimura 1, Hiroshi 
Yaguti, Hiroki Yoshitsugu, Shinsaku Naito, Tetsuo Satoh 2003). Por lo tanto, en nuestra 
línea celular, la H295R, habría baja metabolización de dexametasona dado la baja 
expresión de CYP3A4. Hay que considerar que el transportador glicoproteína P podría 
estar involucrado en el transporte al exterior de la celular de la dexametasona (Crowe 
and Tan 2012) y se recientemente se encontró que el gen que codifica para la 
glicoproteína P se expresa en la línea celular H295R (Creemers et al. 2019). 

Basándonos en estas evidencias se realizó un ensayo en suero charcoalizado en presencia 
de cortisol de 24 horas. Si bien en este experimento la disminución de la expresión 
del gen reportero con VarG para la condición sin tratamiento no fue significativa, se 
obtuvo un comportamiento similar al que se observó en las células sin tratamiento de los 
ensayos anteriores. En estas condiciones, nuevamente no se observa efecto del 
cortisol sobre el comportamiento de la VarG, lo que refuerza los resultados obtenidos 
del tratamiento con dexametasona En resumen, nuestra hipótesis inicial era que la 
variante g.32033649A>G generaba un sitio nuevo de unión de glucocorticoides con el 
que podrían interactuar ligandos ocasionando una disminución de la señal del gen 
reportero. Sin embargo, en los ensayos con dexametasona no se observaron respuestas 
diferenciales entre las construcciones salvaje y VarG en ninguna condición de medio. 
La única variación que se observó fue en las células transfectadas con los vectores en 
condiciones de suero normal donde hubo una disminución significativa en el vector 
salvaje con y sin tratamiento de dexametasona. Posteriormente, evaluamos si la 
dexametasona tenía algún efecto sobre la expresión del gen endógeno en las células 
H295R. Los resultados mostraron una tendencia a la disminución de la expresión del 
gen, así como una disminución significativa en la expresión del gen al comparar suero 
charcoalizado y normal, evidenciando que existirían factores en el suero que afectan la 
expresión del gen CYP21A2. 

En la región promotora del gen se encuentran dos regiones de unión del factor 
esteroidogénico 1 (SF-1) (también llamado Ad4BP o NR5A1). En contraste con otros 
receptores nucleares que son activados por los ligandos (Tsai and O’Malley 1994), los 
receptores nucleares 5 A son receptores huérfanos porque la existencia de sus ligandos 
aún está bajo debate (Suntharalingham et al. 2015; Ferraz-de-Souza, Lin, and Achermann 
2011; Krylova et al. 2005; Wang et al. 2005). El SF-1 es un regulador clave para 
la biosíntesis de esteroides. Las hormonas esteroideas se sintetizan en tejidos 
esteroidogénicos como la glándula suprarrenal, las gónadas, la placenta y el cerebro. 
SF-1 participa en la regulación de los genes esteroidogénicos suprarrenales y testiculares, 
como StAR, los genes de la hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD3B y HSD11B), 
MC2R y  los  de  la  familia  CYP  que  codifican  las  enzimas  del  citocromo  P450 
(CYP11A1, CYP11B1, CYP17 y CYP21). Posiblemente el efecto de depletar hormonas 
y factores del suero podría estar afectando factores de interacción con SF-1. 

Por otro lado, con anterioridad, se había demostrado que el receptor de 
glucocorticoides se une a una región promotora del gen BCLX de ratón en la línea 
tumoral T47D de mama humana y HC11 murina no tumoral (Viegas et al. 2004). Por 
este motivo se eligió este gen como control para determinar la respuesta al tratamiento 
con dexametasona. Nuestros resultados no dieron cuenta de la existencia de un efecto 
regulador de la dexametasona sobre el gen BCLX en la línea H295R en ninguna de las 



 

 

dos condiciones de medio. Cabe destacar que se trabaja con una línea celular humana y 
por lo tanto el promotor puede diferir del murino. También difiere el órgano de origen 
de las líneas celular descritas en el trabajo citado (Viegas et al. 2004) con respecto a 
la utilizada en este trabajo. 

En (Asser et al. 2014) plantean una retroalimentación ultra corta positiva ejercido por 
el GR sobre la esteroidogénesis en células H295R, apoyando así una retroalimentación 
mediada por GR intra adrenal compleja, probablemente relevante para patologías 
adrenocorticales humanas. Esto se basa en que en su trabajo demuestran que la activación 
de GR provocada por 48 horas de exposición a dexametasona, ejerce un efecto 
regulador positivo global sobre la esteroidogénesis suprarrenal. Los autores observaron 
un aumento de 1.5 a 2 veces en la síntesis de cortisol, 11-deoxycortisol y secreción de 
17-OHP asociada con un aumento significativo en la expresión de los genes tales como 
StAR, CYP11A1, CYP21A2 y CYP11B1 medidos por qPCR. Sin embargo, en nuestro 
caso al tratar por 48 horas las células en condiciones de suero normal con y sin 
tratamiento con dexametasona, no se observó un aumento significativo en los niveles de 
mRNA del CYP21A2, sino que, de existir algún efecto, el mismo sería inhibitorio 
(Figura 48). Cabe destacar que las concentraciones de trabajo en Asser 2014 fueron de 
1x10-7 M al igual que las utilizadas en este trabajo y dicha concentración se encuentra 
dentro de concentraciones farmacológicas y fuera del rango fisiológico de cortisol que 
está en el orden de los 1x10-9 M. 

De los resultados preliminares obtenidos, proponemos que la variante g.32033649A>G 
no estaría relacionada con la generación de un nuevo sitio aceptor de pegado para el 
GR, si bien hay indicios que sugieren que el tratamiento con dexametasona modularía 
la expresión del gen CYP21A2 y que la región de respuesta estaría ubicada dentro 
de la región clonada en el vector. Es necesario realizar más ensayos para confirmar, 
definir y acotar la región donde el factor de transcripción estaría actuando. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La pérdida auditiva es el desorden neurosensorial más frecuente en los países 
desarrollados afectando al 5% de la población mundial (aproximadamente 460 millones) 
según la Organización Mundial de la Salud (Organización Mundial de La Salud; 
Https://www.who.int/es/, n.d.)]. Se estima que 1 de cada 500 recién nacidos posee una 
pérdida de audición bilateral moderada en forma permanente, provocando en el afectado 
dificultades en la producción del lenguaje y el habla, como también en su desarrollo 
cognitivo, psico-social y académico, limitando su calidad de vida (Morton & Nance, 
2006).  La cual cambia radicalmente mediante la utilización de audífonos, implantes 
cocleares y otros dispositivos de ayuda auditiva. Gracias a los programas obligatorios de 
exploración auditiva en recién nacidos, implementados en todo el mundo, es posible 
detectar la pérdida auditiva de manera temprana, momento en el cual la intervención en 
cualquiera de sus formas tiene sus mejores resultados. Se ha demostrado que la 
estimulación temprana es crítica para el desarrollo de los centros corticales involucrados 
en la audición, facilitando la plasticidad neuronal y favoreciendo la interpretación 
posterior del sonido. Actualmente se encuentran en estudio y desarrollo nuevas estrategias 
de terapia génica para restaurar y prevenir distintas formas de hipoacusia neurosensorial 
(Farooq et al., 2020). En consecuencia, el conocimiento profundo de las causas genéticas 
de cada una de las hipoacusias y la implicancia funcional sobre los distintos componentes 
del sistema auditivo, tiene un impacto inmediato en la implementación de las distintas 
terapias (Trumpp & Kiefer, 2018).   

 
La disfunción auditiva es causada tanto por factores ambientales como genéticos. El 50% 
es de causa genética y en la mayoría de los casos es monogénica y no posee otros síntomas 
asociados, es decir, hipoacusia no sindrómica (70%). Dentro de este grupo la forma más 
común es de herencia autosómica recesiva (75%), y las restantes se distribuyen entre las 
formas autosómica dominante (20%), aquellas ligadas al X y las de herencia mitocondrial 
(1-5%). Actualmente hay más de 100 genes relacionados con Hipoacusia No Sindrómica. 
Aproximadamente el 20% de las hipoacusias autosómicas recesivas son causadas por 
mutaciones en los genes GJB2 y GJB6, que codifican para las proteínas conexina 26 y 
conexina 30, respectivamente. Cabe destacar que la prevalencia de portación de la 
mutación más frecuente en el gen GBJ2 (c.35delG) es de 1/33 (Gasparini et al., 2000). 
Para el caso de las hipoacusias sindrómicas hay más de 400 síndromes descriptos. La 



 

característica principal desde el punto de vista genético y que las diferencia por completo 
de las Hipoacusias No Sindrómicas, es que para cada Síndrome hay unos pocos genes 
asociados (entre uno y diez según el caso), lo cual facilita su diagnóstico molecular.  

 
Uno de los Síndromes más frecuentes, es el Síndrome Braquio-Oto-Renal (BOR) con un 
tipo de herencia autosómica dominante. Se presenta en forma de hipoacusia en asociación 
con fístulas braquiales, malformaciones del oído externo, pits preauriculares y 
anormalidades renales (Ceruti et al., 2002; Chang et al., 2004). Aproximadamente en el 
40% de las familias se detectan mutaciones puntuales y grandes rearreglos en el gen EYA1 
(8q13.3) y un 15% en los genes SIX1 y SIX5 (Hoskins et al., 2007; Kochhar et al., 2008; 
Krug et al., 2011).  

 
Una de las aplicaciones más importantes del estudio genético radica en su implicancia en 
la toma de decisiones respecto a la evolución de la patología y a la respuesta al tratamiento 
instaurado. Por ejemplo se ha probado que la performance postimplante de cóclea puede 
verse influida por el background genético del paciente. Pacientes con alteraciones pre-
sinápticas como es el caso de aquellos con variantes genéticas detectadas en el gen OTOF, 
se verían beneficiados por el implante coclear; mientras que se presume que aquellos 
pacientes con alteraciones en el gen PJVK no tendrán un buen pronóstico al implante de 
cóclea, ya que la localización de la lesión se encuentra en el nervio auditivo, el cual 
conduce la señal nerviosa hacia los centros corticales (Park et al., 2017; Rahbar et al., 
2006). En este marco, toma relevancia también el estudio de susceptibilidad ototóxica; la 
presencia de determinadas variantes genéticas en el gen mitocondrial MT-RNR1 serían 
altamente predictivas de riesgo de hipoacusia adquirida post tratamiento antibiótico con 
ciertos aminoglucósidos como la gentamicina, que se utilizan para aliviar la 
sintomatología de pacientes con vértigo.  

 
Por todo lo anteriormente explicado, se demuestra que el diagnóstico genético impacta en 
la toma de decisiones personales del afectado y su familia, y por otro lado también permite 
ahorrar dinero al sistema de salud al dirigir la evaluación clínico-terapéutica y obviar tests 
innecesarios. Por otro lado, el análisis de las variantes genéticas detectadas permite 
comprender en mayor profundidad los mecanismos que subyacen al desarrollo de la 
patología así como también ampliar el conocimiento básico sobre las bases moleculares 
de la fisiología auditiva. 

 
El objetivo de este trabajo se centró en identificar las variantes genéticas en los genes más 
frecuentes en pacientes con hipoacusia no sindrómica así como también identificar las 
variantes genéticas causales de determinados síndromes. Por último, establecer una 
relación entre el genotipo/fenotipo del paciente. 

 
 

METODOLOGÍA 
 

Muestras:  
 

Durante el periodo de Septiembre 2017 a Septiembre 2019, se recolectaron muestras 
derivadas de distintos centros de salud del país. La evaluación clínica fue realizada por el 
médico otorrinolaringólogo/genetista derivante e incluyó: antecedentes personales, 
examen físico, información audiométrica, edad de inicio de la discapacidad auditiva, 
umbrales auditivos, genealogía y evaluación clínica. Para cada paciente, se obtuvo un 



 

historial médico completo para excluir la posibilidad de causas ambientales de 
discapacidad auditiva (por ejemplo, fármacos ototóxicos, enfermedades infecciosas, 
trauma acústico) y establecer posibles síndromes. La gravedad de la sordera se clasificó 
considerando los siguientes umbrales en decibeles: leve (20 a 39 dB), moderada (40 a 69 
dB), severa (70 a 89 dB) y profunda (90 dB). En todos los casos la familia consintió en 
la realización de los estudios y firmó un Consentimiento Informado. Se incluyeron un 
número de 50 pacientes con sospecha de hipoacusia no sindrómica sin antecedentes y 2 
casos familiares con sospecha de Síndrome Braquio-Oto-Renal (BOR). Para todas las 
muestras se realizó una extracción de ADN de linfocitos de sangre periférica por método 
CTAB (Murray & Thompson, 1980). 
 
Búsqueda de variantes en los genes frecuentes: GJB2-GJB6, Q829X de OTOF y MT-
RNR1: 

 
Los diferentes exones de los genes y sus secuencias intrónicas lindantes fueron 
amplificados mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), los cebadores específicos se 
presentan en la Tabla 1. Los productos de PCR se enviaron al servicio de secuenciación. 

 

Nombre 
Tamaño del 

fragmento (pb) 
Cebador directo (5’->3’) 

Cebador reverso (5’-
>3’) 

GJB2-Ex1 345 cagtctccgagggaagagg aaggacgtgtgttggtccag 

GJB2-Ex2 782 gaagtctccctgttctgtcct tctaacaactgggcaatg 

OTOF-Ex22 304 gcctggttgtgagaaggtg gggtctagcctcctgattg 

MT-RNR1 971 ctacccagcacacacacacc catgggctacaccttgacct 
Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificación de fragmentos de los genes 

frecuentes de hipoacusia no sindrómica 
 
Detección de  grandes deleciones del gen GJB6 del(GJB6-D13S1830) y del(GJB6-
D13S1854): 

 
Se realizó una PCR-GAP siguiendo los protocolos publicados por (F. J. del Castillo & del 
Castillo, 2005; I. del Castillo et al., 2002). El esquema de la PCR se encuentra debajo en 
la Figura 1. 

 



 

 
Figura 1:A.Esquema experimental de la PCR-GAP. B. Posibles resultados  

a obtener en el gel de agarosa 2%. 
 
 
Estudio de los genes causales del Síndrome de BOR: genes EYA1, SIX1 y SIX5  

 
Se realizó una secuenciación de Sanger utilizando cebadores específicos obtenidos de los 
siguientes reportes bibliográficos: 

 
-Para los exones de los genes EYA1:(Kim et al., 2005) 
-Para los exones del gen SIX1: (Ruf et al., 2004) 
-Para los exones del gen SIX5: (Song et al., 2013) 
 

Análisis de las secuencias de Sanger obtenidas: 
 

Una vez obtenidas las secuencias se analizaron mediante el programa Codon Code 
Aligner y utilizando la interface “BLAST” del National Center for Biotechnology 
Information [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. Se compararon las frecuencias 
obtenidas para las variantes en este cohorte con las publicadas en la base de datos 
genomAD [https://gnomad.broadinstitute.org/].  

 
La  posible patogenicidad de las variantes se analizó in silico con los programas SIFT 
[http://sift.jcvi.org], Polyphen [http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/], MutationTaster 
[http://www.mutationtaster.org/], REVEL [https://labworm.com/tool/revel]. La 
clasificación de las variantes se realizó siguiendo las recomendaciones del American 
College of Medical Genetics y el Hearing Loss Variant Curation Expert Panel (Oza et al., 
2018; Richards et al., 2015) . 
 
 
 
 



 

Relación genotipo/fenotipo: 
 

Para el caso de las mutaciones en los genes GJB2 y GJB6 se clasificaron las variantes 
como truncantes y no truncantes siguiendo lo publicado por (Snoeckx et al., 2005). Las 
variantes truncantes fueron aquellas que generan una pérdida de función de la proteína 
(con pérdida de sentido, sitio de empalme, corrimiento del marco de lectura, mutación 
stop), mientras que las mutaciones no truncantes fueron aquellas con cambio de sentido. 
Los resultados genotípicos se compararon con el grado de pérdida auditiva del paciente. 
 
 
RESULTADOS 

 
Genes GJB2 y GJB6: 
 
Para los 50 pacientes estudiados, se detectaron un total de 14 variantes genéticas en los 
genes GJB2 y GJB6. De las 14 variantes genéticas, 12 resultaron ser causa de patología 
(Tabla 2). 
 

Tabla 2: Variantes detectadas en los genes GJB2 y GJB6 

Variante 
genética 

Cambio 
aminoacídico 

Alelos mutados / 
total alelos 
testeados 

(porcentaje) 

Referencia Clasificación 
(ACMG/ 
AMP HL-

EP)  

c.-23+1G>A - 1/100 (1%) (Denoyelle et al., 1999) Patogénica 

c.35delG p.Gly12Valfs*
2 

14/100 (17%) (Zelante et al., 1997) Patogénica 

c.35G>T p.Gly12Val 1/100 (1%) (Rabionet et al., 2000) Patogénica 

c.56G>C p.Ser19Thr 1/100 (1%) (Rabionet et al., 2000) Patogénica 

c.79G>A p.Val27Ile 8/100 (8%) (Kelley et al., 1998) Benigna 

c.101T>C p.Met34Thr 2/100 (2%) (Kelsell et al., 1997) Patogénica 

c.109G>A p.Val37Ile 1/100 (1%) (Kelley et al., 1998) Patogénica 

c.139G>T p.(Glu47*) 1/100 (1%) (Denoyelle et al., 1997) Patogénica 

c.229T>C p.Trp77Arg 1/100 (1%) (Carrasquillo et al., 
1997) 

Patogénica 

c.246C>G p.Ile82Met 1/100 (1%) (Kupka et al., 2002) Patogénica 



 

c.269T>C p.Leu90Pro 1/100 (1%) (Denoyelle et al., 1999) Patogénica 

c.283G>A p.(Val95Met) 1/100 (1%) (Kelley et al., 1998) Patogénica 

c.457G>A p.Val153Ile 1/100 (1%) (Marlin et al., 2001) Benigna 

del(GJB6 -
D13S1830) 

- 3/100 (1%) (I. del Castillo et al., 
2002) 

Patogénica 

 
La variante genética más frecuente fue la c.35delG con un 17% de los alelos testeados 
tanto en estado heterocigota como homocigota (Figura 2). 

 
 
 

De los 50 pacientes estudiados, 13 presentaron mutaciones patogénicas bi-alélicas en los 
genes GJB2 y GJB6, representando un 26% de éxito diagnóstico. Al sumar el estudio de 
GJB6 aumentó en dos el número de pacientes diagnosticados (Figura 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Cromatograma de la variante de secuencia más frecuente c.35delG. A: secuencia normal; 
B:variante c.35delG heterocigota; C:variante c.35delG homocigota. 

Figura 3:A. Porcentaje de mutaciones bi-alélicas y mono-alélicas encontradas en la cohorte 
Argentina estudiada. B. Número de pacientes diagnosticados al estudiar el gen GJB2 

y al sumar el estudio del gen GJB6. 



 

Genes OTOF y MT-RNR1:  
 

No se identificaron mutaciones reportadas ni nuevas en las regiones analizadas. En el 
caso del gen MT-RNR1 se detectó un polimorfismo poblacional reportado en bases de 
datos en todos los pacientes analizados (m.1438 A>G). 

 
Relación genotipo-fenotipo: 

 
Los pacientes con genotipos conformados por mutaciones truncantes en ambos alelos 
presentan una mayor gravedad en la pérdida auditiva que aquellos con una sola mutación 
truncante y otra no truncante. Más aún, en el caso en el cual en ambos alelos se encuentran 
mutaciones no truncantes la hipoacusia es moderada (los genotipos y fenotipos asociados 
se detallan en la Tabla 3). 
 

Tabla 3: Genotipos y Fenotipos de los pacientes diagnosticados. 
T: mutación Truncante; NT: mutación No Truncante. 

ID 
Paciente 

Genotipos Tipo de 
Genotipos 

Severidad de 
Hipoacusia 

#1 c.[35delG] ; [35delG] T/T Profunda 

#4 c.[35delG] ; [35delG] T/T Profunda 

#6 p.[E47*] ; del(GJB6-D13S1830) T/T Profunda 

#8 c.[35delG] ; p.[W77R] T/NT Severa 

#9 c.[35delG] ; del(GJB6-D13S1830) T/T Profunda 

#10 c.[35delG] ; p.[I82M] T/NT Profunda 

#13 c.[35delG] ; [35delG] T/T Profunda 

#20 c.[35delG] ; [35delG] T/T Profunda 

#31 c.[35delG] ; [-23+1G>A] T/T Profunda 

#39 c.[35delG] ; [35delG] T/T Profunda 

#41 del(GJB6-D13S1830) ; del(GJB6-D13S1830) T/T Profunda 

#45 p.[Met34Thr] ; [Ser19Thr]  NT/NT Moderada 

#48 p.[Val95Met] ; [Gly12Val] NT/NT Moderada 

 
 
 
 
 



 

Casos Síndrome de BOR: 
 

Se estudiaron dos casos con signos clínicos de Síndrome Branquio-oto renal (Figura 3). 
 

En el caso familiar A, el caso índice y su padre presentaban hipoacusia bilateral, pits 
bilaterales y fístula braquial. Su hermano gemelar fallecido con quiste braquial y 
mamelones. Luego de realizar el estudio molecular en el gen EYA1 se detectó una 
mutación exón 7; dicha variante genera un stop de la traducción proteica en el aminoácido 
Glutamina 156 (p.Gln156* o p.Q156*). Dicha mutación segregó con el fenotipo en la 
familia y se encontraba reportada previamente en la bibliografía (Wang et al., 2012). 

 
El caso B, el caso índice presentaba signos de BOR incluyendo hipoacusia bilateral, 
malformación del pabellón auricular y fístula braquial. Su padre sólo presenta fístula 
braquial. Luego de realizar el estudio genético se identificó una mutación en el intrón 19 
del gen, afectando un sitio canónico de splicing (c.966+1G>A). Dicha variante se 
encuentra presente en el padre y ausente en su madre y hermana. Además, ha sido 
reportada previamente en la bibliografía como causa del Síndrome de BOR (Hwang et 
al., 2014). 

 
 
 
CONCLUSIONES 

 
La hipoacusia es un desorden neurosensorial que afecta a millones de individuos en el 
mundo. El estudio molecular de los genes GJB2 y GJB6 en pacientes con hipoacusia fue 
exitoso diagnosticando al 26% de los casos estudiados. La variante genética c.35delG fue 
la más frecuente con un 17% de los alelos testeados. Estos resultados se encuentran en 
correspondencia con lo reportado en la población caucásica (Pandya et al., 2003; 
Primignani et al., 2009; Zelante et al., 1997).  

 
En concordancia con estudios previos, las variantes truncantes se relacionaron 
principalmente con hipoacusia profunda, mientras que las variantes no truncantes con un 
grado más leve de pérdida auditiva, lo que refuerza la noción de que las variantes 
inactivantes conducen a un grado severo de hipoacusia (Azaiez et al., 2004; Feldmann et 

Figura 4: Árboles genealógicos de los dos casos estudiados con el Síndrome de BOR. 



 

al., 2004). Estos resultados tienen implicancia diagnóstica clara para el seguimiento 
clínico y la toma de decisiones en la patología.  

 
Respecto del síndrome de BOR, es el síndrome con herencia dominante más frecuente 
luego del síndrome de Waardenburg. En ambos casos estudiados en este trabajo, se 
identificaron las variantes genéticas responsables del cuadro. Al tratarse de mutaciones 
previamente reportadas en bibliografía internacional como causales de patología, se 
refuerza su relación con el fenotipo de los pacientes y permite el asesoramiento integral 
del cuadro clínico subyacente. Cabe destacar, que en el caso B se encontró una clara 
expresividad variable de la clínica (el padre sólo presentaba fístulas braquiales), lo cual 
es una característica típica de este síndrome (Chang et al., 2004). 

 
Como resumen, este trabajo demuestra la importancia del estudio genético para el 
diagnóstico preciso de pacientes tanto con hipoacusia sindrómica como no sindrómica. 
De esta manera, colabora con el correcto asesoramiento genético para los pacientes y la 
instauración de la terapéutica adecuada para cada uno de ellos. 

 
Parte de estos resultados se encuentran publicados en la revista Genes: (Buonfiglio et al., 
2020). 
 
 
ABSTRACT 

 
Hearing loss is the most common sensory disorder affecting approximately 460 million 
people worldwide. In more than half of the cases, the cause of hearing impairment is 
genetic and to date more than 100 genes have been related to hearing damage. Most of 
the patients do not exhibit any other associated symptoms (non-syndromic form, 70%) 
and present an autosomal recessive mode of inheritance (80%). GJB2 and GJB6 are the 
most frequently altered genes in individuals with recessive inherited non-syndromic 
hearing loss, which in some populations reach 30-50% of diagnosis rate. Early detection 
results essential, since treatment has an exponential impact on the development of hearing 
and language skills. This is the reason why understanding the underlying causes of 
hereditary hearing loss becomes a major issue. In this work we summarize the results of 
the initial screening of patients with non-syndromic hearing loss.  In addition to this, we 
showcased the results of two cases with Branchio-oto-renal Syndrome. In this way, we 
achieve an accurate molecular diagnosis, and hence, a precise clinical and genetic 
counseling for the patient. 
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SÍNTESIS 
 
Los agonistas de GLP-1r protegen a las células beta pacreaticas del estrés oxidativo, el 
estrés en el retículo endoplásmico y la apoptosis entre otras fenómenos fisiológicos que 
puede ser dañinos para la integridad celular si se ven desrregulados. El mecanismo 
molecular es por el momento incierto, pero se sabe que por ejemplo la exenatida activa la 
quinasa Akt, lo que contribuye en sus efectos protectores de las células beta, bloqueando 
los cambios en las proteínas 14-3-3 en (particular las isoformas gamma y epsilon), y 
conservado sus niveles durante el estrés oxidativo y el estrés en el ER. 

Se intentará correlacionar los cambios en las proteínas 14-3-3 con el efecto protector de 
dos biosimilares de GLP1 comerciales y de cada uno de los biosimilares utilizados y con 
el de diferenciación adipogénica que tendrán dichas células en cultivo. 

Una vez que la células madre humanas fueron aisladas y el cultivo de las mismas fue 
establecido correctamente en el laboratorio, las células se sometieron a diferenciación 
adipogénica. Pudimos observar que si bien el GLP1r no se encuentra presente en la 
superficie de la células madre mesenquimales humanas previa a la inducción de la 
diferenciación, su expresión se ve estimulada (inducida) por el uso de una o más drogas 
inductoras de la diferenciación adipogénica y en particular por los biosimilares de GLP1. 
Dado que la dexametasona y la rosiglitazona ya se conocen sus blancos moleculares 
específicos, pensamos que la inducción del GLP1r se debe o bien por el cAMP (segundo 
mensajero de la IBMX y del GLP1 en si mismo) o la insulina. Una vez que establecimos 
que la presencia de biosimilares del GLP1 logran inducir la expresión del receptor en la 
superficie celular de las células madre mesenquimales extraídas de tejidos graso humano, 
estudiamos la modulación de la expresión de las proteínas 14-3-3, que como 
mencionamos anteriormente, son proteínas andamios que participan en la coordinación 
de múltiples cascadas de señalización. La respuesta de la expresión de 14-3-3 gamma al 
uso de cocktail de diferenciación adipogénica y a sus variantes donde el biosimilar de 
GLP1 se utilizó en reemplazo de las drogas que incrementan el cAMP como la IBMX y 
la insulina. Claramente pudimos observar que la inducción del cAMP es necesaria para 
una correcta expresión de 14-3-3gamma y que la inclusión del biosimilar logra 
reemplazar la IBMX e inducir la expresión de la proteína en estudio, pero no reemplazar 
la insulina. Como resultado del presente trabajo se obtuvieron 4 publicaciones y las 
siguientes conclusiones: 



  

1) Se logró establecer un protocolo para el aislamiento, cultivo y diferenciación de células 
madre mesenquimales humanas. 

2) El biosimilar de GLP1 (Liraglutide (Víctoza Novo Nordisk) y el GLP1A (Heptares 
Therapeutics Ltd, BioPark, Broadwater Road, Welwyn Garden City, Hertfordshire AL7 
3AX, UK) lográn inducir niveles de cAMP adecuados para una correcta diferenciación 
adipogénica de las células madre y una correcta expresión de la proteína 14-3-3gamma. 

3)   El biosimilar de GLP1 no reemplaza sino que complementa la acción de la insulina 
durante la diferenciación adipogénica de las células madre y la expresión de la proteína 
14-3-3gamma. 

 
 
ABSTRACT 
 
In the present project, the changes in the 14-3-3 proteins were correlated with the 
protective effect of the biosimilar drug of GLP1 used and with the adipogenic 
differentiation of human mesenchymal stem cells in culture. Once the human stem cells 
were isolated and their culture was established correctly in the laboratory, the cells 
underwent adipogenic differentiation. We analyzed the response of the expression of the 
14-3-3 gamma to the use of adipogenic differentiation cocktail and its variants where the 
GLP1 biosimilar replaced some of the drugs that increase cAMP such as IBMX and 
insulin. We observed that the induction of cAMP is necessary for a correct expression of 
14-3-3 gamma and the adipogenic differentiation of the cells and that the addition of the 
biosimilar replace the IBMX inducing the expression of the protein under study, but not 
replace the insulin, however, it rather exert a complementary function. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
  

Los agonistas del receptor del péptido similar al glucagon 1 (GLP-1R) actúan como 
agentes antidiabéticos por su capacidad de proteger las células beta pacreáticas, y 
estimular la secreción de insulina. Dichos agonistas de GLP-1R protegen a las células 
beta del estrés oxidativo, el estrés en el retículo endoplásmico y la apoptosis entre otras 
fenómenos fisiológicos que puede ser dañinos para la integridad celular si se ven 
desrregulados. Como estas hormonas péptidicas regulan y/o coordinan toda la maquinaria 
celular es por el momento una incógnita. Solo se han investigado unas pocas proteínas 
andamio capaces de coordinar la redes metabólicas en particular durante la homeostasis 
de la glucosa. Por ejemplo, se ha demostrado que las arrestinas, Akap150 y NLRP3 son 
importantes en la función de las células beta pancreáticas, la homeostasis de la glucosa y 
la adipogénesis, a pesar de sus funciones esenciales en la coordinación de redes de 
señalización. Sin embargo, estos ejemplos representan una pequeña fracción de las 
proteínas de andamio identificadas, y el papel de otras familias de proteínas en la 
homeostasis de la glucosa sigue siendo muy poco estudiado. 

Una de la familia de proteínas andamios que se encuentra relacionada con el metabolismo 
de la glucosa, regulación de adipogénesis y se encuentra retroregulada por el GLP1 es la 
familia de proteínas 14-3-3. Durante esta última se han indentificado modificaciones 
específicas en las proteínas 14-3-3 responsables de la muerte de las células beta 
pacreáticas, por lo que está comúnmente asociado la modulación específica de 14-3-3 con 
el deterioro progresivo en la diabetes tipo 2. Esta familia de proteínas tiene múltiples 



  

funciones regulatorias que se pueden agrupar en la regulación de cascasdas de 
fosforilación celulares por la unión y regulación de blancos proteícos fosforilados por 
quinasas celulares.  

La exenatida (y otros medicamentos biosimilares como el liraglitude, un biosimilar es un 
fármaco de origen biotecnológico, que ha demostrado ser comparable al medicamento de 
referencia, y que generalmente es utilizado una vez que la patente del medicamento 
innovador ha expirado) son péptidos biosimilares al GLP-1 (Fig 1) que protegen a las 
células beta tanto del estrés del ER como de la apoptosis, pero principalmente estimulan 
a la células a secretar mayor cantidad de insulina para metabolizar la glucosa. El 
mecanismo molecular es por el momento incierto, pero se sabe que la exenatida activa la 
quinasa AKT, lo que contribuye en sus efectos protectores de las células beta, bloqueando 
los cambios en las proteínas 14-3-3 en (particular las isoformas β, ε y θ), y conservado 
sus niveles durante el estrés oxidativo y el estrés en el ER. 

 

 A) estructura del GLP-1 humano, B) 
exenatide (las modificaciones químicas 
introducidas están en gris) C) liraglitude  

 ¿Qué relación existe con las células 
madre y la medicina regenerativa? Resulta 
que el tejido graso (humano) contienen 
altos niveles de células madre que poseen 
receptores inducibles de GLP-1 en la 
superficie de sus células y la unión de 
GLP-1 a estos receptores disminuye la 
inflamación, previene la muerte célular, 

protege los vasos sanguíneos y protege contra daños de especies reactivas de oxígeno 
(radicales libres). 

 

El objetivo del presente proyecto fue estudiar los mecanismos moleculares de protección 
por exenatida y otros biosimilares directamente sobre células madre en cultivo. Estas 
células serán obtenidas específicamente de tejidos de descarte de cirugías plásticas de 
pacientes. Se intentará correlacionar los cambios en las proteínas 14-3-3 con el efecto 
protector de la exenatida y de cada uno de los biosimilares utilizados y con el de 
diferenciación adipogénica que tendrán dichas células en cultivo. 

Estamos interasados en acelerar el proceso de generación de biosimilares para la 
exenatida sin la necesidad de pruebas en animales de laboratorio, intentando a su vez 
esclarezer los mecanismos moleculares que expliquen el mayor (o menor) potencial de 
acción biológico.  

  
 
RESULTADOS 
 
En este proyecto de investigación se estudió el efecto de una hormona no hidrolizable 
peptídica GLP1. La misma se combinó con diferentes drogas de acción conocida sobre 
células madre mesenquimales humanas. Las células madre fueron obtenidas a partir de 
tejido adiposo subcutáneo humano, obtenido de cirugías estéticas (Clínica José Cattaneo, 

Figure 1 



  

y Hospital Laggomagiore Mendoza, Mendoza), principalmente dermolipectomía 
abdominal, bajo responsabilidad médica y consentimiento informado por parte del 
paciente (Clínica José Cattaneo, y Hospital Laggomagiore Mendoza, Mendoza). La grasa 
disgregada mediante bisturí se incubó con 0,1% colagenasa y 0,25% de tripsina sin EDTA 
durante 45 min a 37 °C. Luego se filtró a través de una malla de 2 mm de poro para 
separar el tejido conectivo; el líquido recuperado se centrifugó a 300 g durante 10 min 
para obtener la fracción vascular estromal (FVE). La FVE no solo contiene células madres 
mesenquimales adultas sino también células endoteliales, fibroblastos, linfocitos, 
monocitos/macrófagos y pericitos entre otros. Para eliminar éstas células no adherentes y 
los glóbulos rojos, la FVE se sembró en placa de Petri esteril, ya que las ASC son la 
únicas células adherentes de la FVE. La figura 2 muestra un resumen de dicho proceso 
que fue publicado en Gojanovich et al. 

 

 

  
Una vez que la células madre humanas fueron aisladas y el cultivo de las mismas fue 
establecido correctamente en el laboratorio, las células se sometieron a diferenciación 
adipogénica. La misma fue inducida en medio DMEM completo suplementado con 100 
nM de dexametasona (Sigma-Aldrich USA), 0,5 mM isobutilmetilxantina (IBMX, 
Sigma-Aldrich USA), 5 µg/ml de insulina bovina (Laboratorios Roemmers) y 4 µM 
rosiglitazona,  y con el agregado o no de GLP1 y sus biosimilares, según corresponda, 
durante 2 días. Posteriormente se agregó medio DMEM completo con 5 µg/ml de insulina 

Figure 2 A) las muestras arriban al laboratorio desde el quirófano en condiciones de esterilidad. B y 
C) el tejido se somente auna limpieza descartando el tejido epitelian y conectivo D y E) posteriormente 
se disgrega mecanicamente el mismo mediante el uso de escalpelos. F) Tratamiento enzimático 
colagenasa/tripsina G) separación por centrifugación H e I) separación de fracciones y posterior 
cultivo de la células madre aisladas en placas de cultivo celular.   



  

bovina respectivamente hasta día final del proceso de diferenciación en el día 10 del 
protocolo. Para medir el potencial de diferenciación se procedió a teñir las células por el 
colorante específico de gotas lipídicas Red-Oil (Gojanovich et al) y la cualtificación de 
dicha tinsión se realizó por métodos de análisis de imágenes automáticos (Masone et al, 
Figura 3). 

 

 

 
Como se puede observar el uso de biosimilares de GLP1 produce un aumento de los 
niveles de gotas lipídicas lo que implica que las células tratadas con los mismos se 
diferencian más a adipocitos. Para esta diferenciación es necesario que entre otra cosas 
que produzca una correcta incorporación de la glucosa al interior celular a fin de ser 
utilizada en la síntesis de lípidos. Para entender molecularmente porque la células 
responden positivamente al tratamiento por biosimilares de GLP1 durante la 
diferenciación adipogénica, las células fueron lisadas y los niveles de diferentes proteínas 
de interés fueron analizadas por la técnica de Western blot. Los resultados se centraron 
principalmente en estudiar la proteína que cumple con la función de ser el receptor de 
GLP1 en la membrana celular (receptor de GLP1 o GLP1r). El mismo es una proteína de 
60 kDa, para ello se utilizaron anticuerpos específicos de la compañía Santa Cruz Inc 
(Santa Cruz, CA, USA). Los mismo demostraron ser específicos en diferentes líneas 
celulares de humanos, ratón, rata y mono. Una vez caracterizados los mismos 
comenzamos los experimentos sobre las células madres mesenquimales humanas (Fig 4). 

Figure 3 Tinsión de células madre humanas con el colorante específico para gotas lipídicas Red Oil. 
Cada uno de los tratamientos se encuentra aclarado en la parte superior de la imagen.  



  

  

 

 
Como se observa en la figura 4 el GLP1r no se encuentra presente en la superficie de la 
células madre mesenquimales humanas previa a la inducción de la diferenciación, sino 
que su expresión se ve estimulada (inducida) por el uso de una o más drogas inductoras 
de la diferenciación adipogénica. El cocktail de inducción contiene dexametasona, 
IBMX, rosiglitazona e insulina. Dado que la dexametasona y la rosiglitazona ya se 
conocen sus blancos moleculares específicos, pensamos que la inducción del GLP1r se 
debe o bien por el cAMP (segundo mensajero de la IBMX y del GLP1 en si mismo) o la 
insulina. Para ello se produce el reemplazo selectivo de estas drogas en el cocktail de 
diferenciación observándose que la insulina no estimula la expresión del receptor (figura 
4). Como conclusión los dos biosimilares utilizados en estos ensayos (Liraglutide 
(Víctoza Novo Nordisk) y el GLP1A (Heptares Therapeutics Ltd, BioPark, Broadwater 
Road, Welwyn Garden City, Hertfordshire AL7 3AX, UK) logran inducir la expresión de 
su receptor a través del segundo mesanjero AMP cíclico. 

Una vez que establecimos que la presencia de biosimilares del GLP1 logran inducir la 
expresión del receptor en la superficie celular de las células madre mesenquimales 
extraídas de tejidos graso humano, estudiamos la modulación de la expresión de las 
proteínas 14-3-3, que como mencionamos anteriormente, son proteínas andamios que 
participan en la coordinación de múltiples cascadas de señalización. Por resultados 
previos publicados por nuestro laboratorio ya sabemos que la isoforma gamma es la 

Figure 4 Inducción del receptor de GLP1 (GLP1r) por el uso de drogas inductoras de la diferenciación 
adipogénica y biosimilares del GLP1 sobre células madre humanas obtenidas de grasa provenientes 
de cirugías estéticas. 



  

principal isoforma de la familia 14-3-3 involucrada en el metabolismo de la glucosa y la 
diferenciación adipogénica. En la figura 5 se muestra la respuesta de la expresión de 14-
3-3 gamma al uso de cocktail de diferenciación adipogénica y a sus variantes donde el 
biosimilar de GLP1 se utilizó en reemplazo de las drogas que incrementan el cAMP como 
la IBMX y la insulina. 

 

Claramente se puede observar en el gráfico de la derecha (cuantificación) que es necesaria 
la inducción del cAMP para una correcta expresión de 14-3-3gamma (columna s/lyG, y 
una completa diferenciación adipogénica Figura 3) y que la inclusión del biosimilar logra 
reemplazar la IBMX e inducir la expresión de la proteína en estudio, pero no reemplazar 
la insulina (quinta barra del gráfico). Esto significa que si bien la insulina induce un 
incremento en el cAMP la misma cumple otras funciones adicionales tanto en la 
diferenciación adipogénica como es la mantención de los niveles correctos de expresión 
de 14-3-3gamma. También queda en evidencia que el biosimilar de GLP1 puede 
incrementar los niveles de cAMP no puede reemplazar otras funciones que realiza la 
insulina durante la diferenciación estudiada. 

 
 
CONCLUSIONES 
 
1) Se logró establecer un protocolo para el aislamiento, cultivo y diferenciación de células 
madre mesenquimales humanas (Gojanovich et al). 
 
2) El biosimilar de GLP1 (Liraglutide (Víctoza Novo Nordisk) y el GLP1A (Heptares 
Therapeutics Ltd, BioPark, Broadwater Road, Welwyn Garden City, Hertfordshire AL7 
3AX, UK) lográn inducir niveles de cAMP adecuados para una correcta diferenciación 
adipogénica de las células madre y una correcta expresión de la proteína 14-3-3gamma 
 

Figure 5 Experimentos de Western blot de 14-3-3gamma en respuesta a diferentes composición del 
cocktail de diferenciación adipogénica donde los agentes inductores del cAMP fueron reemplazados 
por el biosimilar de GLP1 



  

3)   El biosimilar de GLP1 no reemplaza sino que complementa la acción de la insulina 
durante la diferenciación adipogénica de las células madre y la expresión de la proteína 
14-3-3gamma. 
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Las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa de muerte a nivel mundial en hombres 
y mujeres (OMS). La presión arterial en mujeres premenopáusicas es menor que la de hombres de la 
misma edad, sin embargo, al alcanzar la menopausia, la PA aumenta rápidamente e iguala o excede a la 
de hombres de la misma franja etaria. En el mismo sentido, en diferentes modelos experimentales se han 
reportado diferencias entre machos y hembras respecto al desarrollo de la hipertensión (Calhoun y cols, 
1995;; Pendergrass y cols., 2008). A pesar del conocimiento de la existencia del perfil dimórfico sexual 
en la incidencia y progresión de las enfermedades cardiovasculares, a lo largo de la historia, la mayor 
parte de los estudios clínicos y experimentales han sido llevados a cabo en machos, en el entendimiento 
que machos y hembras son similares entre sí y difieren sólo en la magnitud de la respuesta; sin embargo, 
machos y hembras no necesariamente utilizan los mismos componentes y mecanismos para alcanzar la 
homeostasis. 
 
¿Por qué machos y hembras presentan diferencias en la regulación de la presión arterial? 

Las hormonas esteroideas gonadales tienen un rol protagónico en un sinnúmero de fenotipos sexualmente 
dimórficos. Clásicamente la acción de las hormonas sexuales ha sido clasificada en dos categorías: 
organizacional y activacional. Los efectos organizacionales son modificaciones permanentes relacionadas 
con el desarrollo, que se producen durante un periodo crítico (periodo fetal-neonatal y puberal) mientras 
que los efectos activadores son transitorios y pueden ser revertidos si el estímulo hormonal varía o 
desaparece (Carrer y cols., 2002; Wilson y Davies, 2007). Sin embargo, machos y hembras no sólo 
difieren respecto al factor hormonal, sino que además sus células son portadoras de diferentes 
complementos cromosómicos (XY y XX respectivamente-factor génetico). Es así entonces, que las vías 
genéticas y/o hormonales podrían actuar independientemente o interactuar (sinérgica/antagónicamente) 
para así modular el desarrollo sexual dimórfico (Arnold y Chen., 2009). 
 
Los sistemas angiotensinérgico y vasopresinérgico juegan un papel muy importante en la regulación 
de la presión arterial. En el siguiente informe nos centraremos en el análisis de la participación del 
complemento cromosómico y los efectos organizacionales y activacionales de los esterioides gonadales 
en la respuesta dimórfica presora ante la infusión aguda-continua de Ang II. Posteriormente nos 
abocaremos a analizar el rol del complemento cromosómico sexual así como el de los efectos 
organizacionales hormonales en la respuesta presora dimórfica inducida por la infusión de vasopresina y 
depresora provocada por la administración de nitroprusiato de sodio. 

Para abordar el análisis de los objetivos planteados se emplearon ratones transgénicos gonadectomizados 
de los cuatro genotipos en el cual el gen determinante de testículos “Sry” es heredado independientemente 
del cromosoma Y. La deleción del gen Sry de ratones machos cromosómicos (XY-) resulta en un fenotipo 
femenino (con ovarios). Cuando el transgen Sry es insertado en un autosoma de estos ratones (XY-Sry), 
los animales poseen testículos y son fértiles. Es así entonces que el cruzamiento de ratones XY-Sry con 



hembras normales XX produce una progenie de 4 genotipos: hembras XX, hembras XY- (sin Sry en el 
cromosoma Y), machos XXSry y machos XY-Sry (ambos con el gen Sry en un cromosoma autosómico). 
Los machos XY-Sry y XX-Sry serán designados en lo sucesivo como machos-XY y machos- XX, 
mientras que a las hembras XX y XY- se las denominará como hembras-XX y hembras-XY 
respectivamente. La comparación entre los 4 grupos permite la valoración independiente de los efectos 
de los factores: a) hormonal, comparando machos versus hembras (es decir, animales con testículos versus 
animales con ovarios), b) complemento cromosómico sexual, comparando hembras-XY vs. hembras-XX 
y machos-XY vs. machos-XX y c) la interacción de ambos factores. Por otra parte, la reposición hormonal 
permite también incorporar al análisis a los efectos hormonales activacionales en el perfil dimórfico en 
estudio. 

 
 
Diferencias sexuales en la respuesta de la presión arterial ante la infusión aguda y continua de Ang 
II: ¿son los efectos activacionales los únicos responsables de tales diferencias? 

En orden al dimorfismo sexual inducido por la infusión contínua de Ang II, evidencias previas demuestran 
que la administración de altas dosis de Ang II induce un aumento en la presión arterial en machos, en 
tanto que en hembras no genera cambios en la misma. Por otra parte, bajas dosis de Ang II disminuyen 
la presión sanguínea en ratas hembras a una dosis que tiene efectos insignificantes en los machos 
(Sampson et al., 2008).  

Si bien un sin número de estudios señalan la influencia activacional de los esteroides gonadales sobre 
diferentes componentes del RAS (Armando y cols., 2002; Sampson y cols., 2012) en los últimos años se 
ha demostrado también la participación del complemento cromosómico sexual (Caeiro y cols., 2011 y 
Dadam y cols., 2017, Ji y cols., 2010). 

En el presente trabajo nos planteamos como objetivo evaluar la participación del complemento 
cromosómico sexual, el efecto organizacional de las hormonas gonadales, como así también la acción 
activadora de β-estradiol y testosterona sobre la respuesta dimórfica presora inducida por infusión aguda 
y contínua (10 minutos) de Ang II (Objetivo N°1). 
 
Diseño Experimental: Ratones perteneciente a los cuatro genotipos fueron gonadectomizados entre los 
45 a 55 días de edad para remover los efectos hormonales activacionales. Transcurridos 12 días, los 
animales fueron asignados a los grupos sin reposición hormonal (GDX) o con reposición de β-estradiol 
(GDX+E2); o de propianato de testosterona (GDX+PT). Los grupos con reemplazo hormonal fueron 
tratados durante 4 días consecutivos con reemplazo subcutáneo diario de la hormona correspondiente 
(2ug / gpc / día). Los ratones fueron luego anestesiados  con uretano y se les implantó una cánula en la 
arteria carótida y la vena femoral.  Al cabo de 20 minutos de obtenido el registro inicial basal de la presion 
arterial, se realizó una infusión continua de Ang II durante los siguientes 10 minutos (Ang II, Sigma, 250 
μg / ml; velocidad de infusión de 0.003 ml / min). 
 



Resultados: El análisis estadístico de los cambios en la presión arterial reveló una interacción del 
complemento cromosómico sexual y de los factores hormonales organizacionales y activacionales 
durante la infusión de Ang II {F (7,39 = 2,60 p <0,01)}. La infusión de Ang II produjo un aumento de la 
presión arterial media en ratones machos-XX, hembras-XX y hembras-XY, mientras que no se 
observaron cambios en los ratones  machos-XY (Figura 1, panel A). Además, el reemplazo de β-estradiol 
(GDX+E2) resultó en una disminución de la presión en ratones machos-XX, hembras- XX y hembras-
XY en comparación con los mismos grupos experimentales del grupo GDX (lo cual indica un efecto 
activacional de β- estradiol en dichos grupos). Sin embargo no se observaron diferencias significativas 
en los cambios de presión arterial media entre ratones machos-XY con o sin reemplazo de β-estradiol, lo 
cual demuestra la ausencia del efecto activacional de β-estradiol en este último grupo (Figura 1B). 
Además, el análisis estadístico de los grupos experimentales que recibieron reemplazo de propionato de 
testosterona mostró un mayor aumento de la presión arterial en ratones machos-XY en comparación con 
los grupos de machos-XX y hembras-XX correspondientes al mismos grupo experimental GDX+PT; 
demostrando un efecto hormonal activador de testosterona solamente en los ratones machos-XY (Figura 
1C). 

 
Figura 1. Cambios en la presión arterial media (ΔMAP) inducidos por la infusión continua de Ang II (Ang II, 
Sigma, 250 μg / mL; tasa de infusión 0.003ml/min) en ratones gonadectomizados de los cuatro genotipos: A) sin 
reemplazo hormonal (GDX) B): con administración de β-estradiol (GDX+E2) y C) con administración de 
propianato de testosterona (GDX + TP). 
 
Nuestros resultados señalan por lo tanto que en ausencia de los efectos hormonales activacionales, existe 
una interacción entre el complemento cromosómico sexual y la acción hormonal organizacional 
modulando diferencialmente los cambios en la presión arterial debido a la infusión de Ang II. Por otra 
parte, estrógeno y testosterona ejercen importantes efectos activacionales sobre los cambios en la presión 
durante la infusión de Ang II, sin embargo, estos efectos son dependientes del complemento cromosómico 
sexual y/o del contexto hormonal organizacional. 
 
Rol del complemento cromosómico sexual y del factor hormonal organizacional en la respuesta 
dimórfica presora inducida por la infusión de vasopresina y depresora por la administración de 
nitroprusiato de sodio. 

Teniendo en cuenta estudios previos que señalan (en animales intactos) diferencias sexuales en la 
respuesta presora a la infusión de vasopresina (Ouchi et al, 1988) nos propusimos evalular (en ausencia 
de los efectos hormonales activacionales) el rol organizacional hormonal y del complemento 
cromosómico sobre la respuesta dimórfica presora debida a la infusión sostenida de vasopresina así como 
en la respuesta depresora inducida por la infusión de nitroprusiato de sodio. 



Diseño Experimental: animales de 60-65 días de edad fueron gonadectomizados y transcurridos 45 días 
fueron anestesiados con uretano (1.5 g/kg). Una vez canalizada la arteria carotidea y vena yugular se 
registraron  los niveles basales, así como también aquellos resultantes de la infusión continua de 
vasopresina durante 30 minutos (vasopresina 0,2 
 
 

 
Figura 2. Cambios en la presión arterial media (ΔMAP) y en la frecuencia cardíaca (ΔHR) inducidos por: la infusión 
continua de vasopresina (Paneles A y B respectivamente) y por la infusión de nitroprosiato de sodio (Paneles C y D 
respectivamente) en ratones machos-XY (cuadrados negros), machos-XX (círculos negros), hembras- XY (cuadrados 
blancos) y en hembras-XX (círculos blancos). *p < 0,01 vs. los demás genotipos en el tiempo en análisis .#p<0,05 
machos-XX vs. machos-XY y hembras XY. 
  



  

UI/ml, volumen de infusión 100µl). En un grupo diferente de animales se procedió a infundir nitroprusiato 
de sodio (1mg/ml, volumen de infusión 100µl). En ambos casos se registraron y analizaron los cambios 
de presión arterial y frecuencia cardíaca. 
 
Resultados: Tal como se puede observar en la Figura 2A los resultados de cambios en la presión arterial 
media demuestran una interacción entre el efecto organizacional hormonal y del complemento 
cromosómicos sexual inducida por la infusión sostenida de vasopresina. Tal como se observa en panel A, 
si bien en todos los genotipos la infusión de vasopresina mostró como era de esperar un incremento en la 
presión arterial, los machos-XX presentaron un mayor incremento en la presión arterial media, en tanto 
que no se observaron diferencias significativas en la disminución en la frecuencia cardíaca en los 
diferentes grupos experimentales.  

Por otra  parte, ante  la disminución de la presión arterial por acción de la infusión sostenida de 
nitroprosiato de sodio, si bien no se observan diferencias entre los genotipos en la respuesta depresora, si 
se demostró un efecto significativo de la interacción del factor hormonal organizacional y del 
complemento cromosómico sexual en el análisis del cambio de frecuencia cardíaca. Tal como se observa 
en la figura 2D ratones hembras-XY presentaron ante la disminución en la presión arterial una 
disminución en la frecuencia cardíaca a diferencia de los tres grupos de genotipos restantes los cuales 
presentaron, tal como fuera reportado previamente, un leve incremento y luego mantenimiento de la 
misma. Estos datos en conjunto ponen en evidencia la importancia de la interacción del factor hormonal 
organizacional y del complemento cromosómico sexual en la respuesta presora debida a la infusión 
sostenida de vasopresina así como en los cambios en la frecuencia cardíaca como resultado de la 
disminución de la presión arterial inducida por nitroprusiato de sodio.  

Machos y hembras no necesariamente utilizan los mismos componentes y mecanismos para alcanzar la 
homeostasis. A sabiendas de que existen estas diferencias, el esclarecimiento de las diferencias así como 
de las similitudes dentro y entre los sexos permitirá en un futuro el diseño de adecuados instrumentos de 
diagnóstico, el reconocimiento de la fisiopatología específica y la consiguiente aplicación de tratamientos 
adecuados de las enfermedades según el sexo.  
 
 
ABSTRACT 
 
In the present study we evaluated the participation of the sex chromosome complement (SCC) as well as 
the organizational and activational hormonal effects on the dimorphic pressor response induced by Ang 
II acute continuous infusion (10 minutes). Afterwards we focused on the role of the SCC and the 
organizational hormonal effects in the dimorphic pressor response induced by vasopressin infusion and 
the hypotensive response caused by the administration of sodium nitroprusside.  

For this purpose, we used transgenic mice of the four core genotypes mouse model, in which the effect 
of gonadal sex (testes/ovaries) and SCC (XX/XY) are uncoupled. Statistical analysis of the changes in 
blood pressure revealed an interaction of the SCC and the organizational and activational hormonal 
factors during Ang II infusion {F (7.39 = 2.60 p <0.01)}. We observed an increase in mean arterial 
pressure (MAP) in gonadectomized XX-male, XX-female and XY-female mice, while no changes were 
revealed in XY-male mice. Furthermore, β-estradiol replacement resulted in a decrease in blood pressure 
in XX-male, XX-female and XY-female mice, indicating an activational β-estradiol effect in these 
genotypes. Testosterone propionate replacement resulted in a greater increase in MAP in XY-male mice 
demonstrating a hormonal activational effect in this group. 

Besides, changes in MAP induced by vasopressin infusion demonstrated an interaction between the 
hormonal organizational effect and SCC. Although in all genotypes, vasopressin infusion showed the 
expected increase in blood pressure, XX-males revealed a greater increase in MAP, while no significant 
differences were observed in the decrease in heart rate. Furthermore the results revealed a significant 



  

effect of the interaction of the organizational hormonal factor and SCC in the analysis of the change of 
heart rate induce by sodium nitropruside infusion.  
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INTRODUCCIÓN 
 

Fundamentación del problema: 
 
La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa en expansión en nuestro continente y es 
considerada por la Organización Mundial de la Salud como una de las enfermedades 
olvidadas (neglected diseases) por afectar principalmente a las poblaciones más pobres 
y con un limitado acceso a los servicios de salud. 

Hasta el momento no se cuenta con una vacuna para la prevención de la leishmaniasis 
en humanos [1], y se dispone de escasos fármacos para su tratamiento. Las altas dosis 
de antimoniales pentavalentes administrados por vía intramuscular, altamente 
doloroso, conlleva a un alto grado de abandono por parte de los pacientes. 

Por la problemática anteriormente mencionada, surge la necesidad de desarrollar 
desde el sector científico-académico nuevas e innovadoras alternativas terapéuticas, 
basadas en la prevención de la infección por medio de inmunoterapias utilizando 
vacunas de primera generación (preparadas con fracciones del parásito, o parásitos 
enteros muertos) y tercera generación (preparadas con proteínas recombinantes del 
parásito). 

 
Marco teórico: 
 
Las vacunas de primera generación se plantean como una estrategia económica en la 
producción de antígenos vacunales para nuestra región. En este tipo de vacunas, los 
antígenos se obtienen por medio del lisado del patógeno para posteriormente 
cuantificarlos y formularlos con el adyuvante adecuado. Ensayos clínicos conducidos 
en el año 2004 en Venezuela por el Dr. Jacinto Convit [2] demostraron que una 
vacuna de primera generación, basada en antígenos totales obtenidos desde 
promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis muertos por pasteurización y 
adyuvantizados con el bacilo de Calmette-Guérin, fue segura y eficaz para el 
tratamiento de la leishmaniasis mucocutanea y cuntánea difusa. En el año 2013 el Dr. 
Wilson Mayrink publicó los resultados de un ensayo clínico randomizado y 
controlado, llevado a cabo en el sudeste de la República Federativa de Brasil, para 
evaluar la eficacia y seguridad de una vacuna de primera generación basada en antígenos 
totales de L. amazonensis sin adyuvante en su formulación [3]. 



 

Este trabajo demostró, una reducción significativa de la incidencia de la enfermedad 
en el área de vacunación en comparación con el área de aplicación del placebo, 
durante el periodo 2004-2011. Además el estudio demostró que una formulación 
vacunal, basada en antígenos de una sola especie del genero Leishmania (vacuna 
mono-especie), es capaz de reducir la incidencia de la leishmaniasis cutánea en el 
área endémica de la enfermedad. 

El desarrollo de nuevas estrategias vacunales se tiene que basar en los recientes 
avances en el conocimiento de la respuesta inmune innata. La respuesta inmune 
innata puede ser activada por diversos  patrones  moleculares  asociados  a  patógenos  
a  través  de  la  activación  de  los  TLR, determinando esta activación un papel 
importante en la dirección de la respuesta inmune adquirida. Estudios pre clínicos 
desarrollados por nuestro equipo de trabajo, demuestran que el ARN sintético de doble 
cadena, Poly (I:C), formulado con antígenos totales de L. amazonensis desencadena 
una respuesta inmune protectora del tipo Th1 caracterizada por la producción de 
IgG2a e IFN-g [4]. Además de los agonistas sintéticos de los TLR, las emulsiones 
agua en aceite, basada en aceites metabolizables no minerales y un emulsionante, 
presentan todas las cualidades de una adyuvante moderno, seguro y eficaz. Hemos 
demostrado que los antígenos totales de L. amazonensis formulados con una es una 
emulsión agua/aceite basada en manitol y ácido oleico, Montanide ISA 763, genera 
una respuesta inmune protectora del tipo Th1, frente a la infección por L. amazonensis 
[5]. 

 
Hipótesis: 
 
Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas en los apartados referidos al 
Problema de Investigación y al Marco Teórico, el presente proyecto se enfocará en 
la siguiente hipótesis de trabajo: “La inmunización con antígenos totales de L. 
amazonensis formulados en forma conjunta con una emulsión agua en aceite y un 
agonista de TLR como adyuvantes, inducen una respuesta inmune protectora en ratones 
BALB/c capaz de controlar la infección por L. amazonensis.” 

 
Objetivos: 
 
Para probar esta hipótesis, se proponen los siguientes objetivos específicos: 
 
1- Producir antígenos totales (ATL) de L. amazonensis por procesos de 
congelamiento/descongelamiento, sonicación, autoclavado y pasteurización. 
2- Inmunizar ratones BALB/c con una vacuna basada en ATL, producidos por 
ciclos de congelamiento/descongelamiento, sonicación, autoclavado y pasteurización, 
formulados con un ligando TLR3 [Poly (I:C)]. 
3- Analizar la respuesta inmune humoral y celular generada por cada formulación 
vacunal. 
4- Inmunizar ratones BALB/c con una vacuna basada en ATL de L. amazonensis, 
formulados con Poly (I:C) y una emulsión agua en aceite [Montanide ISA 763] como 
adyuvantes. 
5- Analizar la respuesta inmune humoral y celular generada por cada formulación 
vacunal. 
 
 



 

6- Evaluar la protección conferida por las distintas formulaciones vacunales en 
ratones BALB/c, después de la infección experimental con formas infectantes de L. 
amazonensis. 
 
 
RESULTADOS 
 
Objetivo 1: 
 
1.1-Producción de antígenos totales (ATL) de L. amazonensis. 
 
Los ATL se obtuvieron por cuatro procesos: 1) congelamientos/descongelamiento de 
promastigotes de L. amazonensis, 2) sonicación de promastigotes de L. 
amazonensis, 3) pasteurización de promastigores de L. amazonensis y 4) 
autoclavado de promastigotes de L. amazonensis. Los promastigotes de L. 
amazonensis (MHOM/VE/84/MEL) fueron recolectados de cultivos estacionarios (día 
7), lavados en buffer fosfato-salino (PBS), posteriormente fueron resuspendidos en PBS 
y sometidos a: 
 
-Seis ciclos de congelamiento (-80°C) descongelamiento (56°C). 
-Un ciclo de sonicación a 40W, 1 min y 0 ◦C. 
-Un ciclo de pasteurización a 56°C por 30 minutos. 
-Un ciclo de autoclavado a 15 psi por 30 minutos. 
 
La determinación de la concentración de proteínas totales de los ATL se efectuó 
mediante el Kit BCA Protein Assay. Los ATL se analizaron por SDS-PAGE, con el fin 
de evaluar la integridad de los constituyentes proteicos de los antígenos (Figura 1). 
 

 
 
Figura 1. SDS-PAGE al 12,5% teñido con Coomasie Blue, donde se pueden observar los 
perfiles antigénicos generados por 60 μg de cada ATL comparado con el cultivo de 
promastigotes de L. amazonensis (fresco). ATLa: antígenos totales de Leishmania autoclavados, 
ATLc: antígenos totales de Leishmania congelados/descongelados, ATLp: antígenos totales de 
Leishmania pasteutizados, ATLs: antígenos totales de Leishmania sonicados. 
 
Los ATL obtenidos por sonicación presentaron una perfil antigénico mas conservado 



 

y con una amplia gama de peso molecular comprendidas entre los 250 kDa y 25 
kDa, al compararlo con el cultivo de promastigotes de L. amazonensis (fresco). 
Objetivo 2: 
 
Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 45-60 días de edad. Los protocolos de 
experimentación que involucran animales se encuentran evaluados y aprobados por 
el CICUAL de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNCuyo (CICUAL Aval N° 
80/2016). Los mismos consisten en un régimen de dos dosis (prime/boost homólogos) 
para cada grupo experimental o control a intervalos de 21 días. Las formulaciones 
vacunales se administraron por vía subcutánea en la región interescapular de cada 
ratón. 

Este protocolo está diseñado para evaluar la influencia del proceso de obtención de 
antígenos de primera generación sobre la inmunogenicidad de los ATL formulados 
con Poly (I:C) para luego seleccionar el lote de ATL que genere mayor respuesta 
inmune. Se inmunizaron grupos de 6 ratones, la dosis de los ATL fue de 100 μg y 50 μg 
del agonista de TLR3. 

 
Objetivo 3: 
 
La inmunización con ATLs generó mayores niveles de IgG total (Figura 2A). Al 
analizar los isotipos IgG1 e IgG2a, se registraron incrementos estadísticamente 
significativos en los niveles de IgG1 en el grupo inmunizado con ATLs y una mayor 
tendencia en la producción de IgG2a (Figura 2B). 

 

 
Figura 2. Respuesta inmune humoral generada por cada formulación vacunal. Los ratones 
fueron inmunizados dos veces con intervalos de 3 semanas. Las muestras de suero se 
recogieron en el día 36 del protocolo de inmunización y se determinó los niveles de IgG 
específica (A) y de los isotipos IgG1 e IgG2a por medio de un ELISA (B). Cada barra 
representa los valores medios de absorbancia a 450 nm ± SE de 5 ratones por grupo. Los 
asteriscos sobre cada barra indican diferencias significativas en comparación con el grupo 
control. **, P <0,01; ***, P <0,001. 
 
De acuerdo a los  resultados generados,  se decidió producir los ATL a través de  
un ciclo  de sonicación a 40W, 1 min y 0°C, para luego formularlos con 50 μg Poly 
(I:C) y evaluar la respuesta inmune generada en animales inmunizados bajo el mismo 
protocolo de inmunización. 

No se registraron diferencias estadísticamente significativas en la producción de IgG 
total entre las formulaciones ATLs y ATLs-Poly (I:C), indicando esto que la 
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formulación de los ATLs con Poly (I:C) no genera un incremento en los niveles de IgG 
total (Figura 3A). 

 

 
Figura 3. Respuesta inmune humoral generada por cada formulación vacunal. Los ratones 
fueron inmunizados dos veces con intervalos de 3 semanas. Las muestras de suero se 
recogieron en el día 36 del protocolo de inmunización y se determinó los niveles de IgG 
específica (A) y de los isotipos IgG1 e IgG2a por medio de un ELISA (B). Cada barra 
representa los valores medios de absorbancia a 450 nm ± SE de 5 ratones por grupo. Los 
asteriscos sobre cada barra indican diferencias significativas en comparación con el grupo 
control. *, P<0,05; **, P <0,01; ***, P <0,001. 
 
Al analizar los isotipos IgG1 e IgG2a, podemos observar una disminución 
estadísticamente significativa en los niveles de IgG1 y un amento en los niveles de 
IgG2a cuando los ATLs son formulados con Poly (I:C). 

El isotipo IgG1 se correlaciona con el perfil inmunológico Th2 y el isotipo IgG2a se 
correlaciona con un perfil Th1, el cálculo de la razón IgG2a/IgG1 nos ayuda a definir el 
fenotipo de las células T, Th1 o Th2, generado luego de una inmunización. Un valor de 
la razón IgG2a/IgG1 inferior a 1 nos indica un perfil inmunológico del tipo Th2. 

Sabiendo que el principal mecanismo de defensa contra los protozoos del género 
Leishmania está dado por una respuesta inmune celular del tipo Th1, es que utilizamos 
la razón IgG2a/IgG1 como indicador de una respuesta Th1 o Th2. Con los valores 
individuales de las DO de cada ratón se determinó la razón IgG2a/IgG1, registrándose 
un valor de 0,36 para ATLs y de 1,17 para ATLs-Poly (I:C), indicando claramente que 
la formulación de los ATLs con Poly (I:C) conduciría a la inducción de una respuesta 
del tipo Th1(Figura 4). 
 

 
Figura 4: Razón IgG2a/IgG1. Los ratones fueron inmunizados dos veces en intervalos de 3 
semanas. Las muestras de suero se recogieron al día 36 del protocolo de inmunización y se 
determinó la razón IgG2a/IgG1. Cada barra representa los valores medios de absorbancia a 450 
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nm ± SE de 6 ratones por grupo. *, P<0,05. 
 
Objetivo 4: 
 
Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 45-60 días de edad. Los protocolos de 
experimentación que involucran animales se encuentran evaluados y aprobados por 
el CICUAL de la FCM de la UNCuyo (CICUAL Aval N° 80/2016). Los mismos 
consisten en un régimen de tres dosis (prime/boost homólogos) para cada grupo 
experimental o control a intervalos de 14 días. Las formulaciones vacunales se 
administraron por vía SC en la región interescapular de cada ratón. 

En forma inicial se había planteado la evaluación de efecto sinérgico de los 
adyuvantes Montanide ISA 763 y Poly (I:C). Por inconvenientes técnicos que 
retrasaron la ejecución del proyecto, se reemplazó a Montanide ISA 763 por un 
ligando del receptor STING, el c-di-AMP. 

Este protocolo está diseñado para evaluar la influencia de Poly (I:C) y c-di-AMP, sobre 
la respuesta inmune a los ATLs. Se comparará esta respuesta con la inducida por ATL 
sin la combinación de los adyuvantes y la inducida por los adyuvantes en estudio sin 
ATL. Se inmunizarán grupos de 6 ratones, la dosis de los ATLs será de 100 µg, 50 μg 
del Poly (I:C) y 10 μg de c-di-AMP. 

 
Grupos experimentales (G): 
 
G I: ratones inmunizados con PBS (control) G-II: ratones inmunizados con ATLs 
G-III: ratones inmunizados con ATLs + Poly (I:C) G-IV: ratones inmunizados con ATLs 
+ c-di-AMP 
G-V: ratones inmunizados con ATLs + Poly (I:C) + c-di-AMP 
 
Objetivo 5: 
 
Luego de la segunda dosis, las formulaciones vacunales constituidas por ATLs + Poly 
(I:C) y ATLs 
+ Poly (I:C) + c-di-AMP, generaron seroconversión. Además, dichas formulaciones 
vacunales generaron los mayores niveles de IgG en los días 28 y 42 del protocolo de 
inmunización (Figura 5). 
 

 
Figura 5. Respuesta inmune humoral generada por cada formulación vacunal. Los ratones 
fueron inmunizados tres veces con intervalos de 14 días. Las muestras de suero se recogieron 



 

en el día 14, 28 y 42 del protocolo de inmunización y se determinó los niveles de IgG 
específica por medio de un ELISA. Cada barra representa los valores medios de absorbancia a 
450 nm ± SE de 5 ratones por grupo. Los asteriscos sobre cada barra indican diferencias 
significativas en comparación con el grupo control.   ***, P <0,001. 

 
Luego de las 3 dosis vacunales se analizaron los niveles de los isotipos IgG1 e 
IgG2a, pudiendo observar que las formulaciones vacunales constituidas por ATLs + 
Poly (I:C) y ATLs + Poly (I:C) + c-di-AMP fueron las que generaron un incremento 
estadísticamente significativo en los niveles de IgG2a. 
 

 
Figura 6. Respuesta inmune humoral generada por cada formulación vacunal. Los ratones 
fueron inmunizados tres veces con intervalos de 14 días. Las muestras de suero se recogieron 
en el día 42 del protocolo de inmunización y se determinó los niveles de los isotipos IgG1 e 
IgG2a por medio de un ELISA. Cada barra representa los valores medios de absorbancia a 450 
nm ± SE de 5 ratones por grupo. Los asteriscos sobre cada barra indican diferencias 
significativas en comparación con el grupo control. ***, P <0,001. 

 
Objetivo 6: 
 
6.1-Ensayos de desafío contra L. amazonensis (MHOM/VE/84/MEL). 
 
Para evaluar la función in vivo de la respuesta inmune generada por cada formulación 
vacunal, a los 14 días después de la tercera dosis, se infectó experimentalmente a todos 

los grupos en la APD de cada ratón con un inóculo infectivo de 1 x 104 promastigotes 
de L. amazonensis. El progreso de la infección fue evaluado por un periodo de 11 
semanas, mediante la medición de la tumefacción de la almohadilla plantar donde se 
efectuó la primo infección. Como se muestra en la figura 7, la inmunización de los 
ratones con ATLs + Poly (I:C) y ATLs + Poly (I:C) + c-di-AMP generó una 
disminución estadísticamente significativa de la tumefacción. Traduciendo en una 
protección parcial conferida por dichas formulaciones vacunales. 
 



 

 
Figura 7: Evolución de la infección en ratones BALB/c vacunados. Los ratones fueron 
desafiados 14 días después de la tercera dosis con un inóculo infectivo de 1x105 promastigotes 
de L. amazonensis. Después del desafío, la infección fue evaluada semanalmente, por un 
periodo de 11 semanas mediante la medición de la tumefacción generada en el sitio primario de 
infección (APD), utilizando un calibre digital. Cada punto representa el valor medio de la 
tumefacción de 5 APD. **, P <0,01; ***, P <0,001. 

 
6.2-Determinación de la carga parasitaria por dilución límite. 
 
La carga parasitaria se determinó por dilución límite para efectuar la cuantificación de 
los parásitos presentes en el área de infección, y poder determinar la efectividad de 
protección proporcionada por las diferentes formulaciones vacunales. Los grupos 
experimentales vacunados con ATLs + Poly (I:C) y ATLs + Poly (I:C) + c-di-AMP 
registraron una disminución estadísticamente significativa en la carga parasitaria 
(Figura 8). 
 

 
Figura 8: Evaluación de la carga parasitaria. Se realizó una cuantificación de la 
concentración de parásitos presentes en el área de infección (APD) de los ratones inmunizados 
con las distintas formulaciones y se determinó el título de parásitos mediante una dilución 
límite de las mismas. *, P<0,05; **, P <0,01 
 
 
CONCLUSIONES 
 
Las vacunas de primera generación se plantean como una estrategia económica en la 
producción de antígenos vacunales para nuestra región. En este tipo de vacunas, los 
antígenos se obtienen por medio del lisado del patógeno para posteriormente 
cuantificarlos y formularlos con el adyuvante adecuado. 

Diversos autores han demostrado que distintas formulaciones vacunales de primera 
generación generan una respuesta inmune protectora contra la leishmaniasis en 



 

modelos experimentales. Los antígenos de primera generación se pueden obtener por 
un proceso de pasteurización [2], autoclavado [7], sonicación [6] o ciclos de frío/calor 
[5], pero no se ha efectuado un evaluación de la antigenicidad e inmunogenicidad de los 
antígenos vacunales de primera generación obtenidos por las metodogías publicadas. 

En el presente proyecto se evaluó en los objetivos 1 y 2 la inmunogenicidad generada 
por los ATL. Luego de la obtención de los ATL, los mismos fueron analizados por 
medio de un SDS-PAGE demostrando que los ATLs presentan una mejor 
conservación del perfil antigénico, con un patrón proteico conservado entre los 250 
y 25 kD (Figura 1). Además los ATLs generaron una fuerte respuesta inmune 
humoral al compararlos con los ATLc, ATLa y ATLp (Figura 2). Cuando los ATLs se 
formularon un Poly (I:C) como adyuvante, se generó una respuesta inmune humoral del 
tipo Th1 (Figura 5). 

Con los resultados de los objetivos n° 1, 2 y 3, podemos concluir que la metodología 
empleada en la producción de antígenos vacunales de primera generación influye 
sobre la inmunogenicidad de los mismos. Por lo tanto, se seleccionó la metodología 
de sonicado para la obtención de los antígenos vacunales. 

La combinación de moléculas adyuvantes para lograr un efecto sinérgico en la 
respuesta inmune contra un antígeno, es el objetivo principal del presente proyecto. 
Luego de la selección de la metodología de producción antigénica, se formularon los 
ATLs con las moléculas Poly (I:C) y c-di- AMP. Los resultados experimentales 
demostraron que los ATLs administrados por vía subcutánea en combinación con 
Poly (I:C) y c-di-AMP generan una óptima respuesta inmune humoral con elevados 
niveles de IgG (Figura 6) y con un sesgo hacia el perfil Th1 caracterizado por 
elevados niveles de IgG2a (Figura 6). Sin embargo no se observó un efecto sinérgico 
de los adyuvantes en la respuesta inmune. 

Para evaluar la función in vivo de la respuesta inmune generada por cada formulación 
vacunal, a los 15 días después de la última dosis vacunal, se infectó experimentalmente 

a todos los grupos en la APD de cada ratón con un inóculo infectivo de 1 x 104 

promastigotes de L. amazonensis. El progreso de la infección fue evaluado por un 
periodo de 11 semanas y posteriormente se determinó la carga parasitaria y el 
índice esplénico. Los ensayos de protección (Figura 7 y 8) demuestran que la 
formulación de los ATL con Poly (I:C) y c-di-AMP generó una respuesta inmune capaz 
de controlar la infección por L. amazonensis, con una disminución en la tumefacción 
de la APD, una disminución el recuento parasitario y una tendencia hacia una menor 
visceralización de la enfermedad. 

Las formulaciones vacunales que contenía Poly (I:C) y c-di-AMP, generaron una 
respuesta inmune protectora con un sesgo hacia el perfil Th1, pero esta respuesta 
inmune no ha sido sinérgica. La protección ha sido generada por el efecto adyuvante 
de Poly (I:C). 
 
 
ABSTRACT 
 
A proper adjuvant has a relevant role in vaccine formulations to generate an effective 
immune response. Our proposal was to evaluate the synergistic effect of Poly (I:C) 
and c-di-AMP in first generation vaccines formulation against leishmaniasis. Total 
Leishmania antigens (TLA) were obtaining by four different methodologies to disrupt 
the promastigotes: one cycle of autoclaving at 121 °C for 15 min (aTLA); five cycles of 



 

freezing (-80 °C) and thawing (56 °C) (fTLA); one cycle of pasteurization at 56 °C for 
30 min (pTLA); and one cycle of ultrasound at 40 W for 1 min (sTLA). Finally, 
from these methodologies evaluated in the production of first-generation antigens, 
the sonication method generated a more conserved antigenic profile that was able to 
cause an intense immune response. Then mice were vaccinated with tree doses of 
sTLA + Poly (I:C), sTLA + c-di-AMP or sTLA + Poly (I:C) + c-di-AMP 
administered by subcutaneous route at 3 week interval. Immune responses induced by 
the immunization were measured. The protective efficacy of the vaccine was evaluated 
by challenging mice with infective promastigotes of L. amazonensis into the footpad. 
Mice vaccinated with sTLA + Poly(I:C) and sTLA + Poly (I:C) + c-di-AMP showed  
a  high  anti- Leishmania IgG levels, as well as increased IgG1 and IgG2a subclass. 
The high IgG2a indicated a Th1 bias response induced by the sTLA + Poly(I:C) 
and sTLA + Poly (I:C) + c-di-AMP immunization. sTLA + Poly(I:C) and sTLA + 
Poly (I:C) + c-di-AMP immunization elicited good protection, which was associated 
with decreased in the swelling and parasite load in the footpad. The vaccine formulations 
containing Poly (I:C) and c-di-AMP, generated a protective immune response with a 
bias towards the Th1 profile, but this immune response has not been synergistic. The 
protection has been generated by the adjuvant effect of Poly (I:C). 
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RESUMEN 
 
Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de muerte tanto en 
Argentina como a nivel mundial. Una de las alteraciones más relevantes que ocurren 
durante el desarrollo de estas afecciones es el remodelado vascular patológico (RV). Éste 
se caracteriza por producir una disminución de la luz arterial debido a la formación de 
una nueva capa en la arteria, denominada neoíntima. Las células musculares lisas (CMLs) 
poseen un rol clave en este proceso. Se ha descrito que estas células se desdiferencian, 
proliferan y migran desde la lámina media hacia el lumen de los vasos, contribuyendo en 
la composición celular de esta nueva lámina. En este marco, la vía de señalización de 
TGF-β actúa modulando este proceso ya que no solo promueve la diferenciación de 
CMLs, sino que bajo ciertas condiciones también puede promover la proliferación y 
migración en este tipo celular. Smad Anchor for Receptor Activation (SARA) es una 
proteína intermediaria de la vía de señalización de TGF-β, que facilita la interacción entre 
Smad 2/3 y su receptor. Sin embargo, el rol de esta proteína en CMLs ha sido escasamente 
elucidado. En este contexto, estudiamos la expresión de SARA tanto en modelos in vitro 
de diferenciación celular como in vivo durante el desarrollo del RV de arterias de rata. En 
modelos in vitro de cambio fenotípico de CMLs, demostramos que la expresión de SARA 
es mayor en CMLs sintéticas y describimos por primera vez localización nuclear de 
SARA en este tipo celular. A su vez, en un modelo in vivo de RV, demostramos que en 
etapas tempranas de este proceso, la expresión de SARA aumenta en la media de arterias 
remodeladas, principalmente en la región próxima al lumen arterial. En concordancia, la 
expresión de los marcadores contráctiles ɑ-SMA y MYH11 se encuentran disminuidos 
en esta región, sugiriendo que las CMLs se encuentran modulando su fenotipo durante 
esta etapa del RV. Interesantemente, la expresión de SARA disminuye posteriormente en 
etapas avanzadas de este proceso. Mediante el análisis de un ARN-seq, determinamos 
que la expresión de genes que codifican para proteínas que interaccionan con SARA es 
mayor en CMLs sintéticas respecto a CMLs al comienzo de la diferenciación. El análisis 
in silico de la función de dichos genes indica que los mismos participan modulando 
funciones como la expresión génica y la migración. En suma, nuestros resultados indican 
que SARA podría tener un rol preponderante al inicio del RV posiblemente modulando 
la migración de CMLs; lo que resulta relevante para el desarrollo de posibles terapias 
preventivas direccionadas a la modulación del fenotipo de CMLs previo a la aparición de 
alteraciones estructurales en la pared del vaso. 



 

Palabras Claves: remodelado vascular, célula muscular lisa, cambio fenotípico, 
desdiferenciación, TGF-β, SARA. 
 
 
ABSTRACT 
 
Cardiovascular diseases are one of the main causes of death both in Argentina and 
worldwide. One of the most relevant alterations that occur during the development of 
these conditions is pathological vascular remodeling (RV). This is characterized by 
producing a decrease in arterial lumen due to the formation of a new layer in the artery, 
called the neointima. Smooth muscle cells (CMLs) play a key role in this process. It has 
been described that these cells dedifferentiate, proliferate, and migrate from the median 
lamina towards the lumen of the vessels, contributing to the cellular composition of this 
new lamina. TGFβ signaling pathway acts by modulating this process since it not only 
promotes the differentiation of CMLs, but under certain conditions it can also promote 
proliferation and migration in this cell type. Smad Anchor for Receptor Activation 
(SARA) is a protein of the TGFβ pathway, which facilitates the interaction between Smad 
2/3 and its receptor. However, the role of SARA in CMLs has been poorly elucidated. In 
this context, we have studied the expression of SARA both in vitro models of cell 
differentiation and in vivo during RV development. We show that during phenotypic 
change of CMLs in vitro, the expression of SARA is higher in rat synthetic CMLs and 
for the first time we describe the nuclear localization of SARA in this cell type. In turn, 
by in vivo model of RV, we show that in the early stages of this process, the expression 
of SARA increases in the middle of rat remodeled arteries, mainly in the region close to 
the arterial lumen. In agreement, the expression of the contractile markers ɑ-SMA and 
MYH11 are decreased in this region, suggesting that the CMLs are modulating their 
phenotype during this stage of RV. Interestingly, the expression of SARA decreases later 
in advanced stages of this process. By analyzing an RNA-seq, we determined that the 
expression of genes that code for proteins that interact with SARA is higher in synthetic 
CMLs compared to CMLs at the beginning of differentiation. The in-silico analysis of the 
function of these genes indicates that they participate by modulating functions such as 
gene expression and migration. In sum, our results indicate that SARA could have a main 
role at the beginning of RV, possibly modulating the migration of CMLs; which is 
relevant for the development of possible preventive therapies aimed at modulating the 
CML phenotype prior to the appearance of structural alterations in the vessel wall. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Remodelado Vascular 
 
Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de mortalidad tanto 
en Argentina como a nivel mundial1,2. Se ha reportado, que de los 56,4 millones de 
defunciones registradas mundialmente en 2016; 15,2 millones fueron a causa de 
cardiopatía isquémica y accidente cerebrovascular, mientras que tres millones fueron 
debido a la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC). Además, más de tres 
cuartas partes de las defunciones se produjeron en países de ingresos bajos y medios1.  

Una de las principales alteraciones que ocurren durante el desarrollo de las enfermedades 
cardiovasculares es el remodelado vascular patológico (RV). Éste consiste en un cambio 



 

estructural de los vasos sanguíneos, como consecuencia de una alteración en la 
proliferación, crecimiento, apoptosis y migración celular, y en la modulación de la 
producción o degradación de la matriz extracelular (MEC)3. Dentro de los distintos 
mecanismos involucrados en el RV se encuentran: cambios en las láminas de la arteria 
como el desarrollo de una nueva lámina denominada neoíntima (hiperplasia de la íntima), 
hiperplasia de la media, fibrosis, cambios en la disposición de colágeno y elastina, 
disfunción endotelial y calcificación arterial4,5. Sin embargo, el RV no ocurre únicamente 
durante el desarrollo de patologías, sino que es un proceso fisiológico que puede suceder 
durante el crecimiento fetal y la exposición de individuos a grandes alturas6–8. 

Estructuralmente, desde la región más externa y hacia el lumen, las arterias de mayor 
calibre, como la carótida o la aorta, están formadas por tres láminas: 

● Adventicia (compuesta principalmente por fibroblastos y en menor proporción por 
células inflamatorias y células residentes progenitoras)4,9,10 

● Media (compuesta por fibras elásticas intercaladas con células musculares lisas 
(CMLs))10 

● Íntima (constituida por la lámina basal y células endoteliales)12  

Se ha reportado que las 
distintas células que 
constituyen las arterias 
contribuyen en diferente 
medida al desarrollo y 
mantenimiento del RV 
(Figura 1)4,8,9,11–14.  

 

Figura 1. Esquema 
comparativo entre una arteria 
normal y una con remodelado 

vascular. Representación de una arteria que muestra los principales tipos celulares y cambios 
estructurales presentes tanto en condiciones fisiológicas como durante el desarrollo del RV 
aterosclerótico. Modificado de Hong y Gu, 201915. 
 

Células Musculares Lisas 
 
Las CMLs vasculares son un tipo celular altamente especializado cuya función principal 
es el mantenimiento del tono vascular a partir de un fino control de la contracción 
muscular. Sin embargo, estas células exhiben una alta plasticidad y pueden desarrollar 
cambios en su fenotipo durante el reparo de la injuria vascular o el RV en respuesta a un 
gran número de noxas, como flujo sanguíneo alterado, inflamación crónica, hipoxia, entre 
otras16. Está plasticidad fenotípica les permite, según una serie de condiciones 
microambientales, expresar un fenotipo contráctil o uno sintético (Figura 2)17:  

- Fenotipo contráctil: se expresa principalmente en condiciones fisiológicas. Las CMLs 
con este fenotipo proliferan a una tasa baja, exhiben una escasa actividad sintética y 
expresan un repertorio único de canales iónicos, moléculas señalizadoras y proteínas 



 

contráctiles como ɑ-actina de músculo liso (α-SMA), cadena pesada de miosina de 
músculo liso (MYH11), calponina, caldesmona y la proteína de músculo liso 22-α 
(sm22-α)17,18. 

- Fenotipo sintético: presenta altas tasas de proliferación, migración y síntesis de 
componentes de la MEC como colágeno, elastina y proteoglicanos19. En este estado, 
poseen una baja expresión de proteínas contráctiles, y aumenta la expresión de: 
osteopontina (una glicoproteína de adhesión multifuncional)20, la isoforma 

embrionaria-no muscular 
de la cadena pesada de 
miosina SMemb/NMHC-
B.1421 y KLF4, un factor 
de transcripción que inhibe 
la expresión de genes 
específicos del fenotipo 
contráctil en CMLs22. 

Figura 2. Cambio fenotípico 
en CMLs. En respuesta a una 
variedad de estímulos las 
CMLs intercambian entre un 

fenotipo contráctil y uno sintético. Modificado de Davis-Dusenbery et al, 201116. 
 
En condiciones fisiológicas, las CMLs alternan entre ambos fenotipos. Este proceso se 
conoce como cambio fenotípico de CMLs. Sin embargo, en condiciones patológicas, las 
CMLs persisten en un fenotipo sintético que contribuye con el desarrollo y mantenimiento 
del RV. Recientemente, se ha reportado que estas células tienen, a su vez, la capacidad 
de transdiferenciarse a células que expresan marcadores inflamatorios, de calcificación o 
incluso de célula madre mesenquimal23. 

Durante el RV se produce la aparición de la lámina neoíntima, la cual se ubica entre las 
láminas íntima y media24 (ver Figura 1). El desarrollo de esta capa genera una 
disminución en la luz del vaso lo cual promueve ciertas consecuencias fisiológicas, entre 
las cuales se encuentra, como evento destacado, la hipoxia del tejido circundante. Las 
CMLs poseen un rol clave en este proceso. En este sentido, se ha descrito que estas células 
se desdiferencian, proliferan y migran desde la lámina media hacia el lumen de los vasos, 
contribuyendo entre un 30% o un 80% a la composición celular de la neoíntima, según 
diferentes reportes25,26. Por esta razón, es crucial entender los mecanismos que regulan el 
fenotipo de CMLs en condiciones fisiológicas y patológicas. 
 

Vía de señalización de TGF-β 
 
La vía de señalización de TGF-β juega un papel clave en el proceso de diferenciación de 
CMLs27–30. Sin embargo, se ha demostrado que, en ciertas condiciones, TGF-β también 
puede promover proliferación, migración y deposición de componentes de la MEC en 
este tipo celular31–34. No obstante, hasta el momento, los mecanismos controlados o 
regulados por esta vía han sido escasamente esclarecidos. 

La activación de la vía de señalización de TGF-β comienza con la unión de esta citoquina 
a sus receptores de tipo Serina/Treonina quinasa I y/o II (TGF-βRI/TGF-βRII, 



 

respectivamente) ubicados en la superficie celular. Esto permite al TGF-βRII fosforilar 
el dominio quinasa del TGF-βRI (también llamado ALK5), el cual propaga la 
señalización fosforilando a las proteínas Smad. Hay 8 tipos diferentes de proteínas Smad, 
las cuales se agrupan en tres clases funcionales: Smad reguladas por su receptor (R-
Smad), Smad co-mediadoras (Co-Smad) y Smad inhibidoras (I-Smad). Las R-Smad 
(Smad 1, 2, 3, 5 y 8) son directamente fosforiladas y activadas por el TGF-βRI y 
consecuentemente sufren una homotrimerización, formando complejos heterométricos 
con la Co-Smad (Smad 4). Una vez activados, los complejos Smad translocan al núcleo 
y en conjunto con otros cofactores nucleares, regulan la expresión de genes blanco. Las 
I-Smad (Smad 6 y 7) regulan negativamente la vía compitiendo con las R-Smad por el 
receptor, por la interacción con Co-Smad o promoviendo la ubiquitinación de los 
receptores lo cual conlleva posteriormente su degradación proteosomal35. 

Los complejos TGF-β/TGF-βRI/TGF-βRII, localizados en la membrana plasmática 
pueden ser endocitados por diferentes mecanismos para transducir estímulos externos al 
interior celular36. En este caso el complejo ligando/receptor puede ser endocitado 
principalmente por dos vías: a través de vesículas enriquecidas en clatrina (para la 
señalización) o por vesículas enriquecidas en caveolina (para la degradación)37. En el caso 
de las vesículas clatrina positivas, una vez internalizadas, son dirigidas a endosomas 
tempranos (ET), en los cuales se inicia la señalización a partir de la fosforilación de 
Smad2/338,39. En contraste, cuando el complejo ligando/receptor es internalizado por 
vesículas ricas en caveolina, es dirigido hacia el proteosoma y consecuentemente se 
finaliza la señalización, siendo el receptor degradado37,40. 
 

SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) 
 
SARA es una proteína intermediaria de la vía de TGF-β, que facilita la interacción entre 
Smad 2/3 y TGF-βRI41. Estructuralmente, es un polipéptido de 135 kDa que se expresa 
en diferentes tejidos, principalmente en corazón, cerebro, músculo, riñón y páncreas41. 
Posee un dominio de unión a los factores de transcripción Smad2/3 (SBD, Dominio de 
Unión a Smad)39; una región C-terminal que interacciona con TGF-βRI; un motivo PBD 
de unión a la fosfatasa PP1c42 y un doble dominio Zinc-finger, FYVE, que le permite 
unirse con alta especificidad a PI3P (fosfatidilinositol 3-fosfato) en el ET41. Existen dos 
isoformas de SARA las cuales se originan por splicing alternativo: SARA1 y SARA2. 
SARA1 cuenta con todos los dominios mencionados previamente, mientras que SARA2 
carece del dominio SBD39,42. Cabe destacar que, hasta el momento, los hallazgos sobre la 
señalización de SARA se han obtenido empleando anticuerpos que reconocen 
simultáneamente ambas isoformas y que, por lo tanto, aún no ha sido esclarecido si 
SARA1 y SARA2 poseen funcionales similares o disímiles. Aunque SARA está presente 
en la membrana plasmática, y de manera soluble en toda la célula, se encuentra 
principalmente enriquecida en la membrana de ET. En este contexto, la GTPasa pequeña 
Rab5 es la encargada de reclutar a SARA en los ET a través de su dominio FYVE43. 

Estudios previos han demostrado que durante el Síndrome de Marfan, se produce un 
incremento en la activación de la vía de señalización de TGF-β y en la apoptosis de 
CMLs44,45. Los autores reportaron que en CMLs derivadas de dichos pacientes existe un 
aumento en el reclutamiento de SARA a los ET mediado por Rab5 que facilita la unión 
del complejo Smad2/TGF-βRI y promueve la expresión de genes blanco44. Sin embargo, 
hasta el momento no se ha descrito el rol de SARA en el cambio fenotípico de CMLs ni 
en el desarrollo de RV, aunque en otros tipos celulares, se ha demostrado que SARA está 



 

involucrada en la activación de genes que precisamente se activan durante la 
desdiferenciación de CMLs45.  
 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Estudiar la expresión de SARA tanto en modelos in vitro de diferenciación celular como 
in vivo durante el desarrollo del remodelado vascular. 
 
Objetivos específicos: 
 

1. Determinar el nivel de expresión de la proteína SARA en: 

a. Modelo in vitro de cambio fenotípico de CMLs derivadas de arteria carótida de 
rata. 

b. Modelo in vivo de remodelado vascular inducido por la ligación completa de la 
arteria carótida común izquierda. 

2.  Determinar si existe un enriquecimiento y/o expresión diferencial de las isoformas 
de SARA, en las fracciones vesiculares de caveolina o clatrina en un modelo in vivo de 
RV. 
 
Debido a que la persistencia del fenotipo sintético en CMLs puede llevar a la inducción 
del RV patológico, este estudio aportaría al entendimiento de mecanismos aún 
desconocidos que regulan el cambio fenotípico en CMLs. Comprender estos procesos, 
sería crucial para el desarrollo de terapias direccionadas al tratamiento de enfermedades 
que cursen con alteraciones estructurales de la pared vascular, donde SARA podría estar 
participando. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Cultivo primario de CMLs: A partir de ratas macho de la cepa Wistar de 2 meses de 
edad se aislaron CMLs arteriales. Para esto, se eliminó el tejido circundante y el endotelio 
de arterias carótida aisladas en condiciones estériles. Luego se realizaron cortes para 
obtener explantos de aproximadamente 2 mm por 2 mm. Estos explantos fueron 
cultivados durante aproximadamente 2 semanas o hasta que las células cubrieron un 60-
70% de la placa. Se empleó como medio de crecimiento celular DMEM (Dubbelco’s 
Modified Eagle Medium, Gibco), complementado con penicilina/estreptomicina 1% 
(Gibco), suero fetal bovino (SFB, Gibco) 10% y glutamax 1% (Gibco). Las células se 
incubaron a 37°C en una atmósfera humidificada con 5% CO2. Las células obtenidas se 
caracterizan por tener alta tasa de sobrevida y pueden ser utilizadas para experimentos 
hasta el pasaje 5/646,47. 
 
Modelo de cambio fenotípico de CML: a) Diferenciación mediante la estimulación con 
TGF-β: Células en un 80-90% de confluencia fueron deprivadas de suero por 24 horas 
(hs). Posteriormente, el medio de crecimiento fue reemplazado por medio de inducción 
(medio basal y 1% de SFB) y TGF-β 5 ng/ml (Acris). A las 48 hs las células adquieren 
un fenotipo contráctil13; b) Diferenciación por contacto célula-célula: Se determinaron 3 
condiciones fenotípicas, establecidas de acuerdo a la tasa de proliferación y expresión de 



 

marcadores contráctiles de las células en cultivo: células poco confluentes o proliferativas 
corresponden a un fenotipo sintético (D0), células al 100% de confluencia corresponden 
a células al inicio de la diferenciación (D2) y luego de 4 días de alcanzar la confluencia 
las células se encuentran totalmente diferenciadas o contráctiles (D6)48.; y c) Inducción 
de la de-diferenciación con TNF-α: Cultivos a D6, fueron deprivados de suero por 24 hs 
y posteriormente estimulados con 10 ng/ml de TNF-α (R&D) en medio de inducción por 
48 hs. 
 
Animales de experimentación: Para los estudios in vivo se utilizaron ratas Wistar macho 
de 2 meses de edad con un rango de 300-350 g de peso corporal criadas en condiciones 
estándar en el bioterio del Instituto Ferreyra. A fin de cumplir con la reglamentación 
vigente en relación con consideraciones éticas y de bienestar animal, todos los protocolos 
de crianza, manipulación, mantención, anestesia, cirugía y eutanasia de animales se 
encuentran en evaluación por el CICUAL del instituto. 
 
Modelo de remodelado vascular in vivo: Se realizó un clásico modelo de 
arteriosclerosis a partir de la ligadura de la arteria carótida común izquierda. La ligación 
induce RV como consecuencia de alteraciones en el flujo hemodinámico49. Para ello, las 
ratas fueron anestesiadas con 160 mg/Kg ketamina y 1 mg/Kg xilacina y la arteria carótida 
común izquierda fue ligada de manera total. Luego de 1 o 3 semanas se sacrificaron los 
animales utilizando una cámara de CO2. La arteria carótida común derecha de cada animal 
se utilizó como arteria control. 
 
Tinción con Orceína: Para caracterizar el RV, las arterias se fijaron en Paraformaldehído 
(PFA) 4%  y posteriormente fueron incluídas en Optimum Cutting Temperature 
Compound (OCT compound, Sakura). Las arterias fueron cortadas transversalmente en 
criostato (Leica CM 1850, Leica Biosystems, Illinois, United States) con un espesor de 5 
µm. El análisis de los cortes obtenidos se realizó mediante tinción con orceína, que tiñe 
con intensidad las fibras elásticas50. Para ello, se lavaron los vidrios con alcohol al 100% 
durante 2 min, posteriormente fueron sometidos a 2 min de hidratación en alcohol 95%, 
seguido de 5 min de hidratación con agua mili RO. Posteriormente se incubaron los cortes 
durante 30 min con orceína, y se los sumergió 10 min en alcohol 70%; luego 5 min en 
agua corriente, seguido de 2 deshidrataciones de 1 min en alcohol al 96% y luego 100%. 
Posteriormente se tomaron imágenes en un microscopio de campo claro (Olympus CX40, 
Zeiss, Jena, Germany). 
 
Inmunofluorescencia (IF): Las arterias fueron fijadas en PFA 4% e incluidas en OCT 
para posteriormente realizar cortes transversales de un espesor de 5-10 µm en criostato 
(Leica CM 1850, Leica Biosystems, Illinois, United States). Los cortes de tejido y células 
se permeabilizaron y bloquearon con PBS-0,1%-Tritón-5%-BSA durante 15 min. Luego 
se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes toda la noche a 4°C. Los 
siguientes anticuerpos fueron empleados: α-SMA (Dako) y MYH11 (MC-352, Kamiya 
Biomedical Company), como marcadores de CMLs contráctiles y el anticuerpo primario 
monoclonal anti-SARA (sc-133071, Santa Cruz), para evaluar la expresión de SARA. 
Posteriormente las células fueron lavadas e incubadas con anticuerpos secundarios 
conjugados con fluoresceína Alexa Fluor de distintas longitudes de onda de emisión 
(Invitrogen) durante 60 min a temperatura ambiente. Los núcleos fueron marcados con 
DAPI incorporado en el medio de montaje (ProLong™, ThermoScientific).  Las imágenes 
se tomaron en un microscopio Zeiss LSM800. Se empleó el programa Fiji/ImageJ para 
analizar las imágenes obtenidas y calcular los coeficientes de colocalización de Manders. 



 

 
Determinación de la fracción vesicular mediante separación en fases 
caveolina/clatrina: El tejido se procesó en buffer A (25 mM MES pH: 7, 5 mM DTT, 2 
mM EDTA e inhibidores de proteasas 100X). El homogenato obtenido se centrifugó por 
10 min a 3000 rpm. Se recuperó el sobrenadante y se cuantificó la concentración de 
proteínas (DC Protein Assay, Bio-Rad). Se tomó una alícuota de la concentración deseada 
(200µg) y se resuspendió en Buffer A + Tritón X-100. Se mezcló durante 60 min en 
agitador orbital a 4°C y luego se centrifugó durante 60 min, a 66.000 rpm, a 4 °C. Se 
recuperó el pellet que contuvo la fracción rica en caveolina, es decir membranas sensibles 
al tratamiento con el detergente. Al sobrenadante (SN) se le extrajo la fracción 
fosfolipídica mediante el método de Bligh and Dyer51 y en este segundo pellet quedó 
concentrada la fracción rica en clatrina, es decir las membranas que fueron resistentes al 
tratamiento con Tritón X-100. 
 
Western Blot (WB): Se utilizaron las muestras obtenidas de la separación en fases 
caveolina/clatrina y de los modelos de cambios fenotípicos en CMLs. Se evaluó la 
expresión de SARA (sc-133071, Santa Cruz), de Caveolina (sc-70516, Santa Cruz), de 
Prion (sc-69896, Santa Cruz) como control positivo de la fracción caveolina positiva y de 
Rab5 (sc-46692, santa cruz) como control positivo de la fracción clatrina positiva. β-
actina (HRP-60008, Proteintech) y/o ɑ-tubulina (Tyr-Tubulin, Sigma) se utilizaron como 
control de carga y para normalizar las cuantificaciones. 
 
Análisis in silico: A partir de dos bases de datos independientes (BioGrid e IntAct)54,55 
se realizó la búsqueda de proteínas que interaccionan con SARA. De éstas, las que 
cambian su expresión durante la diferenciación se cargaron en la plataforma Enrichr52, la 
cual identifica procesos biológicos, representados y asociados a las funciones de estas 
proteínas. Se obtuvieron agrupaciones funcionales génicas de bases de datos como 
BioPlanet53 y Go terms54. Para cada anotación se obtuvo un Valor p. 
 
ARN-seq: Se realizó el secuenciamiento masivo de ARNs de CMLs humanas (hPASMC, 
Lonza), sintéticas (D0) y confluentes (D2). Las librerías fueron preparadas con el kit 
TruSeq Library (Illumina Seq) y fueron secuenciadas en un Hiseq 2000 Sequencing 
System (Illumina Seq).  
 
Diseño de primers: Para el diseño de primers, las secuencias de ARNm de SARA1 y 
SARA2 se buscaron en la plataforma Genome Browser55. Con el objetivo de diseñar 
primers que reconozcan ambas isoformas de SARA se constataron las diferencias en la 
expresión de los exones que dan lugar a cada isoforma con la ayuda del programa Serial 
Cloner (Serial Basis). Los primers fueron diseñados con el uso del programa Primer 3 
plus56.  
 
 
Primer SARA total:  

- Forward: CAGGAACTCTGGCTGTGTCA 
- Reverse: TTCCAACAGGACTTCCAACC 

 

Primer SARA1: 

- Forward: CTAGGTGAGGTGGCACCAGT 



 

- Reverse: ACAGAAAACCTTCCCACACG 
 
La eficiencia del primer que reconoce SARA total se evaluó realizando qPCRs de 
muestras de cDNA diluidas en serie, seguido de la aplicación de una regresión lineal del 
Ct versus el logaritmo de la concentración relativa de la muestra. La pendiente de dicha 
recta se utilizó para calcular la eficiencia siguiendo la ecuación:  

E=10-1/pendiente.  
 
 
RESULTADOS 
 
1.a. Análisis del nivel de expresión de la proteína SARA en un modelo in vitro de 
cambio fenotípico de CMLs. 
 
Para determinar la concentración de TGF-β, un conocido promotor del fenotipo contráctil 
en CMLs in vitro, que induce mayor diferenciación en este tipo celular, se cultivaron 
CMLs derivadas de arteria carótida de rata y mediante IF se evaluó la expresión de ɑ-
SMA. Con este fin, CMLs en un 80% de confluencia fueron mantenidas en medio con 
suero (CML sintético) o deprivadas de suero por 24 hs  y posteriormente tratadas durante 
48 hs con 1; 2 ó 5 ng/ml de TGF-β (CML contráctil) o vehículo (control). Se observó un 
incremento significativo en la expresión de ɑ-SMA en todos los tratamientos respecto a 
CMLs con fenotipo sintético. A su vez, se determinó que 5 ng/ml de TGF-β es la 
concentración de esta citoquina que genera mayor expresión de ɑ-SMA respecto al 
tratamiento control (Figura 3). 

Con el objetivo de determinar el nivel de expresión in vitro de SARA en el cambio 
fenotípico de CMLs, células en un 80% de confluencia, fueron mantenidas en medio con 
suero o deprivadas por 24 hs y posteriormente tratadas durante 48 hs con 5 ng/ml de TGF-
β o vehículo. La expresión de SARA se evaluó mediante IF. Se observó una disminución 
en la expresión citoplasmática de SARA en células tratadas con TGF-β respecto al 
control, mientras que no hubo diferencias significativas entre CML sintéticas y el 
tratamiento control o el tratamiento con TGF-β (Figura 4). En estas IF, pudimos observar 
una clara localización nuclear de esta proteína (Figura 4), por lo cual se realizaron vistas 
ortogonales de los ejes XZ e YZ de proyecciones en Z, de estas células. En las vistas 
ortogonales, todos los tratamientos presentaron, además de localización citoplasmática, 
localización nuclear de SARA. A su vez, se calculó el porcentaje de colocalización 
mediante el coeficiente de Manders, entre SARA y el marcador nuclear DAPI (Figura 
5A). En el tratamiento con TGF-β un 31% del total de SARA colocalizó con DAPI, 
mientras que en los tratamientos control y vehiculo tan solo un 18% de esta proteína se 
encontró en esa localización (Figura 5B). Una vez demostrado que SARA se localizó en 
el núcleo de CMLs, estimamos su expresión nuclear. Se observó una disminución 
significativa en la expresión nuclear de esta proteína en los tratamientos con TGF-β y 
control respecto al CML sintético (Figura 5C). 

 

 



 

 

Figura 3. La expresión de ɑ-SMA es mayor en CMLs tratadas con 5 ng/ml de TGF-β. CMLs 
derivadas de carótida de rata fueron mantenidas en suero (CML sintético) o deprivadas de suero 
por 24 hs y posteriormente tratadas con 1; 2 ó 5 ng/ml de TGF- β (contráctil) o vehículo (control) 
por 48 hs. La Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) de α-SMA se cuantificó a partir del 
análisis de 48 células mediante el programa ImageJ-win32. ANOVA de una vía, ns p>0,05, */& 
p<0,05, &&& p<0,001. El símbolo & representa diferencias significativas respecto a CML 
sintético. 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 4. La expresión de 
SARA es menor en CMLs 
contráctiles. CMLs derivadas 
de carótida de rata fueron 
mantenidas en suero (CML 
sintético) o deprivadas de 
suero por 24 hs y 
posteriormente tratadas con 5 
ng/ml TGF-β (CMLs 
contráctiles) o vehículo 
(control) por 48hs. La IFM 
citoplasmática de SARA 
(Verde) se cuantificó a partir 
del análisis de 48 células 
mediante el programa 
ImageJ-win32. ANOVA de 
una vía, ns p>0,05 y * p<0,05. 

 

 

 

Por otra parte, CMLs completamente diferenciadas (D6) fueron deprivadas de suero por 
24 hs y tratadas por 48 hs con vehículo o 10 ng/ml de TNF-ɑ (un conocido promotor del 
fenotipo sintético en CMLs48). Se analizó la expresión de ambas isoformas de SARA en 
este modelo. En concordancia con los resultados anteriores, la expresión de SARA 
incrementó en células tratadas con TNF-ɑ (fenotipo sintético) respecto al control (Figura 
6A). Sin embargo, estos resultados preliminares y bajo estas condiciones experimentales, 
no dieron cuenta de una expresión diferencial de SARA1 o SARA2.  

Por último, se analizó la expresión de SARA en el modelo de diferenciación inducida por 
contacto. Células poco confluentes (D0) corresponden a un fenotipo sintético, mientras 
que 4 días después de alcanzar la confluencia (D6) las células se encuentran 
completamente diferenciadas, tal y como hemos descrito anteriormente13. Nuevamente, 
se encontró que la expresión de ambas isoformas de SARA es mayor en CMLs de fenotipo 
sintético (D0) respecto a CMLs contráctiles (D6) (Figura 6B). 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 5. SARA se localiza 
en núcleo de CMLs. A) Vistas 
ortogonales de 
reconstrucciones en los ejes 
XZ e YZ de CMLs mantenidas 
en suero (CML sintético), 
tratadas con vehículo 
(Control) o 5 ng/ml de TGF-β. 
Las líneas grises delimitan el 
núcleo (DAPI) B) En los 
mismos tratamientos se 
estimó el coeficiente de 
colocalización de Manders 
entre los canales de SARA y 
DAPI y C) la IFM nuclear de 
SARA de 48 células mediante 
el programa ImageJ-win32. 
Anova de una vía, ns p>0,05, 
* p<0,05, ** p<0,01.  

 

 

A fin de aproximarnos a un posible rol del SARA en el cambio fenotípico de CMLs, se 
buscaron todas las proteínas que, según se ha descrito, interaccionan con ella. Se obtuvo 
una lista de 54 proteínas corroborada en dos bases de datos independientes (BioGrid e 
IntAct). Luego, se buscó si existe una expresión diferencial de estas proteínas en los datos 
de ARN-seq disponibles en el laboratorio de la Dra. Musri. La librería se obtuvo a partir 
del secuenciamiento de ARNs derivados de hPASMC sintéticas (D0) o en el comienzo 
de la diferenciación (D2). Se encontró que un total de 17 proteínas que interaccionan con 
SARA presentan una expresión diferencial en estas condiciones (Figura 7). SVEP1 y 
JUP aumentan su expresión con la diferenciación, mientras que SARA2, ZMYND8, 
EEA1, STAM2, NUP155, LRP12, FOS, CLTC, SPG20, NCKIPSD, MYO6, SUPT5H, 
PPP1CB, EIF4G1 y DAZAP2 disminuyen su expresión con la diferenciación. Se realizó 
un análisis de ontología génica para agrupar funcionalmente bajo diferentes términos de 
anotación preestablecidos, a las proteínas que, al igual que SARA, disminuyen su 
expresión durante la diferenciación. En la Tabla 1 se muestran los cinco términos más 
enriquecidos que se obtuvieron para este conjunto de proteínas. De acuerdo con este 
análisis, estas proteínas comúnmente están involucradas en procesos de tráfico vesicular 
como Endocitosis y Transporte mediado por vesículas, pero también en 
procesos/funciones relacionadas con la regulación de la expresión génica como 
silenciamiento de genes por ARN o represor transcripcional. En cuanto a vías de 
señalización celular en las cuales estas proteínas participan encontramos términos ya 
previamente ligados a SARA como endocitosis, tráfico de membranas y activación de 
Smads por TGF-βRI, pero algunas menos exploradas como la de la degradación de la 
union GAP. 

 

 



 

Figura 6. La expresión de SARA es mayor en CMLs sintéticas respecto a CMLs 
contráctiles. A) CML derivadas de carótida de rata fueron deprivadas de suero y tratas 
por 48 hs con TNF-ɑ o vehículo, o inducidas a diferenciarse por contacto (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Los gráficos muestran la cuantificación de las bandas de SARA1 y SARA2 normalizadas 
con el control de carga tubulina, mediante el programa Gel-Pro analyzer. n=1.  

 
Figura 7. Expresión diferencial de proteínas que interaccionan con SARA durante la 
diferenciación de CMLs. El cambio de expresión de los genes listados en el eje Y está 
indicado como cambio logarítmico en base 2 (Log2 Fold change) al comparar la 
expresión de genes del fenotipo contráctil al comienzo de la diferenciación (D2) con 



 

respecto al sintético (D0). La gama de rojos indica genes que disminuyen su expresión 
durante la diferenciación, la de blancos genes que no cambian su expresión y la de 
violetas genes cuya expresión aumenta durante la diferenciación. La línea de puntos 
indica un FC de 1,5. 
 

Tabla 1. Términos funcionales 
asociado a proteínas que 
interaccionan con SARA y cuya 
expresión es mayor en CMLs 
sintéticas. Se muestran los cinco 
términos de NCATS BioPlanet y 
GO terms más enriquecidos junto 
con su el valor p, el cual indica la 
probabilidad de ver al menos “x” 
número de genes del total de genes 
listados asociado a un término en 
particular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.b. Análisis del nivel de expresión de la proteína SARA en un modelo in vivo de RV 
inducido por la ligación completa de la arteria carótida común izquierda 
 
Con el objetivo de estudiar cambios tempranos y tardíos durante el desarrollo del RV, se 
llevó a cabo el modelo de ligación completa de la arteria carótida común izquierda de rata 
durante 1 y 3 semanas. En ambos casos, se utilizó la carótida derecha no ligada como 
control. Luego de una semana de ligación, evaluamos las arterias y no registramos 
cambios estructurales observables a este tiempo. Sin embargo, al cabo de tres semanas 
post-ligadura, se observaron cambios estructurales en la arteria (datos no mostrados). 
Específicamente, se observó la aparición de una nueva capa entre el lumen de la arteria y 
la primera lámina elástica que identificamos como la capa neoíntima, característica de las 
lesiones avanzadas de arteriosclerosis. La tinción con orceína de las arterias a las 3 
semanas de ligación mostró una desorganización de las fibras elásticas en la capa 
neoíntima respecto a la disposición de las mismas en la lámina media tanto de la arteria 
ligada como del control (Figura 8A). A continuación, se evaluó la expresión de los 
marcadores de CMLs de fenotipo contráctil MYH11 y α-SMA en ambos tiempos de 
ligación mediante IF. Se observó una disminución en la expresión de MYH11 en las capas 



 

medias de arterias ligadas respecto a la media de sus controles en los dos tiempos 
evaluados (Figura 8B y C). La expresión de esta proteína en la neoíntima fue comparable 
a la capa media de la arteria ligada de 3 semanas. No se observaron cambios significativos 
en la expresión de MYH11 en las medias de arterias control en los diferentes tiempos de 
ligación (Figura 8B y C). En cuanto a ɑ-SMA, hubo una disminución de su expresión en 
la media de arterias con 1 semana de ligación respecto al control. No obstante, a las 3 
semanas no hubo diferencias significativas en la expresión de esta proteína en la media 
de arterias ligadas respecto al control. Interesantemente, la expresión de ɑ-SMA en la 
media de la arteria control de 3 semanas fue menor a la media de la arteria control de 1 
semana (Figura 8D y E). La capa neoíntima y la capa media de las arterias ligadas de 3 
semanas presentaron una expresión comparable de ɑ-SMA (Figura 8D y E).  

 

Figura 8. La ligación completa de la arteria carótida común izquierda durante 1 y 3 
semanas en rata induce el desarrollo del RV. A) Micrografías representativas de la 
tinción con orceína de carótidas control y ligadas durante 3 semanas. La imagen 

izquierda de cada 
tratamiento 

presenta un 
aumento de 100X, 
mientras que la de 
la derecha muestra 
secciones de los 
mismos cortes a 
400X.  B) IF 
representativas en 
cortes de arterias 
control y ligada. En 
rojo se observa la 
expresión de 
MYH11 y en cyan 
DAPI. C) Se estimó 
la IFM para 
MYH11 en arterias 
con 1 o 3 semanas 
de ligación. D) IF 
representativas en 
cortes de arterias 
control y ligada. En 
rojo se observa la 
expresión de α-
SMA y en cyan 
DAPI. E) Se estimó 
la IFM para α-SMA 
en arterias con 1 o 
3 semanas de 
ligación. ANOVA 
de dos vías, ns 



 

p>0,05, */& p<0,05, 
&&& p<0,001, 
&&&& p<0,0001. 
n=1. Se analizaron un 
total de 4 imágenes 
por condición.  

A continuación, se 
evaluó la expresión de 
SARA en estas 
arterias, mediante IF. 
En la primera semana 
de ligación se observó 
un incremento 
significativo en la 
expresión de SARA 
total y nuclear en la 
capa media de la 
arteria ligada respecto 
a la media de la arteria 
control (Figura 9A y 
B). Interesantemente, 

en la media de las arterias ligadas, la expresión de SARA fue mayor en la región de esta 
capa cercana al lumen. Así, se sub-clasificó a las regiones de la media de acuerdo con las 
siguientes consideraciones: 

● Media 1: consiste en células localizadas entre la primera elástica y la segunda 
elástica que se encuentran cercanas al lumen del vaso  

● Media 2: consiste en células localizadas entre las elásticas intermedias 

● Media 3: consiste en células localizadas entre la penúltima y la última elástica 
cercanas a la adventicia 

La cuantificación de SARA en esas regiones mostró un incremento gradual desde la capa 
media 3 hacia la capa media 1 (cercana al lumen) donde la expresión de SARA fue 
máxima y significativamente mayor a su expresión en la media 3  (Figura 9C). No se 
observaron diferencias en la expresión de SARA entre la media 1 y la media 2, ni entre 
la media 2 y la media 3 en las arterias ligadas.  

A las 3 semanas, la expresión de SARA total, tanto en la lámina media como en la 
neoíntima de arterias ligadas, fue menor que la expresión de SARA en la lámina media 
de arterias control. En arterias ligadas, la expresión de SARA en la neoíntima es 
comparable a la de la lámina media. Un patrón similar puede observarse en la expresión 
de SARA nuclear, pudiendo valorarse una menor expresión de la misma en las láminas 
media y neoíntima derivadas de arterias ligadas (comparables ambas en expresión de 
SARA) respecto a la capa media de arterias control (Figura 10A y B). El análisis de la 
expresión de SARA, de acuerdo a su posición dentro de la lámina media mostró una 
disminución significativa en la expresión de SARA en las 3 capas de la arteria ligada 
respecto a las mismas zonas de la arteria control (Figura 10C). Sin embargo, se observó 
una expresión significativamente mayor de SARA hacia el exterior de la arteria (media 



 

3), una expresión intermedia en 
la zona media (media 2) y una 
menor expresión hacia el interior 
de la arteria (media 1).  

Figura 9. La expresión de 
SARA es mayor en la lámina 
media de arterias con 1 semana 
de ligación. A) Imagen 
representativa de IF en cortes de 
arteria luego de 1 semana de 
ligación. La carótida derecha se 
utilizó como control. En rojo se 
observa la expresión de SARA y 
en cian DAPI. B) Cuantificación 
de SARA total y nuclear C) 
Cuantificación de SARA en las 
medias.  Abreviaciones: ADV: 
adventicia. Anova de dos vías, ns 
p>0,05, ** p<0,01, **** 

p<0,0001. n=1. Se analizaron un total de 9 imágenes por condición.  

 

 

Figura 10. La expresión de 
SARA es menor en las láminas 
media y neoíntima en arterias 
con 3 semanas de ligación. A) 
IF representativas de cortes de 
arteria con 3 semana de 
ligación. La carótida derecha 
se utilizó como control. En rojo 
se observa la expresión de 
SARA y en cian DAPI. Se estimó 
la IFM de SARA total y nuclear 
B) o en las diferentes regiones 
de la capa media C) mediante 
ImageJ-win32. Abreviaciones: 
ADV: adventicia. Neoint: 
neoíntima. Anova de dos vías, 
ns p>0,05, * p<0,05, ** 
p<0,01, **** p<0,0001. n=1. 

Se analizaron un total de 9 imágenes por condición.  

 

Con el objetivo de determinar si existen cambios temporales en la expresión de SARA 
durante el desarrollo del RV, se comparó su expresión a 1 ó 3 semanas de ligación con 
respecto a la arteria control de 1 semana. Se observó un incremento en la expresión de 



 

SARA tanto en la media de arterias ligadas durante 1 semana, como en arterias control 
de 3 semanas. A su vez, se observó una disminución en la expresión de esta proteína en 
la media de arterias ligadas durante 3 semanas (Figura 11A y B), siendo está diferencia 

significativa únicamente en la 
media 1 (Figura 11C). En 
cuanto a la expresión nuclear 
de SARA, no hubo cambios 
significativos entre las medias 
de arterias control al comparar 
ambos tiempos. Sin embargo, 
la expresión de SARA en el 
núcleo fue menor en la media 
de arterias con 3 semanas de 
ligación respecto a la media de 
arterias con 1 semana de 
ligación. (Figura 11B). Al 
comparar el patrón de 
expresión temporal dentro de 
las regiones de la media 
(Figura 11C), se observó que 
la mayor expresión de SARA 
es en la zona cercana al lumen 
en la arteria ligada a 1 semana 
y la menor expresión es en esa 
misma zona de la arteria ligada 
luego de 3 semanas de 
ligación.   
 

Figura 11. La expresión de 
SARA total y nuclear es 
mínima en la media de 
arterias ligadas durante 3 
semanas y máxima en la 
media de arterias con 1 
semana de ligación. Se ligó la 

arteria carótida izquierda de rata durante 1 o 3 semanas y la carótida derecha se utilizó 
como control. A) Imagen representativa del análisis de la expresión de SARA a 1 y 3 
semanas de ligación. B) La expresión de SARA total y nuclear fue comparada 
temporalmente. C) Comparación temporal de la expresión de SARA en las regiones de la 
capa media. Abreviatura: ADV: adventicia; NEOINT: neoíntima. El símbolo & señaliza 
la comparación respecto a 1 semana control. Anova de dos vías, ns p>0,05, */& 
p<0,05,**/&& p<0,01, ***/&&& p<0,001, ****/&&&& p<0,0001. n=1. Se analizaron 
un total de 9 imágenes por condición.  

 

 

 



 

 

Por último, para estimar cambios en la expresión de SARA a nivel de ARN, se diseñaron 
dos pares de primers: un par que reconoce ambas isoformas de SARA y otro que reconoce 
únicamente SARA1. No se pudo diseñar un primer que reconozca únicamente SARA2 
debido a la carencia en secuencias nucleotídicas diferenciales que permitan reconocer 
específicamente ese transcrito (Figura 12A). Se estimó la eficiencia del primer que 
reconoce ambas isoformas de SARA y esta fue del 95,64% (Figura 12B). Aunque se 
diseñó el primer que reconoce SARA1, aún queda por corroborar la eficiencia de éste 

(Figura 12B). A su 
vez, queda por 
evaluar la 
especificidad de 
ambos primers y 
confirmar si existe 
una expresión 
diferencial de los 
transcritos de 
SARA1 y SARA2 
mediante qRT-PCR 
tanto en el modelo 
in vitro de cambio 
fenotípico de 
CMLS, como en el 
modelo in vivo de 
RV.  

 

Figura 12. Evaluación de la expresión del ARNm de SARA. A) Esquema representativo 
de la secuencia genómica de SARA1 y SARA2. B) Determinación de la eficiencia del 
primer que reconoce ambas isoformas de SARA. El gráfico de la izquierda muestra la 
amplificación (en Ct) en función de la concentración relativa de la muestra. Se observó 
una relación negativa entre las variables con una eficiencia del 95,64%. El esquema de 
la derecha muestra las secuencias de ARNm de SARA1 y SARA2  a las cuales se unen los 
primers representados en color gris. C) Esquema representativo de la unión diferencial 
de los primers que reconocen únicamente a SARA1. 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. Determinar si existe un enriquecimiento y/o expresión diferencial de las isoformas 
de SARA, en las fracciones vesiculares de caveolina o clatrina en un modelo in vivo 
de RV. 
 
Para evaluar si se produce un enriquecimiento diferencial de SARA en las fracciones 
vesiculares de caveolina o clatrina, en primera instancia, se puso a punto un protocolo 
para obtener a partir de células, homogenatos proteicos enriquecidos en cada fracción.  

Figura 13. Esquema 
representativo del 
protocolo para 
separar fracciones 
enriquecidas en 
vesículas clatrina+ o 
caveolina+. 

 
Consecuentemente, fibroblastos de la línea celular L929 fueron sometidos al protocolo 
de separación de fases (Figura 13) y mediante WB se evaluó la expresión de la proteína 
Prion, que es endocitada únicamente en vesículas revestidas en caveolina y por lo tanto 
sirve como control positivo de la vía caveolar57. Tanto en la muestra total como en el 
pellet se observó la presencia de esta proteína, mientras que no hubo marca en el 
sobrenadante (SN) (Figura 14A). Desafortunadamente el anticuerpo contra Rab5, 
marcador de la vía de clatrina, no funcionó, por lo que no pudimos contar con un control 
positivo para esta fracción.  

Luego, con el objetivo de determinar si hay un enriquecimiento diferencial de SARA en 
estas fracciones, pusimos a punto la técnica, separando las fases anteriormente 
mencionadas a partir de un homogenato de corteza de ratón. La expresión de las proteínas 
SARA y caveolina se determinó mediante WB. El pellet se encontró enriquecido con 
ambas isoformas de SARA, mientras que, en el SN no se observó la presencia de éstas. 
(Figura 14B). Es consigna pendiente de este trabajo evaluar, mediante este protocolo, sí 
existe enriquecimiento diferencial de SARA en el modelo in vivo de RV. 

 

Figura 14. 
Localización de 
SARA en las 
fracciones de 
clatrina y 
caveolina. A) 
Luego de separar 
las fracciones de 
pellet (caveolina 
positivas) y SN 
(clatrina positivas) 
en fibroblastos 
L929 se evaluó la 
distribución de la 
proteína prión en 



 

las mismas B) Se determinó la distribución de SARA en las fracciones caveolina y 
clatrina positivas obtenidas de corteza de ratón. Se utilizaron células SK-N-SH 
transfectadas con SARA como control positivo. Tanto SK-N-SH como el pellet dieron 
positivo para la marcación con caveolina. n=1 
 
 
DISCUSIÓN 
 

Durante el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, los cambios adaptativos que 
tienen lugar en las arterias, entre ellos el RV, contribuyen a la fisiopatología de estas 
alteraciones7,58. La disrupción en la homeostasis del cambio fenotípico de CMLs es uno 
de los principales mecanismos involucrados en el mantenimiento y desarrollo del RV 
patológico31,59–61. Sin embargo, la regulación de este proceso no está completamente 
elucidada. La vía de TGF-β presenta un rol dual en CMLs promoviendo su diferenciación 
a un fenotipo contráctil y, bajo ciertas condiciones, también su proliferación, migración 
y síntesis de componentes de la MEC, característicos de un fenotipo sintético 32–34,62. Por 
lo tanto, es clave entender con detalle la expresión y participación de las moléculas 
involucradas en esta vía de señalización. SARA ha sido reportada como una proteína 
intermediaria esencial en la vía de señalización de TGF-β66 y su participación podría 
determinar la dirección de la vía de señalización promoviendo la amplificación de la señal 
o dirigiendo su degradación37,63. En este trabajo demostramos que existe una expresión 
diferencial de SARA durante el cambio fenotípico de CMLs. En la diferenciación de 
CMLs inducida de dos maneras diferentes (tratamiento con TGF-β y diferenciación 
mediada por contacto celular), demostramos que SARA disminuye su expresión respecto 
a CML de fenotipo sintético. En concordancia con estos resultados, y de manera opuesta, 
luego de inducir la desdiferenciación de CML con TNF-ɑ, observamos que SARA 
incrementa su expresión respecto a CML contráctiles. Esto indicaría que las CMLs de 
fenotipo sintético poseen mayor expresión de SARA que las CMLs de fenotipo contráctil 
(Figura 15A). En correlación con estos datos experimentales, el análisis de un ARN-seq 
de CML de fenotipo sintético versus diferenciado derivado de CMLs humanas, mostró 
una disminución significativa de la expresión de SARA, específicamente SARA2, al inicio 
de la diferenciación, aunque este resultado queda pendiente de ser validado mediante 
qPCR. Para evaluar si SARA posee un rol clave en la modulación del fenotipo de CMLs 
es necesario realizar estudios funcionales. Interesantemente, durante el desarrollo de este 
trabajo se observó por primera vez que, además de la ya descrita localización 
citoplasmática, SARA se localiza en el núcleo de CMLs. Nuestros hallazgos son 
consistentes con un reporte reciente que describe por primera vez la localización nuclear 
de SARA en neuronas de las capas corticales IV/V de ratón y en líneas celulares 
neuronales64. Mestres y colaboradores64, determinaron a partir de la secuencia peptídica 
de SARA y mediante NLS mapper65, que esta proteína podría localizarse parcialmente en 
el núcleo64. En este sentido, NUP155, al ser una nucleoporina esencial del complejo del 
poro nuclear, podría constituir una de las vías de ingreso de SARA hacia el núcleo. Esto 
demuestra que la localización nuclear de SARA observada no es exclusiva de CMLs, 
aunque todavía la función nuclear en ambos tipos celulares es desconocida.  

El análisis transcripcional de CMLs humanas durante la diferenciación mostró un total 
de 15 proteínas (alrededor del 30%), que al igual que SARA, poseen una expresión 
significativamente mayor en CMLs de fenotipo sintético respecto a CMLs al comienzo 
de la diferenciación. De acuerdo con términos GO, este conjunto de proteínas está 
estrechamente ligada a procesos como transporte de proteínas al núcleo (como la 



 

mencionada NUP155) o silenciamiento de genes mediante ARNm y a funciones como 
represor transcripcional o unión a ARNm. En este contexto, se ha reportado que la 
sobreexpresión de Smad3 en CMLs es capaz de reactivar la expresión de genes 
relacionados al desarrollo, lo cual contribuye a inducir un fenotipo sintético en este tipo 
celular34. Teniendo en cuenta que hemos observado mayor expresión de SARA nuclear 
en el fenotipo sintético, está proteína podría, al igual que Smad3, estar implicada en 
mediar la expresión de genes que contribuyen con la adquisición o mantenimiento de este 
fenotipo. En cuanto a las proteínas diferencialmente expresadas que interaccionan con 
SARA, hasta el momento no existen datos que reporten su función en CMLs, por lo que 
estos resultados podrían constituir un punto de partida para su estudio. Para remarcar, 
según NCATS, uno de los procesos en los que estas proteínas intervienen es la 
degradación de las uniones GAP. Este mecanismo es fundamental para la activación de 
la migración celular, sugiriendo que SARA y las proteínas con las que interactúa tendrían 
un rol importante en la migración en CMLs sintéticas. 

Un gran número de modelos in vivo se utilizan en la actualidad para estudiar el RV 
patológico66,67. Dentro de ellos, la ligación de la arteria carótida común izquierda en rata, 
se ha utilizado extensamente como modelo experimental para el estudio del RV en 
general, y del desarrollo de la neoíntima en particular68,69. En este trabajo, estudiamos 
cambios tempranos que ocurren durante el desarrollo del RV a 1 semana de ligación y 
cambios que tienen lugar en estadíos avanzados del RV a 3 semanas de ligación. No se 
detectaron cambios estructurales importantes en el RV de 1 semana, pero sí se observó 
una disminución de la expresión de los marcadores de CMLs contráctil, ɑ-SMA y 
MYH11 en la lámina media de las arterias ligadas con respecto a la control. Este resultado 
indica que las CMLs de esta capa sufren un extenso cambio fenotípico de manera 
temprana durante el desarrollo del RV. En este estadío, se observó un aumento 
significativo de SARA total y nuclear en la media de las arterias ligadas con respecto a 
las controles, lo cual coincide con el aumento de CMLs que han sufrido 
desdiferenciación. 

 

 



 

Figura 15. Esquema representativo del patrón de expresión de SARA en A) un modelo 
in vitro de RV y B) un modelo in vivo de cambio fenotípico. Colores más claros de la 
escala representan menor expresión de SARA mientras que colores más oscuros mayor 
expresión. 
 

Además, el cambio fue significativamente mayor en la región de la media cercana al 
lumen de la arteria, posiblemente relacionada al aumento de CMLs migrando hacia esa 
región del vaso71 (Figura 15B). Estos datos se correlacionan con los observados in vitro, 
donde SARA posee una expresión diferencialmente mayor en CMLs sintéticas, las cuales, 
a su vez, poseen mayores tasas de proliferación y migración48 (Figura 15A y B). Trabajos 
previos en un modelo de RV inducido por Angiotensina-II en un cultivo organotípico 
porcino de arteria coronaria, mostró que el bloqueo de metaloproteinasas inhibe la 
formación de la neoíntima, sugiriendo que la migración es uno de los primeros eventos 
en desarrollarse durante el RV70. Asimismo, según otro reporte, SARA se encuentra 
involucrada en procesos de migración neuronal en el desarrollo de la neocorteza murina71. 
En concordancia, del estudio transcripcional de CMLs y su posterior análisis in silico, se 
desprende que SARA y las proteínas que interaccionan con ella, poseen mayor expresión 
en CMLs sintéticas y que están relacionadas a vías como degradación de la union Gap o 
transporte de membranas. Todos estos datos sugieren que el incremento en la expresión 
de SARA en CMLs próximas al lumen arterial podría relacionarse al aumento tanto en la 
desdiferenciación como en la migración de éstas. Para corroborar esta hipótesis, el uso de 
marcadores que permitan estimar el estado migratorio (proteínas degradadoras de la 
matriz extracelular como metaloproteinasas MMP2 y MMP9) o proliferativo (Ki67) en 
el modelo de RV in vivo, permitirían evaluar si existe una correlación entre el patrón de 
expresión de SARA, y el estado migratorio o proliferativo en dicha zona de la media.  

A las 3 semanas de ligación y en concordancia con cambios avanzados de una lesión 
arteriosclerótica, se observaron importantes modificaciones estructurales en la arteria 
ligada, denotado por la aparición de células invadiendo el lumen de la arteria y una 
importante desestructuración de las fibras elásticas, que indican el desarrollo de la capa 
neoíntima (Figura 15B). En este estadio, se observó una disminución significativa del 
marcador MYH11 en la media de arterias ligadas con respecto a los controles, mientras 
que su expresión en la neoíntima fue comparable a la media en estas arterias. No hubo 
cambios significativos de α-SMA en la media de las arterias ligadas con respecto a la 
media control. Interesantemente, se observó una menor expresión de esta proteína en la 
media control a las 3 semanas de ligación en comparación con la media de la arteria 
control a 1 semana, sugiriendo que podrían ocurrir cambios sistémicos en respuesta a los 
efectos avanzados del RV. Esta hipótesis debe ser evaluada en detalle a futuro.  En cuanto 
a la expresión de SARA en la fase avanzada del RV, se observó una menor expresión de 
esta proteína en la media de las arterias ligadas con respecto al control (Figura 15B). A 
su vez, como en el caso de α-SMA, la expresión de SARA en la neoíntima fue comparable 
a la de la media de arterias ligadas. En este contexto, la disminución de SARA en la media 
de arterias con RV avanzado puede estar relacionada a un restablecimiento de la 
población de CMLs contráctiles. Sin embargo, nuestros resultados muestran que MYH11, 
uno de los marcadores contráctiles permanece disminuido durante esta etapa, mientras 
que α-SMA no mostró cambios significativos. Más estudios son necesarios para 
esclarecer si la disminución de SARA en este estadio es debido a las etapas iniciales del 
restablecimiento de la población de CMLs contráctiles. Por otra parte, teniendo en cuenta 
que la neoíntima está formada por un grupo heterogéneo de células, que incluyen 
macrófagos75, miofibroblastos provenientes de la adventicia4,73,74, células endoteliales 



 

que han sufrido transición de endotelio a mesénquima76 , CMLs sintéticas25,26, y CMLs 
que han sufrido transdiferenciación a diversos tipos celulares23, es sumamente 
complicado inferir sobre la expresión de SARA en esta capa si no se cuenta con un 
modelo de seguimiento de linaje25. Según los datos obtenidos en este trabajo, se esperaría 
una mayor expresión de SARA en lámina neoíntima. Sin embargo, se observa una 
expresión comparable a la media. Es probable que, en etapas avanzadas, cuando la 
mayoría de las CMLs se han transdiferenciado, SARA ya no tenga un rol preponderante, 
como al inicio de la desdiferenciación donde se ha activado la migración. Es interesante 
destacar que al comparar la expresión de SARA en arterias controles de ambos tiempos, 
se observa un incremento en la expresión de esta proteína en la media control de 3 
semanas que coincide con la disminución de ɑ-SMA, indicando que podría existir una 
correlación entre la expresión de SARA y ɑ-SMA.  

En conjunto, la expresión de SARA aumenta significativamente en la media arterial en 
fases tempranas del RV y disminuye en fases tardías. Estos datos indican que esta proteína 
podría tener un rol preponderante al comienzo del RV posiblemente modulando la 
migración de CMLs.  Esto es relevante para el desarrollo de posibles terapias preventivas 
direccionadas a la modulación del fenotipo de CMLs previo a la aparición de alteraciones 
estructurales en la pared del vaso. 

En este trabajo la expresión de SARA fue únicamente estimada a nivel de proteico, salvo 
en el ARN-seq. Estudios que evalúen la expresión de SARA a nivel de ARN son 
necesarios para determinar si la expresión diferencial observada a nivel proteico tanto in 
vitro como in vivo en este trabajo, son debidos a cambios en los niveles de ARNm o por 
regulación post-traduccional. 

La endocitosis del complejo TGF-β RI-II/TGF-β vía vesículas enriquecidas en clatrina o 
caveolina, puede determinar la funcionalidad de la vía de señalización37,63,72,73. En CMLs 
derivadas de pacientes con síndrome de Marfan, otros grupos han demostrado44, que el 
incremento de la localización de SARA en ET mediada por Rab5, facilita la unión y 
fosforilación del TGF-βR a Smads, lo cual conduce a la promoción crónica de la 
señalización de TGF-β característica de dicha patología. En este trabajo observamos que 
hay una tendencia a un enriquecimiento diferencial de SARA en las fracciones de 
caveolina en corteza de ratón. Sin embargo, queda pendiente realizar el protocolo de 
separación de fases tanto en los modelos in vitro de cambio fenotípico de CMLs como in 
vivo de RV. 

Finalmente, TGF-β, además de inducir diferenciación en CMLs puede promover 
proliferación y migración. Sin embargo, TGF-β no sólo actúa mediando la vía de 
señalización dependiente de Smads, sino que puede interaccionar con otras vías de 
señalización como la de ERK MAPK o EGF, las cuales juegan un rol crítico en la 
migración de CMLs33,74–76. Por otra parte, reportes previos describen a SARA como 
moduladora de la migración en otros tipos celulares71,77. Teniendo en cuenta que en 
nuestro trabajo la expresión de SARA in vitro fue mayor en CMLs sintéticas y que la 
expresión in vivo fue mayor en arterias ligadas en etapas tempranas del RV en la zona de 
la capa media próxima al lumen, el cambio en la expresión de SARA observado podría 
estar relacionado predominantemente a cambios en la migración de CMLs. 

 

 



 

CONCLUSIONES 
 
Nuestros resultados describen por primera vez la expresión diferencial de SARA durante 
el cambio fenotípico de CMLs y durante el desarrollo del RV. In vitro la expresión de 
SARA es mayor en CMLs sintéticas, mientras que in vivo la expresión de SARA aumenta 
en estadíos tempranos del RV y disminuye en estadíos tardíos. Además, demostramos por 
primera vez la localización nuclear de SARA en CMLs. En síntesis, este trabajo asienta 
las bases iniciales para dar continuidad a la determinación de la función de SARA en el 
cambio fenotípico de CMLs y en el RV.  
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ESTADO DE CONOCIMIENTO EN EL TEMA DEL PROYECTO 
 
Globalmente, el carcinoma colorrectal es el tercer tipo de cáncer más frecuente en 
hombres y el segundo en mujeres, con prevalencias de 10.0% y 9.2% respectivamente1. 
Ocupa el cuarto sitio entre los distintos tipos de cáncer con mayor mortalidad2 y, pese a 
los avances terapéuticos, los tratamientos actuales conllevan riesgo tóxico y no alcanzan 
a controlar por completo la aparición de formas metastáticas3. Una de las estrategias que 
apuntan a hacer más efectivo el tratamiento del cáncer se basa en la administración de 
terapias dirigidas4. A medida que la investigación avanza en la comprensión de los 
cambios celulares que impulsan el crecimiento y la diseminación del tumor, mejora la 
probabilidad de diseñar terapias dirigidas contra blancos celulares específicos que logren 
limitar o bloquear dichas alteraciones. En los últimos años se han alcanzado resultados 
promisorios en pacientes con cáncer colorrectal metastatizante utilizando antagonistas del 
factor de crecimiento de endotelio vascular, del receptor para factor de crecimiento 
epidérmico y de la vía de tirosina quinasa5. En particular, la terapia dirigida contra 
procesos angiogénicos, claves para la neovascularización que favorece el desarrollo y 
expansión de tumores activos, despierta fuerte interés para el tratamiento del cáncer 
gastrointestinal6.  

En este contexto, se ha reportado que una molécula chaperona-lectina del protozoo 
parásito Trypanosoma cruzi, agente etiológico de la enfermedad de Chagas, denominada 
calreticulina (Tc-CRT), posee actividad anti-angiogénica en tumores, in vitro e in vivo7. 
Este llamativo efecto anti-angiogénico de Tc-CRT sería, al menos en parte, la base 
molecular de la históricamente reconocida baja incidencia de cáncer observada en 
pacientes chagásicos7. Tc-CRT es capaz de acoplar Ca2+ e inactivar complemento y, al 
ser translocada de retículo endoplásmico a la superficie celular, puede unirse por su 
dominio N-terminal a células endoteliales, provocando un efecto anti-angiogénico sobre 
tumor mamario y melanoma, superior al de su ortólogo CRT humana8-10.  
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OBJETIVOS DEL PROYECTO 
 
Nuestro objetivo central fue verificar si Tc-CRT presenta actividad inhibitoria sobre la 
angiogénesis empleando modelos biológicos (in vitro: líneas celulares establecidas; in 
vivo: tumor inducido en ratones) de carcinoma experimental de colon. 
 
Se plantearon entonces los siguientes objetivos parciales: 
 
[1] Analizar la capacidad inhibitoria in vitro de la Tc-CRT sobre la angiogénesis, reflejada 
a través de: 
 
    (a) la morfogénesis y la quimiotaxis de células del endotelio vascular humano,   
 
    (b) la expresión de marcadores pro-angiogénicos (factor de crecimiento del endotelio 
vascular VEGF-A; metaloproteasa de matriz extracelular MMP-1; vía de señalización 
intracelular mediada por STAT 3) en líneas celulares establecidas de adenocarcinoma de 
colon humano. 
 
[2] Verificar el efecto anti-angiogénico y anti-tumoral in vivo/ex vivo de la calreticulina 
purificada de Trypanosoma cruzi utilizando un modelo murino atímico de carcinoma de 
colon humano HT-29, a través de la dimensión y el peso del tumor, así como sus 
características histopatológicas, grado de densidad microvascular intratumoral, y 
presencia de factores pro-angiogénicos. 
 
 
 



 

 
 
RESULTADOS OBTENIDOS DURANTE EL DESARROLLO DEL PROYECTO 
 
 
Obtención de calreticulina purificada de Trypanosoma cruzi (Tc-CRT): 
 
Se efectuaron cultivos a 28 ºC de formas epimastigote del parásito (cepa Tulahuén) en 
medio LIT (liver infusion tryptose) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 
hemina (10 μg/ml). Se recolectaron parásitos en la fase exponencial de crecimiento y se 
obtuvo un extracto a partir de sonicación y repetidos congelamientos/descongelamientos 
de la suspensión acuosa. Para la purificación de la Tc-CRT se utilizó una cromatografía 
de afinidad con anticuerpos específicos. Se emplearon anticuerpos IgG humanos, cuya 
monoespecificidad para Tc-CRT fue verificada por inmunoblotting y ELISA, provistos 
por el Prof. I. Almeida (Univ. de Texas, EEUU). Dichos anticuerpos fueron acoplados a 
un soporte de Sepharose activado con CNBr. El extracto soluble de epimastigotes fue 
cargado en la columna de Sepharose/anti-Tc-CRT, incubándose durante 18 hs a 4 ºC. La 
elución de la Tc-CRT se logró usando buffer glicina-HCl 0.1M, pH 2.8. Luego de 
neutralizar el eluato, se concentró por ultrafiltración y se comprobó su pureza. Por 
electroforesis SDS-PAGE e inmunoblotting se visualizó una única banda de 46 kDa de 
masa molecular, reactiva frente a anticuerpo monoclonal para Tc-CRT (Fig. 1), mientras 
que el análisis del extremo amino terminal de la proteína aislada presentó completa 
homología con la secuencia aminoacídica correspondiente a Tc-CRT de cepa Tulahuén 
reportada en banco de datos. 
 

Fig. 1  
 
 
Efecto inhibitorio de Tc-CRT sobre la morfogénesis capilar: 
 
Se utilizaron células de endotelio vascular humano (HUVEC, American Type Culture 
Collection, ATCC) mantenidas en placas recubiertas de gelatina al 1,5% en buffer PBS, 
con medio M199 suplementado con 10% SFB, heparina (100 μg/ml), hidrocortisona (10 
μg/ml) y factores de crecimiento de fibroblastos y epidérmico (10 ng/ml). Para verificar 
morfogénesis capilar se emplearon placas de 24 pocillos recubiertos con matrigel 
polimerizado 1 h a 37 ºC. Sobre dicha capa se depositaron HUVEC (7 x104/pocillo) 
tratadas o no con concentraciones crecientes de Tc-CRT (0,1-1,0 μM) por 6 h a 37 ºC.  Al 
cabo de ese lapso, se visualizó y se cuantificó la diferenciación endotelial hacia la 
formación de redes/estructuras tubulares de tipo capilar mediante microscopía acoplada 
a un sistema digital de análisis de imagen. Con las distintas dosis de Tc-CRT se observó 



 

un significativo (p<0,05-0,01 vs. control, pruebas de ANOVA+Bonferroni) efecto 
inhibidor in vitro sobre la morfogénesis capilar que se desarrolla espontáneamente en las 
células endoteliales sin tratamiento (Fig. 2). 
 

Fig. 2 
 
 
Efecto inhibitorio de Tc-CRT sobre la migración celular: 
 
Se llevaron a cabo ensayos de quimiotaxis de células HUVEC, para lo cual se 
mantuvieron cultivos de este tipo celular en medio M199 suplementado con SFB al 20%, 
en presencia de concentraciones crecientes de Tc-CRT (0,5-1,0 µM) durante 24 hs. Como 
control comparativo se utilizó endotoxina bacteriana purificada (LPS). A continuación se 
sembraron células HUVEC (7,5x104), pre-estimuladas y lavadas repetidamente, dentro 
del compartimento superior de una cámara de Boyden, en medio sin suero y en presencia 
de Tc-CRT ó LPS. Como agente quimioatrayente, en el compartimento inferior se colocó 
sobrenadante de cultivo de la línea fibroblástica NIH 3T3 (medio condicionado 
enriquecido en distintos mediadores de alta actividad angiogénica). Ambos 
compartimentos estaban separados por un filtro de policarbonato con poro de 12 µm de 
diámetro, recubierto con colágeno IV (5 µg/ml). Al cabo de 6 hs de incubación, se 
removieron las células que quedaron retenidas en la superficie superior del filtro, mientras 
que se procedió a fijar y teñir aquellas células presentes sobre la cara inferior de dicha 
membrana. Se microfotografiaron los filtros (10 campos por filtro) y las imágenes 
obtenidas fueron sometidas a análisis digital para el correspondiente recuento celular. Los 
datos (valor media±error estándar) obtenidos de experimentos realizados por triplicado 
fueron analizados estadísticamente mediante prueba de ANOVA ajustada según el 
método de Bonferroni. Como consecuencia de la acción de Tc-CRT, se observó una 
significativa (P<0,05) inhibición in vitro de la migración de células HUVEC en respuesta 
al potente estímulo angiogénico derivado de factores solubles de NIH 3T3, en modo 
dependiente de la dosis de proteína parasitaria añadida al cultivo (Fig. 3). Por el contrario, 
el tratamiento con LPS no mostró ningún efecto inhibidor sobre la quimiotaxis de células 
HUVEC. 
 

 
 
 



 

 
 
 
Efecto inhibitorio de Tc-CRT sobre la producción de factores pro-angiogénicos en 
líneas celulares de carcinoma de colon humano: 
 
Para estos estudios se escogieron dos líneas celulares adherentes de carcinoma de colon 
denominadas Caco-2 y HT-29 (ambas de American Type Culture Collection). La 
expansión de la línea celular Caco-2, proveniente de epitelio intestinal de adenocarcinoma 
de colon humano, se llevó a cabo en medio MEM suplementado con 2 mM L-glutamina, 
1 mM piruvato de sodio, antibióticos (penicilina+estreptomicina, 100 U/ml y 100 µg/ml, 
respectivamente), aminoácidos no esenciales al 1% y suero fetal bovino al 20%, 
incubando a 37°C en atmósfera de 5% CO2. La expansión de la línea celular HT-29, 
también originada de epitelio de adenocarcinoma de colon humano, se desarrolló a partir 
de cultivo en medio McCoy 5A modificado, suplementado con suero fetal bovino al 10% 
y antibióticos (penicilina+estreptomicina, 100 U/ml y 100 µg/ml, respectivamente), 
incubando a 37°C en atmósfera de 5% CO2. Para ambas líneas, se seleccionaron células 
que no hubieran superado los 20 pasajes de replicación y que provinieran de monocapas 
que alcanzaron confluencia del 80-90%. Se monitoreó la producción in vitro de los 
siguientes mediadores pro-angiogénicos: 
 
(a) Factor de crecimiento del endotelio vascular humano involucrado en angiogénesis 
(VEGF-A):  
Se midieron los niveles de VEGF-A secretado al medio de cultivo de células Caco-2 y 
HT-29 empleando un equipo comercial de ELISA (límite de detección, 15,6 pg/ml) de 
acuerdo con las indicaciones de IBL-America (Minneapolis, MN, EEUU). Se sembraron 
células (2x105 por pocillo) en placas de 6 pocillos, y al llegar al 80% de confluencia fueron 
tratadas con Tc-CRT en diferentes concentraciones. Como controles se utilizaron cultivos 
estimulados con una citoquina pro-angiogénica (IL-1β humana recombinante, 1 ng/ml, 
BioLegend, San Diego, CA, EEUU), y otros sin ningún tipo de tratamiento. Al cabo de 
24 hs., se recolectaron los sobrenadantes celulares que fueron utilizados en los ensayos. 
Paralelamente, se obtuvieron los correspondientes lisados celulares que fueron analizados 
por Western immunoblotting mediante un anticuerpo policlonal específico para VEGF-A 
humano (dil. 1:1000; MyBioSource, San Diego, CA, EEUU). Coincidentemente, los 
resultados obtenidos por ambos procedimientos mostraron una inhibición significativa 
(*P<0,05; **P<0,01) de la producción de VEGF-A en células Caco-2 (Fig. 4a-A,B) y 
HT-29 (Fig. 4a-C,D) de carcinoma de colon humano por efecto de Tc-CRT, en un modo 
directamente proporcional a la concentración utilizada del antigeno de T. cruzi.  
 



 

 

 
 
 
(b) Metaloproteinasa de matriz extracellular (MMP)-1: 
Se midió la actividad de MMP-1 en células Caco-2 y HT-29 mediante un ensayo 
funcional basado en la degradación de un péptido sintético fluorescente que contiene un 
sitio específico para el clivaje enzimático (Fluorokine ELISA, R&D Systems, 
Minneapolis, MN, EEUU). 

Las células fueron cultivadas por 96 hs, con o sin estímulo por IL-1β exógena, e inhibición 
por Tc-CRT a dosis creciente. Se recolectaron los sobrenadantes celulares y se trataron 
por 2 hs. con un activador de la proenzima pro-MMP-1. Luego se añadió sustrato 
fluorogénico y al cabo de 20 hs. a 37 ºC se determinó la fluorescencia en 
espectrofluorómetro a longitud de onda fija (excitación 320 nm; emisión 405 nm). 
Paralelamente, se construyó una curva estándar midiendo la actividad de MMP-1 de 
concentración conocida. Se registró una inhibición significativa (***P<0,001) de la 
actividad aumentada de MMP-1 en células Caco-2 (Fig. 4b- A) y HT-29 (Fig. 4b-B) de 
carcinoma de colon humano por efecto de Tc-CRT, en un modo dependiente de la 
concentración de Tc-CRT.  
 



 

 
 
(c) Transductor de señal y activador de la transcripción (STAT)3: 
El efecto inhibidor de Tc-CRT a distinta concentración sobre la inducción de la vía de 
señalización intracelular mediada por STAT3 fue estudiado verificando la fosforilación 
del factor de transcripción en tirosina Tyr705 y su consiguiente translocación al núcleo 
celular, usando immunoblotting con anticuerpos monoclonales para fosfo-STAT3 (dil. 
1:1000) y STAT 3 (dil. 1:5000; ambos de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
EEUU). Para estos ensayos se estimularon cél. Caco-2 y HT-29 con citoquina pro-
angiogénica IL-6 humana recombinante (10 ng/ml) y tratamiento con Tc-CRT; el control 
basal no incluyó ningún estímulo ni tratamiento. Al cabo de 24 hs. se cosecharon las cél. 
y se prepararon los correspondientes extractos citosólicos (para STAT3 total) y nucleares 
(para fosfo-STAT3) por lisis con detergente y centrifugación diferencial. Se observó que, 
en forma dependiente de la concentración empleada, Tc-CRT es capaz de reducir 
sustancialmente la activación y migración al núcleo de STAT3 en las dos líneas celulares 
de carcinoma colorrectal humano analizadas en nuestros ensayos (Fig. 4c-A,B).  
 
 

 
 



 

 
 
Globalmente, estos hallazgos señalan que Tc-CRT ejerce un efecto inhibidor sobre la 
producción de factores pro-angiogénicos por parte de células humanas de carcinoma de 
colon. 
 
Efecto del tratamiento con Tc-CRT sobre el crecimiento tumoral subsiguiente al 
xenoinjerto de células cancerosas humanas en ratones inmunodeficientes: 
 
Para desarrollar este objetivo del Proyecto, se procedió a realizar xenoinjerto heterotópico 
de células tumorales humanas en ratones inmunodeficientes. Se utilizó dicha técnica para 
generar un modelo experimental animal de cáncer colorrectal con el objetivo de evaluar 
in vivo la capacidad terapéutica de la Tc-CRT. Toda la experimentación en ratones se 
llevó a cabo bajo estricto cumplimiento de la normativa incluida en el Marco Etico de 
Referencia para las Investigaciones Biomédicas en Animales de Laboratorio (CONICET; 
Resol. D Nº 1047/2005). Para esta etapa del estudio se ha contado con la colaboración del 
Servicio de Animales de Experimentación del Centro de Biología Molecular de la 
Universidad Autónoma de Madrid, España. Se trabajó con ratones machos de cepa 
BALB/c atímicos (Nu/Nu; n=8/grupo; Charles River, Kent, Reino Unido), de 6 semanas 
de vida. Siete días antes de comenzar los experimentos, los animales fueron sometidos a 
un proceso de aclimatación en un ambiente de temperatura (23 ± 1 °C) y humedad (40-
60%) controladas, bajo ciclos de 12 horas de luz/oscuridad. 

Para la generación del tumor intestinal se procedió a la inoculación subcutánea de células 
de adenocarcinoma de colon de la línea humana HT-29 (2x106/animal, en 100 μL de 
PBS), o vehículo solvente, en el flanco derecho de cada ratón. La dosis inicial de Tc-CRT 
(o vehículo solvente) por vía subcutánea fue de 100 μg/ratón (volumen de 100 μl) y se 
administró justo antes de practicar el xenoinjerto de células HT-29. El tratamiento con 
Tc-CRT en dicha dosis continuó día por medio durante 8 semanas. 

A partir de la cuarta semana, se midió semanalmente el tamaño del tumor en el grupo 
tratado y el grupo sin tratar empleando un calibre digital externo, a doble ciego; para 
calcular su volumen se utilizó la fórmula V = (LxExH) x 0.5236, donde V es volumen, L 
es longitud, E es espesor y H es altura. A fin de garantizar la reproducibilidad del ensayo, 
los experimentos se practicaron por duplicado. La validación estadística de los resultados 
se realizó aplicando la prueba de ANOVA con post-test de Bonferroni. 

Todos los animales inyectados con la suspensión celular HT-29 que no recibieron 
tratamiento con Tc-CRT desarrollaron una masa tumoral evidente al cabo de 4 semanas 
de la implantación, cuya población celular mantuvo el perfil genético y molecular de la 
célula cancerosa original. El tratamiento con Tc-CRT de ratones atímicos xenoinjertados 
con HT-29 tuvo un significativo (*p<0,05; **p<0,01, prueba de Student) efecto de 
inhibición del crecimiento tumoral. Comparado con el grupo que no recibió tratamiento, 
se observa un menor volumen de la masa tumoral HT-29 en los ratones inoculados 
regularmente con 100 μg de Tc-CRT. Dicho efecto se registró a partir de los 42 días post-
xenotransplante y fue máximo (70% de inhibición) en la octava semana del seguimiento 
(Fig. 5A). 

 
 



 

 
 
 
Paralelamente se registró la tasa de mortalidad en ambos grupos hasta la semana 12 post-
xenotransplante. Como se muestra en el gráfico, se observó una diferencia significativa 
(*p<0,05, prueba de chi cuadrado) en sobrevida entre los ratones que recibieron 
tratamiento con Tc-CRT y aquéllos a los que se les suministró sólo vehículo solvente. El 
25% de los animales tratados presentó sobrevida hasta el fin del seguimiento, mientras 
que en el grupo control la mortalidad fue de 100% al cabo de 9 semanas del xenoinjerto 
(Fig. 5B).  
 

 
 
 
En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento con Tc-CRT sería capaz de lograr 
una significativa reducción de tamaño en la masa tumoral constituida por células de 
adenocarcinoma de colon humano injertadas en ratones atímicos, así como también 
prolongar la sobrevida de los animales tratados. 
 
Efecto del tratamiento con Tc-CRT sobre la vascularización intratumoral subsiguiente al 
xenoinjerto de células cancerosas humanas en ratones inmunodeficientes: 
 
Al cabo de 8 semanas de tratamiento con Tc-CRT o PBS, se llevaron a cabo ensayos de 
inmunohistoquímica con el objetivo de detectar marcadores moleculares de angiogénesis 
en los tumores desarrollados en los distintos grupos de animales atímicos. Para ello, las 
muestras de carcinoma de colon aisladas de ratones fueron fijadas en formaldehido al 4%, 
embebidas en parafina, y cortadas en secciones de 4 μm de grosor. Luego de desparafinar 
con xileno y rehidratar con etanol en concentración decreciente, se trataron los cortes con 
H2O2 al 3% en metanol para bloquear la actividad de peroxidasa endógena. Además, 



 

después de bloquear la unión inespecífica de biotina endógena, se desenmascararon los 
antígenos tisulares mediante digestión proteolítica (Protease XXIV, Biogenex, San 
Ramon, CA, EEUU). Se detectó la expresión celular de CD31/PECAM (molécula de 
adhesión de cél. endotelial con plaqueta) usando un anticuerpo monoclonal biotinilado 
(Peninsula Lab., San Carlos, CA, EEUU), estreptavidina-peroxidasa y sustrato 
cromogénico DAB/H2O2. Este procedimiento altamente sensible permite identificar la 
microvasculatura intratumoral. En la Fig. 6  se muestra que los tumores de aquellos 
ratones que recibieron el tratamiento con Tc-CRT presentaban niveles de expresión de 
CD31/PECAM significativamente menores (*P<0,05, prueba de Student) a los hallados 
en adenocarcinomas de animales sin tratar. 
 

 
 
 
Paralelamente se practicó un análisis histoquímico convencional tiñendo cortes con 
hematoxilina/eosina (Fig. 7). Se observó una arquitectura tisular mejor conservada, junto 
con una marcada supresión de células cancerosas e infiltrado inflamatorio, en las muestras 
provenientes de ratones atímicos tratados con Tc-CRT, en comparación con los 
carcinomas de colon obtenidos de animales sin tratar 

 
 
 
Otro marcador angiogénico intratumoral analizado fue VEGF-A. Se prepararon lisados 
celulares tumorales de ratones tratados o no con Tc-CRT, los cuales fueron sometidos a 
electroforesis SDS-PAGE y posterior inmunoblotting con un anticuerpo monoespecífico 
(MyBioSource, San Diego, CA, EEUU). El tratamiento con Tc-CRT dio como resultado 
una disminución significativa (**P<0,01, prueba de Student) de los niveles de expresión 
de VEGF-A con respecto a los detectados en adenocarcinomas de ratones que no 
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recibieron ningún tipo de terapia (Fig. 8). En conclusión, nuestros hallazgos sugieren que 
la administración de Tc-CRT provoca un efecto anti-angiogénico sobre carcinoma de 
colon que favorece el control del desarrollo tumoral en el modelo estudiado. 
 

 
 
 
Con el propósito de avanzar en la caracterización del efecto anti-angiogénico de Tc-CRT 
se midió la densidad vascular intratumoral (DVIT) como parámetro del crecimiento 
alcanzado por el carcinoma de colon en los animales xenoinjertados. Se llevaron a cabo 
ensayos de inmunohistoquímica con el objetivo de detectar vascularización mediante el 
marcador molecular de angiogénesis CD31/PECAM en los tumores desarrollados en 
grupos de animales sin tratar y en aquéllos tratados con el antígeno del parásito.  

Para las mediciones de la DVIT en los carcinomas aislados de cada ratón inoculado, se 
siguieron las recomendaciones señaladas por Vermeulen y col. (1996). 
 
 [Vermeulen PB, Gasparini G, Fox SB, Toi M, Martin L, McCulloch P, Pezzella F, Viale 
G, Weidner N, Harris AL, Dirix LY. Quantification of angiogenesis in solid human 
tumours: an international consensus on the methodology and criteria of evaluation. Eur 
J Cancer.1996; 32A(14):2474-84].  
 
Se observó al microscopio (Leica, X 400) y con cámara digital Fuji MX-700 el área total 
de cada tumor para localizar las 10 zonas más vascularizadas (mayor presencia de células 
CD31+) de la muestra usando el software Image-Pro-Plus 4.1 (Media Cybernetics). La 
evaluación se limitó a aquellos vasos con área de sección transversal entre 10 y 50 μm. 
Se examinó la superficie total de cada uno de los tumores. Se hizo un registro por pieza 
del número total de vasos sanguíneos con medidas comprendidas dentro de los límites 
estipulados, así como de las dimensiones de su superficie.  
 
En base a los datos recogidos, se calcularon los siguientes parámetros: % del área vascular 
(relación entre área vascular y área total) y Nº promedio de vasos/mm2 por grupo 
experimental. 

En la Fig. 9 se observa que la DVIT en carcinomas del grupo tratado con Tc-CRT es 
significativamente (**P<0,01, prueba de Student) menor que la determinada en los 
tumores de ratones que no fueron tratados. Esta diferencia se registró tanto para los 
valores de % del área vascular (panel A) como para el Nº promedio de vasos/mm2 (panel 
B) en la comparación entre ambos grupos experimentales. No se encontraron diferencias 
en el nivel de apoptosis (analizadas usando el kit ApopTag Peroxidase In Situ, Millipore) 
entre las muestras obtenidas de animales tratados y no tratados con Tc-CRT. Integrando 
estos datos, la conclusion apunta a confirmar la capacidad anti-angiogénica de la terapia 
con Tc-CRT en el modelo ratón de adenocarcinoma colorrectal.  
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Con el propósito de verificar si se logra potenciar el efecto anti-angiogénico mediante un 
pre-tratamiento ex vivo con Tc-CRT de las células tumorales con las que se practicaría el 
xenoinjerto, se llevaron a cabo experimentos comparando esta alternativa frente al 
protocolo de terapia Tc-CRT utilizada con éxito.  

Un grupo de animales inmunodeficientes fue inoculado con células HT-29 en la forma ya 
descrita, mientras que otro grupo recibió HT-29 incubadas previamente por 60 min a 37 
˚C en presencia de antígeno Tc-CRT purificado [1 μM]. Un tercer grupo control fue 
inoculado con células no tratadas.  

La dosis inicial de Tc-CRT inyectada a cada ratón fue de 100 μg y se administró justo 
antes de practicar el xenoinjerto de células HT-29. El tratamiento con Tc-CRT en dicha 
dosis continuó día por medio durante 8-10 semanas. Al cabo de dicho lapso, según la 
metodología utilizada previamente para cada marcador, se determinó en cada grupo: tasa 
de sobrevida (a las 10 semanas), y tamaño tumoral, niveles de CD31/PECAM y VEGF-
A en el carcinoma, y grado de DVIT de acuerdo con el porcentaje de área vascular y Nº 
de vasos por mm2 (a las 8 semanas). El análisis estadístico por prueba de Student indicó 
que no se observan diferencias significativas entre los resultados obtenidos en los ratones 
inoculados con células HT-29 pre-tratadas con Tc-CRT y aquéllos a los cuales se 
administró HT-29 sin estímulo antigénico primario. Tal como se presenta en la Fig. 10, 
el pre-tratamiento del inóculo tumoral con Tc-CRT no fue de utilidad para mejorar el 
efecto anti-angiogénico alcanzado in vivo por la terapia con dicho componente aislado de 
Trypanosoma cruzi en un modelo ratón de adenocarcinoma colorrectal.  
 



 

                   
 

 
CONCLUSIONES PRINCIPALES DEL ESTUDIO 
 
#  Se verificó la capacidad inhibitoria in vitro de la calreticulina purificada de 
Trypanosoma cruzi sobre la angiogénesis, reflejada a través de la disminución en la 
morfogénesis capilar y la quimiotaxis de células del endotelio vascular humano. 
 
#  Se registró un efecto anti-angiogénico in vitro de la calreticulina purificada de 
Trypanosoma cruzi que conduce a la regulación negativa de la expresión de marcadores 
pro-angiogénicos (factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF-A; metaloproteasa 
de matriz extracelular MMP-1; vía de señalización intracelular mediada por STAT 3) en 
líneas celulares establecidas de adenocarcinoma de colon humano (HT-29, Caco-2). 
 
# Se confirmó la efectividad del tratamiento in vivo con Tc-CRT para limitar el 
crecimiento tumoral subsiguiente al xenoinjerto de células cancerosas humanas HT-29 en 
ratones inmunodeficientes. Dicho tratamiento fue capaz de lograr una significativa 
reducción de tamaño en la masa tumoral constituida por células de adenocarcinoma de 
colon humano injertadas en ratones atímicos, así como también prolongar la sobrevida de 
los animales tratados.  
 
#  Se demostró un marcado efecto anti-angiogénico in vivo de la calreticulina purificada 
de Trypanosoma cruzi, que genera una disminución significativa de la densidad vascular 
intratumoral, de los niveles de expresión intratumoral de CD31/PECAM y VEGF-A, y 
del infiltrado inflamatorio. 
 
#  La alternativa del pre-tratamiento del inóculo tumoral con la calreticulina purificada de 
Trypanosoma cruzi no mejoró el efecto anti-angiogénico alcanzado in vivo por la terapia 
con dicho componente aislado del parásito en el modelo ratón de adenocarcinoma 
colorrectal.  
 
  
SIGNIFICADO DE POSIBLES APORTES A FUTURO 
 
Actualmente, las terapias dirigidas contra tumores ya son parte del arsenal terapéutico 
disponible, entre muchos otros casos, para el cáncer colorrectal metastatizante. Una de 
sus variantes aprobadas más utilizada es la terapia anti-angiogénica, que ha contribuido a 
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reducir las tasas de mortalidad, retardar el desarrollo tumoral y mejorar la calidad de 
sobrevida del paciente. Sin embargo, existen muy pocas drogas autorizadas y con el 
tiempo los tratamientos producen resistencia, por lo cual resulta necesario contar con 
nuevos agentes anti-angiogénicos como podría caracterizarse a la calreticulina de 
Trypanosoma cruzi. Esta chaperona es capaz de inhibir la proliferación de células del 
endotelio vascular. Dado el bajo potencial mutagénico de este tipo celular, es menos 
probable que la aplicación de la proteína del parásito genere resistencia al tratamiento. La 
actividad anti-angiogénica ya evidenciada por la calreticulina de Trypanosoma cruzi 
(notoriamente mayor que la de su ortóloga de Homo sapiens) podría contribuir a limitar 
significativamente el aporte sanguíneo que potencia el crecimiento y metástasis del 
carcinoma de colon humano, posicionándola como una nueva herramienta terapéutica 
paliativa de interés para esta patología. En principio se piensa como un factor adjunto que 
pueda potenciar un tratamiento basado en drogas citotóxicas convencionales, si bien 
también podría evaluarse su uso en combinación con agentes inmunoterapéuticos. La 
presente verificación de su capacidad anti-angiogénica en cáncer colorrectal impulsa a 
avanzar con la evaluación experimental de sus efectos benéficos (sin acciones deletéreas 
relevantes) en una amplia gama de mamíferos, que permita avalar su consideración para 
ser sometida a ensayos preclínicos de mayor rigurosidad. 
 
 
SUMMARY 
 
Angiogenesis has been identified as a key target for cancer therapy and there is a real 
need for new anti-angiogenic agents. Calreticulin from the parasite Trypanosoma cruzi 
(Tc-CRT), causal agent of Chagas disease, has been shown to display effective anti-
angiogenic activity. We therefore aimed to evaluate the potential of Tc-CRT in targeted 
therapy for colorrectal carcinoma, one of the most frequent and lethal types of cancer 
worldwide. Particularly, our goal was to verify the ability of TC-CRT to exert inhibitory 
effects on angiogenesis in biological models of human colorrectal adenocarcinoma in 
vitro and in vivo.  

Results from in vitro experiments demonstrated that Tc-CRT purified from T. cruzi 
parasites was capable of arresting both chemotaxis and capillary morphogenesis in human 
vascular endothelial cells. Furthermore, Tc-CRT markedly reduced the production of pro-
angiogenic factors, such as vascular endothelial growth factor VEGF-A; activated matrix 
metalloprotease MMP-1; and signal transducer and activator of transcription STAT3, in 
HT-29 and Caco-2 cell lines of human colon adenocarcinoma, in a concentration-
dependent manner.   

To evaluate in vivo the therapeutic potential of Tc-CRT, we performed heterotopic 
xenografts of HT-29 tumor cells into immunodeficient athymic mice. Just before 
xenograft, and every day therafter during 8 weeks, mice received 100 μg of the protein. 
Controls were injected with PBS buffer. Tc-CRT therapy resulted in reduction of tumor 
size, with a maximum effect of 70% inhibition at week 8 of follow-up. Remarkably, 25% 
of mice treated with Tc-CR survived the experiment, versus 100% mortality observed in 
untreated animals. Intratumor microvasculature was also analyzed. Mice administered 
with Tc-CRT presented parameters of vascular density, and CD31/PECAM (platelet-
endothelial cell adhesión molecule) and VEGF-A expression levels, much lower than 
those detected in PBS-receiving counterparts. 

Collectively, our findings suggest that Tc-CRT therapy inhibits tumor angiogenesis and 
thereby controls the development of human colon adenocarcinoma in the mouse model. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El carcinoma de células renales (CCR) se caracteriza por ser resistente a la radioterapia y 
quimioterapia. La nefrectomía parcial o radical es el tratamiento de elección, sin embargo, 
aproximadamente el 40% de los pacientes a los que se les practica la resección quirúrgica, 
desarrollan metástasis (1). En el CCR avanzado, actualmente hay una amplia gama de 
tratamientos que según su mecanismo de acción son: anti-angiogénicos, anti-
proliferativos e inmunoterapéuticos. Histológicamente, el más frecuente es el CCR de 
células claras (2). Molecularmente, el CCR tiene amplificado genes relacionados con el 
factor de hipoxia tisular (HIF) y dentro de los receptores de EGF, está claramente 
implicado EGFR (3). Se conoce bien el poder oncogénico de ErbB2 en membrana 
(MErbB2) en muchos tumores, sin embargo en los CCR no está claro el papel de MErbB2 
y no parece haber amplificación génica (4-5). Otro mecanismo de acción de ErbB2 es el 
núcleo celular (NErbB2) en compañía con ErbB3 y en este contexto, se relaciona con los 
grados histológicos más agresivos en cáncer de mama (6-8). Como objetivo general nos 
planteamos estudiar el mecanismo molecular de ErbB2 en relación a EGFR y ErbB3. 
Resultados previos de nuestro laboratorio indican que existe una correlación positiva 
entre NErbB2 con el grado histológico de Fuhrman (GHF) en los CCR, sin embargo 
MErbB2 estaría presente en grados más bajos. Postulamos que ErbB2 podría estar 
dimerizando con ErbB3 y EGFR, dependiendo del grado nuclear con distinta señalización 
celular y podría indicar agresividad en el CCR. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Pacientes: Se seleccionaron 28 casos de CCR del Hospital R.J. Vidal, se analizaron los 
datos clínicos del Servicio de Oncología y la muestra de nefrectomía de cada uno de 
ellos con material incluido en parafina del Servicio de Anatomía Patológica, 
cumpliendo con los principios de la declaración de Helsinki. 
 
Muestras incluidas en parafina: Los criterios de inclusión fueron: 1- muestras de 
pacientes con diagnóstico de cáncer renal, 2- muestras estudiadas en el servicio de 
Anatomía Patológica y 3- muestras con igual o mayor a 50% de tejido tumoral. Los 
criterios de exclusión fueron: 1- muestras con necrosis, 2- fibrosis y/o hemorragia igual 



  

o mayor a 50%. Se realizaron cortes de 2 micras y se siguió el procedimiento de rutina 
para su coloración con Hematoxilina y Eosina. 
 
Inmunohistoquímica (IHQ): En cortes de 2 micras, luego de desparafinar e hidratar, se 
realizó la exposición antigénica con Proteinasa K pH8 (10ug/ml). Se bloquéo: la 
peroxidasa endógena con 3% H2O2 en metanol y el tejido con albúmina bovina al 2%. Se 
incubó con anti–ErbB-2 3B5 (C15) (Pierce) monoclonal y anti–ErbB-2(C18) (Santa 
Cruz) policlonal, anti-EGFR (Santa Cruz) y anti- ErbB-3 (Pierce) durante toda la noche. 
Se incubó con anti-mouse / anti-rabbit y Streptavidina (Kit ABC elite). Se reveló con 
DAB (Vector) y se contratiñó con Hematoxilina. Se analizó en el microscopio óptico con 
dos observadores independientes y las fotos se obtuvieron en una magnificación de 400X.  
RESULTADOS: 
 
ErbB-2 en relación con EGFR 
 
Para estudiar la relación entre ErbB-2 y EGFR por IHQ en primer lugar hemos puesto a 
punto el Score de EGFR, para nuestras muestras de CCR, para poder catalogar tanto a 
nivel de membrana como a nivel nuclear. Adaptamos el score de EGFR teniendo en 
cuenta el de ErbB-2 por IHQ y según la intensidad y cantidad células marcadas 
consideramos que: 
 
Score EGFR membrana 
3+ positivo: 
Membrana circunferencial completa, intensa y en más del 10% de las células del tumor. 
2+ positivo:  
Membrana circunferencial que es incompleta y/o moderada y en más del 10% de las 
células del tumor. O membrana circunferencial completa, intensa en igual o menos del 
10% de las células del tumor. 
1+ negativo:  
Membrana incompleta que es pobremente perceptible y en más del 10% de las células del 
tumor. 
0 Negativo: 
No se observa marcaje 
 
Score EGFR nuclear 
3+ positivo 
Núcleo intenso en más del 25% de las células del tumor 
2+ positivo 
Núcleo moderado en más del 25% o intenso en menos del 25% de las células del tumor 
1+ débilmente positivo 
Núcleo débil o moderado entre el 10 y 25% de las células del tumor. 
0 negativo: 
Núcleo sin marcaje, o débil en menos del 10% de las células del tumor. 
 



  

En segundo lugar, estudiamos la relación entre ErbB-2 y EGFR en los 28 casos testados, 
y encontramos que no hay relación a nivel de membrana (Pearson P valor =0,218). Sin 
embargo, a nivel nuclear se muestra en la figura 1, si existe correlación positiva de ErbB-
2 y EGFR (Pearson **P valor= 0,02).  

 

 
ErbB-2 en relación con ErbB-3 
 
Para estudiar la relación entre ErbB-2 y ErbB-3 por IHQ en primer lugar hemos puesto a 
punto el Score de ErbB-3, para nuestras muestras de CCR, para poder catalogar tanto a 
nivel de membrana como a nivel nuclear. Adaptamos el score de ErbB-3 teniendo en 
cuenta el de ErbB-2 por IHQ y según la intensidad y cantidad células marcadas 
consideramos que: 
 
Score ErbB3 de membrana 
3+ positivo: 
Membrana circunferencial completa, intensa y en más del 10% de las células del tumor. 
2+ positivo:  
Membrana circunferencial que es incompleta y/o moderada y en más del 10% de las 
células del tumor. O membrana circunferencial completa, intensa en igual o menos del 
10% de las células del tumor. 
1+ negativo:  
Membrana incompleta que es pobremente perceptible y en más del 10% de las células 
del tumor. 
0 Negativo: 
No se observa marcaje 
 
Score ErbB3 nuclear 
3+ positivo 
Núcleo intenso en más del 25% de las células del tumor 
2+ positivo 
Núcleo moderado en más del 25% o intenso en menos del 25% de las células del tumor 
1+ débilmente positivo 
Núcleo débil o moderado entre el 10 y 25% de las células del tumor. 
0 negativo: 
Núcleo sin marcaje, o débil en menos del 10% de las células del tumor 

Figura 1: Correlación nuclear de ErbB-2 y EGFR. A la Izq. Se muestra el grafico de correlación de Pearsons positivo. 
A la Der. Se muestran casos representativos de IHQ (400X) 



  

 
En segundo lugar, estudiamos la relación entre ErbB-2 y ErbB-3 en los 28 casos testados, 
y encontramos que no hay relación a nivel de membrana (Pearson P valor= 0,847). Sin 
embargo, a nivel nuclear se muestra en la figura 2, si existe correlación positiva de ErbB-
2 y ErbB-3 (Pearson **P valor= 0,07, figura 2).  
 

Relación del par ErbB-2/EGFR nuclear con la supervivencia: 
 
Para evaluar la relación del par ErbB-2/EGFR nuclear con la supervivencia de los 
pacientes realizamos en análisis de Kaplan Meier. De los casos positivos tanto para ErbB-
2 como para EGFR a nivel nuclear, los estudiamos junto con los meses de enfermedad de 
los pacientes y su estado vivo o fallecido. Se observa en la figura 3, que tras el análisis de 
Kaplan Meier, las curvas tienen la misma tendencia, azul para los NErbB-2 / NEGFR 
negativos y verde para los NErbB-2 /NEGFR positivos, representados en la gráfica como 
0 y 1 respectivamente. 

Por lo que este dímero a nivel nuclear no está relacionado con la supervivencia en los 
pacientes con CA renal. 
 

Figura 2: Correlación nuclear de ErbB-2 y ErbB-3. A la Izq. Se muestra el grafico de correlación de Pearsons positivo. A 
la Der. Se muestran casos representativos de IHQ (400X) 



  

 
Figura 3: Análisis de Kaplan Meier del par ErbB-2/EGFR a nivel nuclear.  

 
Relación del par ErbB-2 / ErbB-3 nuclear con la supervivencia: 
 
Con respecto a la Supervivencia de los pacientes, cuando expresan el par ErbB-2/ErbB-3 
a nivel nuclear. Se observa en la figura 4, que tras el análisis de Kaplan Meier, las curvas 
tienen la misma tendencia, azul para los NErbB-2 / NErbB-3 negativos y verde para los 
NErbB-2 /ErbB-3 positivos, representados en la gráfica como 0 y 1 respectivamente.  Por 
lo que si está presente o no el dímero ErbB-2/ErbB-3 la supervivencia del paciente no se 
ve afectada 

 
Figura 4: Análisis de Kaplan Meier del par ErbB-2/ErbB-3 a nivel nuclear 



  

DISCUSIÓN  
 
El oncogen ErbB-2 se encuentra en el núcleo celular en relación al grado de Furhman y 
es es conocido que este oncogen promueve vías de supervivencia. Nosotros exploramos 
que en CCRC, la presencia de ErbB-2 nuclear se correlaciona con ErbB-3 y EGFR, con 
lo que podemos pensar que desde la membrana se dirige al nucleo unido a estos 
receptores. En el cáncer de mama triple negativo, ErbB-2 nuclear se relaciona con ErbB-
3 y no con EGFR (7) sin embargo, en el cáncer renal de células claras observamos que 
también se encuentra el dímero ErbB-2/EGFR. Y esto lo podemos explicar debido a que 
EGFR está sobreexpresado en la membrana en el tumor renal (3). En el cáncer de mama, 
el dímero ErbB-2/ErbB-3 se relaciona con la supervivencia de las pacientes de hecho si 
está presente no es buen pronóstico (7-8), nosotros observamos que en el cáncer renal no 
parece estar implicado en la supervivencia ni ErbB-2 con EGFR, ni con ErbB-3. Esto 
podría cambiar si aumentamos los casos y/o cambia a la situación de los pacientes más 
adelante. Siendo que el estado de vivo o fallecido es dinámico y nosotros los hemos 
evaluado al terminar el proyecto.  
 
 
ABSTRACT 
 
The most common subtype of renal cancer is clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), 
which accounts for 80-90% of all renal cancer cases. Currently kinase inhibitor therapy 
is used in advanced ccRCC, because the ccRCC is resistant to chemo- and radiotherapy. 
And there is no biomarker to guide therapy. While among the EGF receptors in the 
ccRCC, EGFR and ErbB-3 are expressed, ErbB-2 presence is not clear. In this context, 
we explored the expression and localization of ErbB-2 and its relationship with EGFR 
and ErbB-3. The technique used was immunohistochemistry. We selected 28 paraffin- 
embedded tissue samples from a cohort of archived ccCCR from the files of the 
Histolopathology service in Vidal Hospital, Corrientes. Our results show that, it is not 
related the membrane expression of ErbB-2 (MErbB-2) to EGFR (MEGFR) and ErbB-3 
(MErbB-3).However, nuclear EGFR and ErbB-3 expression and the correlation with 
nuclear ErbB-2 were also explored. Our results show that, nuclear expression of EGFR 
(NEGFR) is 1+ (11%), 2+ (38%), 3+ (30%) and nuclear expression of ErbB-3 is 1+ (9%), 
2+ (14%), 3+ (40%). The correlation of Pearson was positive for both NEGFR (**P=0.02) 
and NErbB-3 (**P=0.07) vs NErbB-2. We also explore survival from the patients to 
express nuclear ErbB-2/EGFR and ErbB-2/ErbB-3, in both cases survival is not affected. 
Our findings showed that nuclear ErbB-2 is implicated in the carcinogenesis renal. The 
molecular mechanism of ErbB-2 nuclear location seems to be related to ErbB-2/EGFR 
and ErbB-2/ErbB-3 in renal cell carcinoma.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La infertilidad se refiere al fracaso recurrente de una pareja para concebir dentro de un 
año de actividad sexual sin medidas anticonceptivas. La misma es considerada por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad del sistema 
reproductivo que genera discapacidad y afecta como mínimo al 15% de las parejas en 
el mundo (http://www.who.int/reproductivehealth/topics/infertility/perspective/en). Los 
tratamientos disponibles van desde la toma de medicamentos hasta la implantación de 
embriones mediante técnicas de reproducción asistida (ART, por su sigla en inglés). 
Hoy en día las ART involucran una batería de técnicas que tratan de ajustarse cada 
vez más a la condición particular de cada paciente. Sin embargo, las mismas son costosas 
y aún limitadas ya que, de todas maneras, no logran paliar la amplia gama de causas de 
la infertilidad. Estas causas pueden dividirse en fallas exclusivamente femeninas en un 
30% de los casos, exclusivamente masculinas en otro 30%, mixtas o combinadas (ambos 
miembros de la pareja contribuyen) en un 20% y desconocidas en un 20%. En este 
sentido, una gran cantidad de pacientes masculinos son diagnosticados con infertilidad 
idiopática debido al limitado número de estudios a los cuales se someten previo al 
tratamiento. La evaluación y clasificación de la infertilidad de estos pacientes se 
realiza principalmente sobre el semen en base a tres parámetros: la concentración, la 
morfología y la motilidad espermática, siguiendo las recomendaciones de la OMS 
(WHO, 2010). Sin embargo, estos parámetros no son indicadores totalmente fidedignos 
de la fertilidad de un individuo, planteando la necesidad de conocer más los mecanismos 
involucrados en la funcionalidad espermática para poder desarrollar nuevos métodos de 
diagnóstico y opciones terapéuticas para la infertilidad masculina. 

El síndrome metabólico (SM) ha sido redefinido por el International Diabetes Federation 
(IDF) y American Heart Association and the National Heart, Lung, and Blood Institute 
(AHA/NHLBI), como un conjunto de desórdenes fisiopatológicos que comprenden el 
aumento de al menos 3 de los siguientes factores: obesidad abdominal, presión arterial, 
triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre (Alberti et al., 2009). En los últimos 40-50 
años, la prevalencia del SM ha aumentado en proporciones alarmantes. Según la OMS, 
el 20-25% de la población general padece esta enfermedad, siendo su frecuencia aún 
mayor en países desarrollados, en población de bajos recursos socioeconómicos y en 
personas con hábitos dietarios no saludables, sedentarias o fumadoras (de la Iglesia 
2016). Asimismo, el número de niños, adolescentes y adultos jóvenes con SM también 
ha aumentado exponencialmente en el último tiempo, lo que significa que estos 
individuos tendrán que hacer frente a la enfermedad por un largo período de su vida, 
y que algunas de las patologías subyacentes al SM pueden convertirse en un grave 



 

problema de salud en los próximos años (Oliveira et al., 2017). Por tanto, los cambios 
en el estilo de vida han adelantado la aparición del SM, coincidiendo ahora con la 
edad reproductiva. Sumado a esto, el retraso en la edad en que comienza la búsqueda 
de embarazo, aumenta la posibilidad de que este síndrome afecte la fertilidad de un 
individuo. 

A pesar de su importancia, el efecto del SM sobre la función reproductiva masculina ha 
surgido como un tema crítico de estudio recién en los últimos años. Más aún, teniendo en 
cuenta que el SM constituye una entidad que engloba distintas disfunciones metabólicas, 
el estudio integral de las mismas desde el punto de vista de la infertilidad resulta crítico. 
En este sentido, es importante mencionar que los pacientes que consultan por infertilidad, 
en general, no son evaluados en cuanto a su estado metabólico, por lo que ingresan 
a protocolos estandarizados de fertilización asistida. Si bien distintos estudios analizaron 
la relación entre la obesidad y la fertilidad masculina, obteniéndose resultados 
controversiales e incompletos, el SM puede o no cursar con obesidad por lo que resulta 
necesario un estudio integral que analice la influencia de este síndrome desde el punto 
de vista de la problemática de la infertilidad. Más aún, los datos existentes mostrando 
que el SM produce inflamación y estrés oxidativo abren la posibilidad de que haya un 
efecto directo de este síndrome sobre la funcionalidad espermática más allá de los 
posibles efectos producidos por el hipogonadismo funcional de los individuos afectados. 
En base a ello, nuestra hipótesis de trabajo es que el síndrome metabólico afecta la 
fertilidad de los individuos que lo padecen y la capacidad fertilizante de sus 
espermatozoides. Por lo tanto, el objetivo específico de este plan es determinar los 
efectos que el SM produce sobre la fertilidad masculina comprendiendo la 
fisiopatología subyacente. 

 

1) Diseño Experimental 

Para llevar adelante nuestro estudio utilizamos el modelo experimental del ratón. En esta 
especie la mayoría de los estudios publicados hasta ahora se han realizado en la cepa 
C57BL/6. Teniendo en cuenta que los ratones C57BL/6 son reproductores pobres y dado 
que el SM es multifactorial y la prevalencia del síndrome podría verse modificado 
por la susceptibilidad de ciertos genes modulados por el fondo genético, nos 
preguntamos si la adquisición de un trastorno metabólico podría afectar la fertilidad de 
machos de una cepa de ratón diferente sin deficiencias reproductivas preexistentes. En 
vista de esto, evaluamos si el SM tiene un impacto negativo en la fertilidad y función 
espermática de ratones macho híbridos con alto rendimiento reproductivo. Para inducir 
una condición similar al SM, los ratones machos C57BL/6xBALB/c F1 (B6CF1) fueron 
alimentados con una dieta alta en grasa (HFD, 30% de grasa) durante 19 semanas, 
mientras que los controles recibieron una dieta de grasa normal (NFD, 6% de grasa). 

 

2) Resultados 

Los ratones alimentados con HFD ingirieron una mayor cantidad de grasa pero menos 
alimento total y solo 12% más calorías que los animales NFD (Figura 1), lo que indica 
que los animales alimentados con HFD recibieron una dieta de mala calidad. 
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Figura 1: (A) ingesta diaria de alimentos (barras blancas) y grasas consumidas (barras grises); (B) 
ingesta diaria de energía (barras blancas) y energía proporcionada por las grasas (barras grises); 
(C) eficiencia alimenticia (gramos de ganancia de peso por unidad de ingesta energética). Los 
resultados se muestran como el promedio ± SEM de 9 experimentos independientes. * p> 0,05; 
*** p> 0,001. 

 

Desde la semana 13 de tratamiento, los ratones alimentados con HFD ganaron más peso 
en comparación a ratones alimentados con NFD (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Peso corporal medio semanal de los ratones machos. Los resultados se muestran como 
el promedio ± SEM de 9 experimentos independientes. * p> 0,05; **p> 0,01; *** p> 0,001. 

 

Al final del tratamiento, los niveles de triglicéridos séricos fueron similar en ambos 
grupos, pero hubo un aumento significativo en el colesterol y niveles de glucosa en 
ayunas, e intolerancia a la glucosa en ratones alimentados con HFD (Figura 3), 
compatible con la adquisición de SM. 
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Figura 3: (A) niveles séricos de colesterol, (B) triglicéridos, (C) glucosa en ayuno y (D) test de 
tolerancia a la glucosa (administración i.p. de 2 g glucosa/ kg animal). Los resultados se muestran 
como el promedio ± SEM de al menos 6 experimentos independientes. * p> 0,05; **p> 0,01; *** 
p> 0,001. 

 

En cuanto a los estudios de fertilidad, se colocó en una misma jaula cada macho (con o 
sin SM) con una hembra, analizándose al día siguiente el porcentaje de fertilización in vivo 
y luego de 4 días el porcentaje de embriones que desarrollaron in vitro a blastocistos. 
Para ambos indicadores no se observaron diferencias entre los grupos de animales (Tabla 
1). 

 



 

 

Tabla 1: Efectos del consumo de HFD en fertilización in vivo y desarrollo embrionario in vitro. 
*Número de hembras con tapón vaginal / número total de hembras puestas en apareo. Los 
resultados se muestran como el promedio ± SEM de al menos 6 experimentos independientes 

 

Mientras que el peso testicular y la morfología fueron similares en ambos grupos, los 
ratones alimentados con HFD presentaron epidídimos más ligeros y mayores cantidades 
de grasa gonadal en comparación con los controles (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4: (a) Peso medio de los testículos (n = 8) y (b) epidídimos (nNFD = 7, nHFD = 9). (c) 
Micrografías representativas de secciones de testículo y epidídimo teñidas con hematoxilina y 
eosina. Barra = 50 μm. (d) Peso medio de la grasa gonadal (nNFD = 4, nHFD = 3). Los resultados 
se muestran como el promedio ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. **p> 0,01. 

 

Los estudios in vitro se realizaron de forma más restringida, condición para descubrir 
defectos en los espermatozoides. Mientras que no hubo diferencia en la viabilidad, 
la motilidad o morfología de los espermatozoides entre los grupos, el recuento de 



 

espermatozoides fue menor en HFD en comparación con controles (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 5: (a) Recuento de espermatozoides, (b) viabilidad de los espermatozoides, (c) porcentaje 
de espermatozoides anormales y (d) motilidad progresiva en espermatozoides. Los resultados se 
muestran como el promedio ± SEM de 9 experimentos independientes. *p> 0,05. 

 

Finalmente, al analizar la capacidad de los espermatozoides de fertilizar complejos 
cúmulus ovocito in vitro, no se observaron diferencias ni en la tasa de fecundación ni en 
el desarrollo embrionario cuando los espermatozoides provenían de animales con o 
sin SM (Figura 6). 
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Figura 6: (A) Porcentaje de fertilización in vitro y (B) Porcentaje de desarrollo embrionario. Los 
resultados se muestran como el promedio ± SEM de al menos 6 experimentos independientes. 

 

3) Conclusión 

En resumen, los animales B6CF1 alimentados con HFD desarrollaron una condición 
fisiológica compatible con SM. Sin embargo, esta condición metabólica no afectó el 
rendimiento reproductivo de animales híbridos B6CF1, aunque una disminución 
significativa en el conteo de espermatozoides. Nuestros hallazgos apoyan la posibilidad 
de que el deterioro de la fertilidad en los seres humanos pueda ser el resultado de una 
combinación de diferentes factores ambientales y genéticos que pueden actuar de manera 
acumulativa con otros factores predisponentes de cualquiera de los dos miembros de la 
pareja. 

Finalmente, resulta interesante mencionar que estos estudios fueron realizados 
conjuntamente con el Estudiante Tomás Rainero Cáceres, el Lic Matías Gómez-Elías y 
la Dra. Cohen. Los resultados obtenidos fueron incluidos en la Tesis de Licenciatura 
(UADE) del Est. Rainero, de la cual fui Directora. Asimismo, estos resultados fueron 
publicados en la revista internacional con referato (factor de impacto 2019=4), de la cual 
soy última autora. 

 

          

 

 

 



 

RESUMEN 

 

El Síndrome Metabólico (SM) es una patología compleja y multifactorial cuyo criterio de 
diagnóstico comprenden el aumento de al menos 3 de los siguientes factores: obesidad 
abdominal, presión arterial, triglicéridos, colesterol y glucosa en sangre (Alberti et al., 
2009). Su prevalencia en los sectores más jóvenes de la población, en edad reproductiva, 
ha tenido un aumento alarmante en los últimos años, lo cual convierte a este síndrome en 
un posible factor de riesgo de trastornos de la fertilidad. Sin embargo, mientras que su 
impacto sobre la fertilidad femenina se encuentra ampliamente estudiado, las 
publicaciones acerca de su impacto sobre la masculina son pocas, y presentan resultados 
controversiales. En este trabajo, evaluamos entonces si el SM tiene un impacto negativo 
en la fertilidad en ratones macho híbridos con alto rendimiento reproductivo. Para inducir 
una condición similar a MetS, los ratones machos (C57BL/6 x BALB/C) F1 fueron 
alimentados con una dieta alta en grasas (HFD, 30% de grasa) durante 19 semanas, 
mientras que los controles recibieron una dieta de grasas normales (NFD, 6% de grasa). 
A lo largo del trabajo se realizaron un gran número de ensayos in vivo e in vitro, tanto 
metabólicos como reproductivos (parámetros seminales y estudios funcionales de las 
gametas. Aunque pudo observarse el desarrollo de un estado fisiológico compatible con 
el SM (aumento de peso corporal, hipercolesterolemia, hiperglucemia e intolerancia a la 
glucosa) en los animales alimentados con la dieta grasa, este no se vio acompañado por 
un fenotipo de alteraciones reproductivas, a excepción de una disminución de la 
concentración espermática en los machos. En este sentido, los ensayos de fertilización in 
vivo realizados a lo largo del período de tratamiento no mostraron diferencias en la 
fertilización ni en las tasas de desarrollo embrionario in vitro entre los grupos. Si bien el 
peso y la morfología testicular fueron similares en ambos grupos, los ratones alimentados 
con HFD presentaron epidídimidos más ligeros y mayores cantidades de grasa gonadal. 
Además, el recuento de espermatozoides fue menor en los ratones alimentados con HFD, 
a pesar de la viabilidad, morfología, motilidad o morfología normales de los 
espermatozoides. Finalmente, no se observaron diferencias en las tasas de fertilización in 
vitro entre grupos. En resumen, aunque la alimentación con HFD alteró algunos 
parámetros reproductivos, no afectó la fertilidad masculina en reproductores de alto 
rendimiento, lo que muestra que esta relación es más compleja de lo que se pensaba, 
siendo dependiente de un gran número de variables potenciales, muchas veces 
subestimadas en los experimentos. Asimismo, los resultados sugieren la posibilidad de 
que un deterioro de la fertilidad pueda ser el resultado de la combinación acumulativa de 
factores ambientales y / o genéticos. El desarrollo de este trabajo permitirá el diseño y la 
realización de experimentos adicionales en nuestro laboratorio, los cuales se espera 
permitirán esclarecer la compleja conexión entre el SM y la fertilidad masculina. 

 

 

ABSTRACT 

 

Metabolic Syndrome (MetS) is a complex and multifactorial pathology which diagnostic 
criteria include an increase in at least 3 of the following factors: abdominal obesity, blood 
pressure, triglycerides, cholesterol and blood glucose (Alberti et al., 2009). Its prevalence 
in the youngest sectors of the population, of reproductive age, has had an alarming 
increase in recent years, which makes this syndrome a possible risk factor for fertility 



 

disorders. However, while its impact on female fertility is widely studied, publications 
about its impact on male fertility are few, and they present controversial results. In this 
study, we evaluated whether MetS has a negative impact on fertility in hybrid male mice 
with high reproductive performance. To induce a MetS-like condition, male (C57BL/6 x 
BALB/C) F1 mice were fed a high-fat diet (HFD, 30% fat) for 19 weeks, while controls 
received a normal-fat diet (NFD, 6% fat). Throughout the work, a large number of in vivo 
and in vitro tests were carried out, both metabolic and reproductive (seminal parameters 
and functional studies of the gametes) Although the development of a physiological state 
compatible with MetS (increased body weight, hypercholesterolemia, hyperglycemia and 
glucose intolerance) could be observed in HFD-fed animals, this was not accompanied 
by a phenotype of reproductive disorders, a except for a decrease in sperm concentration 
in males. In this sense, in vivo fertilization tests carried did not show differences in 
fertilization or in vitro embryonic development rates between the groups. Although 
testicular weight and morphology were similar in both groups, HFD-fed mice had lighter 
epididymis and higher amounts of gonadal fat. Furthermore, the sperm count was lower 
in the HFD-fed mice, despite normal sperm viability, morphology, motility, or 
morphology. Finally, no differences were observed in in vitro fertilization rates between 
groups. In summary, although feeding with HFD altered some reproductive parameters, 
it did not affect male fertility in high-performance breeders, which shows that this 
relationship is more complex than previously thought, being dependent on a large number 
of potential variables, many times underestimated in experiments. Likewise, the results 
suggest the possibility that an impairment in fertility could be the result of the cumulative 
combination of environmental and / or genetic factors. The development of this work will 
allow the design and performance of additional experiments in our laboratory, which are 
expected to clarify the complex connection between MS and male fertility. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2) es el principal causante del herpes genital, una 
importante enfermedad de transmisión sexual que se manifiesta con la presencia de 
úlceras genitales y afecta a más de 400 millones de personas en el mundo. El contagio de 
neonatos durante el parto ocasiona infecciones severas con posibilidad de compromiso 
neurológico. Por otra parte, la adquisición de VHS-2 incrementa el riesgo de infección 
con el virus de la inmunodeficiencia adquirida (Groves, 2016). Estos datos 
epidemiológicos resaltan la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para el 
tratamiento y prevención de esta infección. Se propuso por lo tanto contribuir a la 
prevención de esta enfermedad mediante la clonación del genoma de VHS-2 como 
cromosoma artificial bacteriano (BAC) para permitir su manipulación y el desarrollo de 
virus mutantes potencialmente útiles para la generación de una vacuna efectiva. Se espera 
que virus con deleciones a nivel de los genes codificantes para glicoproteínas (gD, gI o 
gE) resulten atenuados pero capaces de generar una repuesta inmune capaz de prevenir o 
controlar la infección por VHS-2. 
  
En los últimos años, numerosos herpesvirus animales y humanos han sido clonados como 
BACs en diversos laboratorios facilitando exponencialmente el estudio de la función de 
los genes virales y la construcción de virus recombinantes con la finalidad de desarrollar 
vacunas. Al menos 27 miembros de la familia Herpesviridae han sido clonados utilizando 
esta metodología, entre los que podemos nombrar el herpes simple tipo 1, el virus del 
Epstein-Barr, el citomegalovirus y el virus varicela-zóster (Zhou and Gao, 2011; Tischer 
and Kaufer, 2012). El genoma del VHS-2 ha sido clonado como BAC y manipulado 
subsecuentemente en algunos laboratorios (Meseda et al, 2004; Wang et al, 2012), en los 
que el miniF fue introducido dentro de la secuencia codificante para la timidin kinasa o 
en la región intergénica UL37-UL38. El grupo de Meseda utilizó un VHS-2 BAC que era 
negativo para el gen codificante de la glicoproteína D (gD) con el fin de inmunizar 
animales de laboratorio. Este virus mutante generó altos niveles de anticuerpos 
neutralizantes que protegieron a ratones frente al desafío intravaginal con el virus salvaje 
(Meseda et al, 2004). Un virus mutante negativo para gD generado por la tecnología BAC 
resultó ser más eficaz que la vacuna a subunidad desarrollada a partir de la VHS-2 gD 
(Wang et al, 2015). Similarmente, una cepa viral atenuada de VHS-2 que no expresa la 
gE ha sido propuesta como candidata vacunal (Awasthi et al., 2012). 

 



 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Colección de cepas de referencia y sobrenadantes de cultivo positivos a VHS-2 por 
PCR: Se contactó con investigadores en el área de la Salud humana para la recolección 
de cepas de referencia y cepas locales de VHS-2. El Dr. Carlos Pujol (Departamento de 
Química Biológica, Facultad de Cs Exactas y Naturales, UBA) pudo proveer las cepas de 
referencia G y MS. El Dr. Illán (Laboratorio de Virología, Instituto Malbrán, Bs As) cedió 
sobrenadante de cultivo de casos clínicos que resultaron positivos a VHS-2 durante su 
investigación (Illán et al., 2004).   
 
Cultivo celular: Se inició el crecimiento de células Vero (de riñón de mono verde 
africano) que permiten el crecimiento del VHS-2. 
 
Producción de un stock viral y titulación: Se pudo generar un stock viral de las cepas 
de referencia G y MS mediante crecimiento en células Vero. Se procedió a la titulación 
viral por el método de formación de placas de lisis. Sobrenadantes de cultivo celular 
locales de VHS-2 no pudieron ser propagados en células Vero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Titulación de un stock de VHS-2 por el método del conteo de placas de lisis 
 
 
Generación de un vector de clonaje conteniendo el miniF y secuencias VHS-2 
homólogas de recombinación: El mini-F contiene todos los elementos necesarios para 
el mantenimiento del genoma viral en bacterias y permitir su manipulación. Se propuso 
insertar el mini-F en la región intergénica entre los genes UL40 (codificante para la 
ribonucleótido reductasa subunidad pequeña codificante) y UL41 (codificante para una 
proteína de tegumento). Estos genes están orientados en direcciones opuestas del ADN 
viral y codifican para proteínas no esenciales. Se ha demostrado que la inserción de ADN 
foráneo de hasta 10 kb en la región intergénica UL40-UL41 no ha ocasionado problemas 
para un crecimiento viral eficiente in vitro y ha sido target para la inserción del miniF en 
miembros de la familia Herpesviridae (Akhmedzhanov et al., 2017) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estrategia para la construcción de un virus recombinante de VHS-2 conteniendo el miniF. 
A y B) Organización del genoma del VHS-2, detalle de los genes UL40 y UL41 con la 
ubicación de los primers para la amplificación de brazos de homología, C) el Mini-F y 
sus segmentos codificantes (gfp: proteina verde fluorescente; genes sopABC y repA para 
una eficiente partición y mantenimiento del miniF respectivamente; ori: origen de 
replicación; cat: casete de resistencia al cloranfenicol)   
 
Se diseñaron primers de amplificación conteniendo sitios de restricción enzimática sea 
para permitir el clonaje en vector pUC y la inserción del mini-F. Por medio de PCR y 
utilizando las cepa MS de VHS-2 como templado se amplificaron los segmentos 
codificantes para UL40 y UL41. Se generó luego el plásmido pUL40_UL41. El mini-F 
fue inserido utilizando los sitios de restricción para tal fin obteniéndose el plásmido de 
transferencia pUL40_41-miniF. Se amplificó y secuenció el mismo para la verificación 
de su estructura. Se realizaron cortes con enzimas de restricción con el mismo objetivo. 
 
Generación de un VHS-2 recombinante conteniendo el Mini-F: Se evaluaron diversas 
metodologías para transfectar células Vero con pUL40_41-miniF (13 kb). Se utilizaron 
Lipofectamine 2000 (Life Technologies), polyethylenimine (PEI) y fosfato cálcico. Se 
optimizó la metodología utilizando como control un plásmido codificante para GFP. El 
método utilizando Lipofectamine 2000 dio eficiencias de transfección superiores. Se 
crecieron células Vero en placas de 6 pocillos. Al día siguiente se procedió a transfectar 
estas células con el plásmido pUL40_41-miniF. Después de 4 hs, se infectaron las células 
con la cepa de referencia a un MOI de 3. Después de 3 días de incubación a 37oC (5% 
CO2) y cuando el efecto citopático alcanzó un 80%, se recolectó el sobrenadante. Se 
centrifugó y se prepararon stocks que se conservaron a -80oC.  
 
Para la purificación de virus expresando la proteína verde de fluorescencia GFP (cuyo 
gen se encuentra en el mini-F y por lo tanto indica evento de recombinación) se procedió 
a realizar una dilución adecuada de los stocks conservados luego de la transfección que 
fue utilizada para infectar células Vero crecidas en placas de 6 pocillos. Luego de una 
hora de absorción viral, se le agregó medio de cultivo conteniendo metil-celulosa para 
generar placas de lisis viral aisladas. Virus expresando la GFP y por lo tanto generadores 
de placas de lisis verdes al microscopio de fluorescencia fueron recolectados. Con el fin 
de obtener una población viral homogénea expresando la GFP se realizaron 3 
purificaciones sucesivas partiendo de cada placa viral expresando la GFP.   

 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Virus recombinante expresando la GFP fueron detectados al microscopio de fluorescencia 
y subsecuentemente purificados. Imágenes obtenida al microscopio de fluorescencia (A) 
y de contraste de fase (B).      
 
 
Generación del VHS-2 BAC: Se prepararon bacterias electro-competentes E. coli 
GS1783, que poseen en su cromosoma genes inducibles necesarios para recombinación 
homóloga mediante el sistema Red, indispensables para la manipulación del BAC y la 
subsecuente generación de virus recombinantes. Se procedió luego a la purificación de 
formas circulares de ADN viral. Brevemente, células Vero crecidas en placas de cultivo 
de 10 cm fueron inoculadas con 3 cepas recombinantes seleccionadas utilizando una 
multiplicidad de infección de 3. Luego de 4 hs de infección, el ADN extra-cromosómico 
fue purificado mediante el método de Hirt (Hirt, 1967) que consiste en la lisis de las 
células infectadas con SDS, tratamiento con proteínas K, una precipitación overnight del 
ADN celular con NaCl para luego extraer el ADN viral a partir del sobrenadante. 
Bacterias competentes fueron transformadas por electroporación (15 kV/cm, 25 μF and 
200 Ω) y cultivadas en placas de Petri con LB-agar conteniendo cloranfenicol que fueron 
incubadas en estufa a 32oC. La presencia del casete “cat”, que otorga resistencia a este 
antibiótico y presente en el mini-F del virus recombinante, permite seleccionar aquellos 
clones bacterianos que albergan el VHS-2 BAC. El proceso se repitió en 3 ocasiones 
utilizando diferentes concentraciones de ADN extracromosómico purificado.  

 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  
No se pudieron obtener clones bacterianos resistentes al cloranfenicol. El proceso de 
electroporación se repitió con ADN viral extraído a partir de otras poblaciones virales 
expresando la GFP con el mismo resultado. Se diseñaron y ordenaron primers para 
permitir una caracterización detallada a través de PCR y secuenciación de las cepas de 
VHS-2 expresando la GFP y también del plásmido generado que fue utilizado para la 
recombinación homóloga (pUL40_41-MiniF). Se obtuvieron los siguientes resultados: 1) 
El plásmido generado posee la conformación correcta y esperada cuando su estructura 
viene verificada por PCR, 2) Por medio de secuenciación se pudo verificar que no han 
ocurrido mutaciones o deleciones que no permitan una correcta recombinación. 
Segmentos de ADN codificados por el mini-F para conferir resistencia al antibiótico 
cloranfenicol, elementos necesarios para la replicación (genes ori y rep) y estabilización 
del BAC (sop A, sop B, sop C) se encuentran intactos al igual que los brazos de homología 
conteniendo las secuencias amplificadas de UL40 y UL41 de VHS-2. Estos resultados 
indican que el plásmido generado no posee mutaciones o deleciones que impidan una 
correcta recombinación con el ADN viral y el mantenimiento en bacteria como VHS-2 
BAC (que permitirá la manipulación y generación de mutantes virales), 3) Las cepas de 
VHS-2 generadas expresando la GFP no poseen la estructura esperada cuando se utiliza 



 
 

PCR para la verificación. Cuando se utiliza el ADN viral de las cepas, el casete 
codificante para la GFP pudo ser amplificado mientras que las secuencias 
correspondientes a sop A, sop B, sop C y del casete que confiere resistencia al antibiótico 
cloranfenicol no pudieron ser amplificadas. Este resultado indica que: 1) los VHS-2 
recombinantes expresando la GFP no poseen los elementos que permitan al ADN viral 
propagarse en bacteria, 2) el casete de GFP ha sido recombinado en el ADN viral en forma 
azarosa y no está acompañado de secuencias importantes para la generación del BAC y 
propagación en bacteria.  
  
Se ha procedido a transfectar nuevamente células Vero con el plásmido de transferencia 
pUL40_41-MiniF, seguido por infección viral con VHS-2. Virus expresando la GFP 
fueron purificados y su estructura está siendo detalladamente verificada mediante PCR y 
secuenciación. Se procederá subsecuentemente a la generación del VHS-2 BAC que 
permita una manipulación eficiente del genoma viral para la construcción de mutantes 
virales.  
 
 
SÍNTESIS DEL INFORME 
 
En esta investigación se propuso clonar el genoma del herpes simple tipo 2 (VHS-2)  
como cromosoma artificial bacteriano (BAC) para permitir su eficiente manipulación y 
la construcción de mutantes virales. Se espera que virus con deleciones a nivel de los 
genes codificantes para glicoproteínas (gD, gI y gE) resulten atenuados pero capaces de 
generar una repuesta inmune capaz de prevenir o controlar la infección por VHS-2. El 
primer paso consistió en la construcción de un vector de transferencia conteniendo 
secuencias homólogas de VHS-2 y la secuencia codificante para el mini-F, que posee los 
elementos necesarios para  permitir el mantenimiento del genoma viral en bacteria y su 
posterior manipulación por técnicas de recombinación. Células Vero transfectadas con el 
vector de transferencia fueron subsecuentemente infectadas con la cepa MS de VHS-2 e 
incubadas hasta que el efecto citopático alcanzo un 80%. Virus expresando la proteína 
verde de fluorescencia (GFP - su casete se encuentra en el mini-F y por lo tanto indica 
evento de recombinación) fueron visibles al microscopio de fluorescencia al infectar 
células que fueron mantenidas en un medio semisólido para permitir la formación de 
placas de lisis. Formas circulares del ADN viral fueron purificadas a partir de células 
infectadas y subsecuentemente utilizadas para transformar bacterias competentes que 
fueron sembradas en agar conteniendo cloranfenicol (el casete cat que confiere resistencia 
a este antibiótico se encuentra en el mini-F) para seleccionar bacterias albergando el VHS-
2 BAC. No se pudieron obtener clones bacterianos resistentes al cloranfenicol. El proceso 
de electroporación se repitió con ADN viral extraído a partir de otras poblaciones virales 
expresando la GFP con el mismo resultado. Verificación de la estructura de los virus 
recombinantes mediante PCR y secuenciamiento demostró el casete de GFP ha sido 
recombinado en el ADN viral en forma azarosa y no está acompañado de secuencias 
importantes para la generación del BAC y propagación en bacteria. Se ha procedido a 
transfectar nuevamente células Vero con el plásmido de transferencia pUL40_41-MiniF, 
seguido por infección viral con VHS-2. Virus expresando la GFP fueron purificados y su 
estructura está siendo detalladamente verificada mediante PCR y secuenciación. Se 
procederá subsecuentemente a la generación del VHS-2 BAC que permita una 
manipulación eficiente del genoma viral para la construcción de mutantes virales.  
 
 



 
 

SUMMARY 
 
In this study we attempted to generate an infectious herpes simplex virus type 2 bacterial 
artificial chromosome (HSV-2 BAC) clone to allow an efficient manipulation of HSV-2 
genome for the construction of mutant viruses. We expect that HSV-2 viruses devoid of 
glycoprotein gD, gI or gE coding genes will result attenuated but immunogenic thus 
suitable for vaccine strain. First, we constructed a transfer vector containing homologous 
HSV-2 sequence arms flanking the intergenic region between UL40 and UL41 genes and 
a mini-F sequence, which contains all the elements for maintenance of a viral genome in 
bacteria for its subsequent manipulation. Then, Vero cells were transfected with the 
transfer vector and followed by viral infection using VHS-2 strain MS and left in 
incubation until advanced cytopathic effect. Appropriately diluted virus stocks were 
inoculated onto Vero cells and overlaid with viral culture medium containing 
methylcellulose to allow lysis plaque development. Recombinant viruses expressing GFP 
(which is present in the Mini-F and therefore indicates recombination event) were 
identified under the fluorescence microscope. Viruses from fluorescent plaques were 
picked and subjected to other rounds of plaque purification. Extrachromosomal circular 
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RESUMEN  
 
Benznidazole (BZL) es el tratamiento de primera línea para tratar la enfermedad de 
Chagas, causada por el parásito Trypanosoma cruzi. BZL es administrado por vía oral 
durante 2 meses, pero causa efectos adversos en la población adulta. El estudio de su 
efecto en células de cultivo, más allá de su actividad parasiticida, es importante para 
entender el origen de esta toxicidad y mitigarla. Por estas razones, los objetivos del 
presente trabajo fueron: i) determinar la concentración intracelular de BZL por HPLC, y 
ii) determinar por inmunofluorescencia si el BZL intranuclear activa el mecanismo de 
reparación de roturas de doble cadena de ADN mediado por H2AX. Esta enzima es 
conocida por participar en la reparación de daño al ADN, que a su vez está relacionado a 
genotoxicidad1. La línea celular usada para estas determinaciones fue AC16, derivada de 
cardiomiocitos humanos2, porque estaba disponible en el laboratorio y es representativa 
de uno de los tejidos infectados por T. cruzi durante la fase crónica. El BZL, extraído de 
comprimidos comerciales y examinado por espectroscopía infrarroja, fue usado para 
determinar su IC50 en AC16, que resultó ser de 1,4 mM a las 16 y 48 h de incubación. 
En el espectro de HPLC, BZL 1 mM en una solución de DMSO al 100 % (205,04 ppm) 
apareció a 321 nm y 3,6 min. La concentración intracelular de AC16 incubadas en BZL 
1,4 mM fue de 17 M (3,6 ppm) a las 2 h, y 14 M (2,8 ppm) a las16 h. Esta diferencia 
puede ser explicada por la expulsión de BZL fuera de las células por el mecanismo 
dependiente de ATP de MRP y glicoproteína P. Los experimentos para determinar la 
actividad de reparación de roturas de doble cadena en respuesta a BZL no pudieron ser 
completados. 

 
 

ABSTRACT 
 
Benznidazole (BZL) is the first line treatment for Chagas disease, caused by the protozoan 
parasite Trypanosoma cruzi. It is administered orally for 2 months but it causes mild to 
severe adverse effects in the adult population. It is important to study its effect in cell 
lines beyond its anti-parasitic activity to understand the origin of the toxicity and mitigate 
it. For these reasons, the aims of this work were: i) to determine the intracellular BZL 
concentration by HPLC; and ii) to determine by immunofluorescence whether 
intranuclear BZL activates the mechanism of DNA repair mediated by H2AX. This 
enzyme is known to participate in the repair of DNA double strand breaks, which in turn 
are related to genotoxicity1. The cell line used for these determinations was AC16, derived 
from human cardiomyocytes2, because it was available in the laboratory and it is 



representative of one of the tissues infected by T. cruzi during the chronic phase. BZL 
was extracted from commercial tablets, and its purity visualized by infrared spectroscopy. 
This purified BZL was used in MTT assays to determine its IC50 in AC16, which was 
1.4 mM at 16 and 48 h incubation. In the HPLC spectrum, 1 mM BZL in a 100 % DMSO 
solution (205.04 ppm) appeared at 321 nm and 3.6 min. AC16 incubated at 1.4 mM BZL 
for 2 h had an intracellular concentration of BZL of 17 M (3.6 ppm), and 14 M (2.8 
ppm) after 16 h. This difference could be explained by the expulsion of BZL out of the 
cell by the ATP-dependent MRP and p-glycoprotein mechanism. The experiments to 
determine the DNA-repair activity in response to BZL could not be completed. 

 
 

INTRODUCCIÓN 
 
El fármaco de primera línea para tratar la enfermedad de Chagas es Benznidazol (BZL), 
y es importante estudiar su efecto en células de cultivo, más allá de su actividad 
parasiticida, para entender las causas de su toxicidad y contribuir a neutralizarlas. Se 
demostró in vitro que BZL tiene un efecto citostático, reversible al eliminarlo del medio 
de cultivo, concordante con la normalización de los efectos adversos al interrumpir el 
tratamiento en pacientes3. Investigaciones en la línea celular HepG2 demostraron que en 
las horas posteriores a su ingreso pasivo a las células, BZL activa el mecanismo de 
respuesta a estrés oxidativo mediado por Nrf2, y su expulsión de la célula mediada por 
MRP2 y glicoproteína-P4,5,6. Además, se demostró que BZL y NFX son mutagénicos en 
el test de Ames, e indujeron efectos genotóxicos en líneas celulares en concentraciones 
equivalentes a la plasmática en pacientes7. Por estas razones, en el trabajo propuesto se 
planteó profundizar el conocimiento de la genotoxicidad de BZL en las primeras horas de 
interacción con la célula. Los objetivos principales fueron:  

 
i) Poner a punto la técnica de HPLC para determinar la concentración de benznidazol 

intracelular 
ii) Determinar la concentración de BZL en las fracciones celulares 
iii) Investigar si la presencia de BZL en el núcleo induce el mecanismo de reparación 

de ADN mediado por la proteína H2AX. 
 
 

MÉTODOS 
 
BZL. El BZL recristalizado a partir de los comprimidos comerciales (Abarax, ELEA, 
Argentina) fue disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO), según lo publicado por García y 
col. (2016)8 a una concentración de 1 M. Para los ensayos en AC162 se realizaron 
diluciones en medio de cultivo DMEM-F12 (EMEVE Medios, Laboratorios MicroVet 
SRL, CABA, Argentina) a partir de la solución 1 M en DMSO. La pureza del BZL 
recristalizado se analizó por espectrometría infrarroja. 

 
Ensayos de viabilidad celular. Se utilizó la técnica de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) para determinar el número de células a sembrar por 
pocillo, y también para determinar los valores de IC50 (“Inhibitory Concentration 50”): 
concentración a la cual el 50 % de la población de células muere debido a la acción del 
fármaco en estudio. Este ensayo se basa en el metabolismo la sal de tetrazolio de color 
amarillo que en células viables es reducida a cristales de formazán de color violeta (MTT). 
El cambio de color puede ser detectado espectrofotométricamente a 570 nm9,10. 



La determinación del número de células por pocillo se realizó sembrando diluciones en 
factor 1:3 en un rango 3e106 a 3e102 cel/mL en una placa de 96 pocillos. La placa fue 
incubada a 37 °C por 24 hs, al cabo de las cuales se renovó el medio de cultivo y se 
agregaron diluciones sucesivas de BZL en factor 1:3 (volumen final de reacción = 100 
L). Luego de una incubación de 24 hs a 37 °C, se agregó 20 L/pocillo de MTT (5 
mg/mL). La placa se cubrió con papel de aluminio para evitar la degradación del MTT 
por la luz, y se llevó a incubadora por 2 hs a 37 °C, agregando luego 100 L de 
solubilizador (5 % SDS, 45 % dimetilformamida, pH 4,5) para disolver los cristales de 
formazán. La placa se dejó en estufa a 37 °C durante la noche para permitir la 
solubilización completa de los cristales, leyendo en espectrofotómetro a 570 nm. La 
concentración de células elegida para los siguientes ensayos fue 1e105 células/mL (100 
L/pocillo).  

La determinación de la IC50 de BZL se realizó como se describió más arriba, empleando 
1e105 células/mL, incubadas durante 16, 24, 48 y 72 hs en diluciones sucesivas de BZL 
en factor 1:3 a partir de 5 mM (por triplicado). Los ensayos fueron repetidos 3 veces para 
16 y 48 hs, y dos veces para 24 y 72 hs. 

 
Determinación de la concentración intracelular de BZL. En placas de 6 pocillos se 
sembraron células AC16 a una concentración de 1x105 células/mL, en un volumen de 2 
mL/pocillo de medio de DMEM/F12. Un pocillo de cada placa se utilizó para el blanco 
de reacción (medio de cultivo sin células). Las células fueron incubadas por 24 hs (37 °C, 
5 % CO2) para permitir su adhesión al sustrato, y luego se les cambió el medio de cultivo, 
previo lavado con PBS. A partir de una suspensión de 100 mM de BZL se agregaron 
alícuotas a los pocillos a una concentración final de 0,2 mM (concentración fisiológica 
reportada por otros autores5,6) y 1,4 mM (IC50). Al cabo de 2, 4 o 16 hs de incubación se 
tomó una alícuota de 200 L del medio de cultivo (fracción sobrenadante, “S”) y se 
descartó el volumen restante. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS y se agregaron 
200 L de tripsina/pocillo. La placa fue incubada durante 5-7 min a 37°C, al cabo de los 
cuales se agregó PBS y con la ayuda de un “cellscraper” se obtuvieron las células en un 
tubo Falcon de 15 mL. A partir de este punto se trabaja con la fracción total (T) de las 
células. El tubo se centrifugó a 1500 rmp durante 6 min a temperatura ambiente. Se 
descartó todo el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 200 L de buffer de 
lisis (HEPES 10 mM pH 7,5; NaCl 150 mM, Tritón 100X 0,6 % v/v; EDTA 1 mM, DTT 
5 mM)4. Las células fueron incubadas en el buffer de lisis durante 30 min a temperatura 
ambiente y luego sometidas a 5 ciclos de congelamiento/descongelamiento en N2(L). La 
suspensión obtenida fue pasada por una jeringa con aguja de 13’’ para finalizar la 
disrupción celular y liberar el contenido intracelular. El proceso que se detalla a 
continuación fue realizado tanto para las fracciones “T” y “S”. Siguiendo lo publicado 
por Morillo y col. (2015)11, se agregaron 400 L de una solución de DMSO:acetonitrilo 
(1:1 v/v), se homogeneizó e incubó a -20° durante 30 min, al cabo de los cuales se 
centrifugó a 12000 rpm a 4 °C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio al cual 
se adicionó 10 % (60 L) de ácido trifluoroacético, incubando a -20 °C durante 30 min, 
y finalmente fue centrifugado a 14000 rpm durante 60 min a 4 °C. El sobrenadante fue 
transferido a un tubo limpio y procesado por HPLC11. 

 

HPLC. Las determinaciones de la concentración de BZL se realizaron con una columna 
ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 250 x 4,6mm x 5m (Agilent Technologies). Se utilizó 
un filtro de 45 m para purificar las muestras, y se analizaron por elución isocrática con 



una fase móvil de acetonitrilo:agua (2:3, v/v) a un flujo de 1 mL/min11. El BZL fue 
detectado en su pico de máxima absorción (324 nm) y se cuantificó por una curva de 
calibración según la relación área/pico determinada por HPLC. 

 
El siguiente esquema (Fig. 1) ilustra el flujo de trabajo realizado. 
 
 

 
 

Figura 1. Esquema del trabajo realizado. (*) indica que el mismo procedimiento se realizó 
en las fracciones T y S. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



RESULTADOS 
 
El espectro FTIR del BZL utilizado, concordante con el de bibliografía, se muestra en la 
Fig. 2. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Figura 2. Espectro infrarrojo de BZL obtenido por la re-cristalización de comprimidos 
comerciales. 

 
 

La figura 3 muestra la morfología de los cardiocitos AC16 al microscopio óptico con 
tinción de Giemsa (Fig. 3A) y al microscopio invertido (Fig. 3B). 
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Figura 3. Línea celular AC16. Coloración de Giemsa (A) y contraste de fases (B) (20X). 
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La Fig. 4 muestra las curvas de supervivencia a partir de las cuales se calcularon las IC50. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Curvas de supervivencia de AC16 tratadas con BZL. 
 

La tabla 1 muestra los valores de IC50 para BZL, y entre paréntesis el número de 
repeticiones de cada ensayo. 

 
Tabla 1 

Tiempo (h) 16 (n=3) 24 (n=2) 48 (n=3) 72 (n=2) 
IC50 (mM) 1,39  0,16 11,09  1 1,41  0,5 1,04  0,04 

 
Se observó que el crecimiento de AC16 a las 24 h sólo fue afectado a altas 
concentraciones de BZL (11 mM), mientras que a las 16 y 48 hs la IC50 fue muy similar 
(1,4 mM). A las 72 hs se observó que el medio de cultivo se acidificaba y agotaba, lo cual 
explicaría la menor IC50 con respecto a 16 y 48 hs. Por ello, los ensayos para determinar 
la concentración intracelular se realizaron a 16 h (aproximadamente el tiempo de 
duplicación de una célula de mamífero en cultivo) y 48 h..  

Se realizó una curva de calibración de BZL (Fig. 5) para calcular la concentración de BZL 
en el medio de cultivo sobrenadante (S) de las células, y en las fracciones del contenido 
intracelular total (T). 

 

 
Figura 5. Curva de calibración de BZL en su longitud de onda de absorción máxima (324 
nm). 
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El pico de BZL por HPLC apareció a 321 nm entre 3,4 y 3,8 min, siendo el máximo a los 
3,6 min. El espectro de una muestra representativa se observa en la Fig. 6. 

 

 
Figura 6. Espectro de BZL 1 mM en una solución de DMSO al 100 % (205,04 ppm). El 
pico de BZL se encuentra a 321 nm y 3,6 min. 

 
Se observó la aparición de un pico de absorción en la fracción T a 271 nm. Este pico 
estuvo presente en todas las fracciones T, incluso en las células sin tratamiento con BZL 
por lo que se trata de componentes celulares extraídos conjuntamente con BZL. Este pico 
es importante, porque debido a su cercanía con el de BZL a 321 nm, en los casos en que 
la fracción T tenía baja o nula concentración de BZL el equipo cuantificaba según el pico 
a 271 nm. La figura 7A y 7B muestra un espectro representativo de 4 ensayos. 
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Figura 7. Picos detectados en la fracción T de células no tratadas (A) y tratadas (B) con 
BZL.  
 
Se calculó la concentración en la fracción intracelular total luego de incubar AC16 con 
BZL 1,4 mM (IC50) (Fig. 8). A las 2 h la concentración intracelular de BZL fue de 17 
M (3,6 ppm), mientras que a las 16 h fue 14 M (2,8 ppm). Esta disminución en la 
concentración intracelular es concordante con la expulsión de BZL de las células por el 
mecanismo dependiente de ATP activado por MRP y glicoproteína P4,5,6. Sin embargo, la 
curva de concentración vs. tiempo en la fracción S mostró que la solución de BZL 1,4 
mM no era estable, porque la concentración aumentó con el tiempo de incubación. Esto 
puede deberse a que es una solución saturada de BZL y las condiciones de incubación (37 
°C, 5% CO2) aumentan su solubilidad. En cambio, la concentración de la fracción S a 0,2 
mM fue estable y constante en el tiempo, pero en la fracción T solo pudo detectarse BZL 
en 1 de 3 ensayos. Esto probablemente se deba a que la concentración intracelular se 
encuentra debajo del límite de detección de la técnica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Concentración de BZL en partes por millón (ppm) determinadas por HPLC en 
el medio de cultivo de las células (S) y en el contenido intracelular total (T). Las células 
fueron incubadas a las concentraciones de BZL de 0,2 mM y 1,4 mM, durante 2, 4 y 16 
h.  
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Según estos resultados, se continuaría trabajando a una concentración de BZL cercana a 
1,4 mM, luego de determinar la concentración más estable durante el tiempo de 
incubación necesario para los ensayos. Paralelamente, se realizarían los ensayos para 
determinar el efecto de BZL sobre las enzimas de reparación de ADN,.  

Sin embargo, debido a que mi director de carrera en CONICET e investigador integrante 
del grupo de trabajo, Dr. Luis Parada, fue diagnosticado con una enfermedad terminal, 
los ensayos de inmunofluorescencia que debíamos realizar se retrasaron por sus controles 
médicos. Además, durante el año 2018-2019 se rompieron algunos equipos en el IPE, 
demorando la ejecución del proyecto. Finalmente, las restricciones por la pandemia de 
covid-19 durante 2020, sumadas al fallecimiento de mi director desarticularon el grupo 
de trabajo. 

A pesar de estas dificultades, se cumplió el objetivo más relevante del proyecto: 
normatizar la técnica de HPLC para determinar la concentración intracelular de BZL. 
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RESUMEN 
 
Los superantígenos (Sags) son proteínas que se unen a moléculas del complejo principal 
de histocompatibilidad de clase II y luego interactúan con cadenas Vβ específicas en los 
receptores de células T. Las células neoplásicas evaden con frecuencia la apoptosis, 
nuestra hipótesis plantea que los mecanismos desencadenados por Sags se conservan en 
células de leucemias o linfomas T. Demostramos previamente que Sags de 
Staphylococcus aureus y Murine Mammary Tumor Virus (MMTV) fueron capaces de 
inducir específicamente la apoptosis de células T neoplásicas de ratón in vitro y 
aumentaron la supervivencia de ratones portadores de linfomas de células T. En el 
presente trabajo, hemos investigado el efecto de la enterotoxina E (SEE) de 
Staphylococcus aureus, que interactúa con la región Vβ8 en células Jurkat de la línea 
celular humana leucémica aguda, utilizando la línea celular THP1 como células 
presentadoras de antígeno. Aquí demostramos por primera vez la capacidad de ciertos 
Sag para inducir específicamente la apoptosis de células T neoplásicas humanas que 
portan cierta cadena Vβ en su receptor. Aún más, también demostramos que el tratamiento 
con SEE disminuyó el tamaño del tumor y la infiltración de linfocitos neoplásicos en 
sangre demostrando la capacidad  de  Sags  para  reducir  las  células  neoplásicas  
humanas  con  un  TCR específico. La apoptosis involucró el Fas-FasL y las vías 
mitocondriales, así como la interacción entre ambos mecanismos. 
 
 
ABSTRACT 
 
Superantigens (Sags) are proteins that bind to molecules of the major histocompatibility 
class II complex and then interact with a specific Vβ chains in T cell receptors. Despite 
neoplastic cells frequently evade apoptosis, it is possible to hypothesize that those 
mechanisms triggered by Sags are conserved in cells from leukemias or T-lymphomas. 
We previously demonstrated that Sags from Staphylococcus aureus and Murine 
Mammary Tumor Virus (MMTV) were able to specifically induce the apoptosis of mouse 
neoplastic T cells in vitro and increased the survival of mice bearing T cell-lymphomas. 
In the present work, we have investigated the effect of Staphylococcus aureus enterotoxin 
E (SEE), which interacts with the Vβ8 region on acute leukemic human cell line Jurkat 
cells, using THP1 cell line as antigen presenting cells. Here we demonstrated for the first 



time the capacity of certain Sag to specifically induce the apoptosis of human neoplastic 
T cells which bear certain Vβ chain in its receptor. Even more, we also showed that the 
treatment with SEE decreased tumor size and the infiltration of neoplastic lymphocytes 
in blood demonstrating the ability of Sags to reduce human neoplastic cells with a specific 
TCR. The apoptosis involved the Fas-FasL and the mitochondrial pathways as well as the 
interaction between both mechanisms. 
 
 
INTRODUCCIÓN 

La apoptosis es una muerte celular programada genéticamente, que ocurre durante el 
desarrollo como un mecanismo homeostático en organismos multicelulares. La apoptosis 
también ocurre cuando las células son dañadas por enfermedades o agentes nocivos o 
como un mecanismo de defensa, como en las reacciones inmunes1. Los eventos 
bioquímicos conducen a la morfología celular característica y la muerte. Estos cambios 
incluyen encogimiento celular, fragmentación nuclear, ampollas, condensación de 
cromatina y fragmentación del ADN cromosómico2. A diferencia de la necrosis, que 
resulta de una lesión celular aguda, la apoptosis genera fragmentos celulares llamados 
cuerpos apoptóticos que las células fagocíticas eliminan antes de que se libere el 
contenido, evitando el tejido daño 2. Además, la apoptosis es un proceso dependiente de 
la energía que activa las cisteína proteasas llamadas "caspasas" y cascadas de eventos 
complejos que involucran una de dos vías: la vía intrínseca y la vía extrínseca. Los 
procesos apoptóticos defectuosos se han implicado en una amplia variedad de 
enfermedades. 

La apoptosis excesiva causa atrofia, mientras que una cantidad insuficiente da como 
resultado una proliferación celular incontrolada, como el cáncer3. Por otro lado, las 
células inmunes como los neutrófilos 4 y los linfocitos T se activaron después de la 
estimulación antigénica que sucumbieron a la apoptosis como parte de un proceso 
fisiológico normal. De hecho, la apoptosis juega un papel crítico en el desarrollo de 
linfocitos T, tanto en la generación de competencia funcional de estas células en el timo 
como en la regulación de poblaciones de células T periféricas 5. 

Los superantígenos (Sags), las moléculas bioactivas más potentes descubiertas, son 
proteínas bacterianas y virales 6 que se unen a moléculas de clase II del complejo 
principal de histocompatibilidad (MHC) como proteínas no procesadas fuera de sus 
surcos de unión de péptidos e interactúan predominantemente con los dominios de la 
región variable (Vβ ) del receptor de células T (TCR) 7. El mecanismo presentado por 
Sags ha sido ampliamente estudiado debido a su promoción de una respuesta inmune 
anormal 8. En particular, Sags actúa específicamente sobre los linfocitos T que poseen 
una secuencia Vβ particular de TCR 9. Al principio, se describió que Sag estimulaba una 
respuesta proliferativa en las células T en una célula huésped que expresa MHCII10. 
Estudios posteriores demostraron que Sag no era verdaderamente mitógeno para las 
células T murinas 11 pero podía generar una respuesta anérgica en los linfocitos T 
reactivos8. 

Numerosos informes describen la capacidad de Sags T para causar apoptosis de 
poblaciones de linfocitos T que portan cadenas Vβ específicas en su receptor 12. En este 
sentido, se ha descrito que la apoptosis generada por Sags en células T normales puede 
ser central, tanto en el timo 13 y en la periferia 14. La mayoría de las células T neoplásicas 



muestran reordenamientos clonales de los genes TCR beta (β) y generalmente también de 
los genes TCR gamma (γ)15. 

Hemos descrito previamente que los Sags pueden inducir la apoptosis de células de 
linfoma murino in vitro e in vivo. De hecho, la exposición a T Sag bacterianos o virales 
aumentó la supervivencia de los ratones portadores de linfoma, lo que implica la vía 
apoptótica Fas-FasL16. 

En el presente trabajo, demostramos que la enterotoxina E de  Staphylococcus aureus 
(SEE), que interactúa específicamente con el Vβ8 región, induce apoptosis en células de 
leucemia T aguda humana que llevan la cadena Vβ8 en su receptor que se correlaciona in 
vivo con una reducción en el tamaño del tumor y la infiltración de linfocitos neoplásicos 
en sangre. El mecanismo involucra el Fas-FasL y las vías mitocondriales in vitro e in vivo 
llevándonos a proponer que Sags como tratamiento terapéutico en células T de leucemia 
/ linfoma. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Líneas celulares 
 
La línea celular de leucemia Jurkat T humana, clon E6-1 (TIB-152) y la línea celular 
monocítica humana THP1 (TIB-202) se obtuvieron de la ATCC y se mantuvieron a 37ºC 
en CO2 al 5% en atmósfera humidificada en cultivo RPMI 1640 medio con 10% FCS 
(GBO), 1% antibiótico-antimicótico y 1% L-glutamina (GIBCO). La línea celular Jurkat 
expresa el ligando Fas y se activa permanentemente. 
 
Ratones 
 
Los ratones macho SCID / nod de seis a ocho semanas de edad eran del Instituto de 
Biología y Medicina Experimental (IBYME). Todos los procedimientos experimentales 
se realizaron de acuerdo con las políticas de la Academia Nacional de Medicina, con base 
en la “Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Bethesda, MD: Institutos 
Nacionales de Salud; 1985 ”. Publicación NIH N 85-23. Los experimentos fueron 
aprobados por el comité de ética del IMEX-CONICET (CICUAL Nº 039/2017). 
 
Superantígenos 
  
Las Toxinas Se adquirieron enterotoxinas estafilocócicas B (SEB) y E (SEE) de Toxin 
Technologies y se utilizaron en una concentración final de 10 µg / ml. Las toxinas se 
diluyeron en PBS y se mantuvieron congeladas en alícuotas a -20ºC hasta su uso. SEE 
tiene afinidad por Vβ: 5.1, 6, 8 y SEB tiene afinidad por Vβ: 1.1, 3.2, 6.4 y 15.1, por eso 
este último se usó como Sag inespecífico para la línea de células de leucemia Jurkat T17. 
 
 
 
 
 



Anticuerpos y marcaciones 
 
Para el análisis de citometría de flujo (FACS) se utilizaron los siguientes anticuerpos 
monoclonales (mAb) y colorantes: Fas antihumano acoplado a PE (BD Pharmingen); Fas-
L antihumano acoplado con FITC (BD Pharmingen); Anexina V (BD Pharmingen), yodo 
de propidio (PI) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.), Yodo de 3,3`-
dietiloxacarbocianina (DiOC2 (3)), éster de succinimidilo de diacetato de fluoresceína 
5,6 (CFSE) , (Molecular Probes; Eugene, OR, EE. UU.). Para el análisis de transferencia 
Western se utilizaron los siguientes anticuerpos: conejo anti-Bax humano, conejo anti-
Bid humano (todos de BD Pharmingen), anti-β-actina humana de ratón (Cell signaling 
Technology; Danvers, MA, EE. UU.). 
 
Co-cultivo de línea celular 
 
Las células THP1 se utilizaron como células presentadoras de antígeno. Para esto, se 
diferenciaron 3.000 células THP1 en células adherentes por la presencia de PMA durante 
24 horas (10 ng / ml)18. Después, las células se lavaron con PBS 1X y se cultivaron con 
3 x 104 células T Jurkat con o sin Sags. Cuando se indica, las células Jurkat se pretrataron 
con el inhibidor de caspasa-9 III (Ac-LEHD-CMK) o el inhibidor de caspasa-8 II (Z-IE 
(OMe) TD (OMe) -FMK) (Calbiochem) a una concentración final de 25 μM para 8 horas. 
 
Análisis de inmunofluorescencia 
 
Las células (1 x 106) se trataron con SEE (10 µg / ml), SEB (10 µg / ml) o PBS durante 
72 horas y luego se determinó la expresión de Fas y FasL en la superficie incubando las 
células con el anticuerpo apropiado 19. Brevemente, las células se se lavó con PBS a 4ºC 
y se centrifugó a 1800 rpm durante 10 min. Posteriormente, las células se incubaron 
durante 30 min a 4ºC con anti-Fas humano o Anti-FasL humano. Luego, las células se 
lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehído al 0,5%. Posteriormente, se 
recopilaron 30.000 eventos en modo lineal para la dispersión directa y la dispersión 
lateral, y la amplificación logarítmica para FL-1, FL- 2 y FL-3 utilizando un citómetro de 
flujo FACScan (BD Biosciences). Valores de fondo obtenidos con controles de isotipo 
(BD Pharmingen). Los resultados se analizaron con el software Cell Quest (BD 
Immunocytometry System). 
 
Ensayos de proliferación 
 
La proliferación de linfocitos se evaluó mediante tinción con CFSE (Molecular Probes). 
Brevemente, se suspendieron 1 x 107 células / ml en BSA al 0,3% / PBS. Luego, se añadió 
1 µl de CFSE por cada ml (0,5 µM) (Invitrogen) y las células se incubaron durante 15 
min a 37 ºC. Las células se lavaron tres veces con RPMI completo y se incubaron durante 
5 min a 37 ºC entre lavados. Posteriormente, se cultivaron 1x105 células CFSE-Jurkat en 
placas de fondo plano de 96 pocillos en presencia o ausencia de 3x103 células THP1. A 
continuación, se añadieron Sags SEE, SEB o PBS a una concentración final de 1 µg / ml 
y se cultivaron durante 24, 48 o 72 hs, tras lo cual las células se tiñeron con mAb anti 
Vβ8-PE y anti CD3-PerCP / Cy5.5. A continuación, se recogieron 30.000 eventos y se 
analizó la baja expresión de CFSE (linfocitos en proliferación, FL-1) mediante citometría 
de flujo como se describió anteriormente. 
 



Ensayos de apoptosis 
 
(i) Ensayo de unión de anexina-V. Se cocultivaron células T Jurkat (1x105) con 
células THP1 (3x103) en placas de fondo plano de 96  pocillos. Entonces, se  añadió Sags 
SEE, SEB o PBS a una concentración final de 1 µg / ml. Después de 72 h, las células se 
recuperaron, se lavaron y se suspendieron en tampón de unión y se tiñeron con anexina-
V (10 µg / ml) (Sigma). Cuando se indicó, la vía Fas se inhibió incubando con IgG 
humana (100 µg / ml) durante 1 hora y luego, se añadió Fas-Fc quimera recombinante 
(Sigma) a una concentración final de 10 µg / ml antes del tratamiento con SEE, SEB o 
PBS. (ensayo de inhibición de la apoptosis). De la misma forma, las células se incubaron 
durante 2 horas con Z-IETD-FMK para inhibir caspasa-8 y con Z-LEHD-FMK para 
inhibir caspasa-9 (Calbiochem) a una concentración final de 25 µM o con DMSO. Las 
muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. A 
continuación, se recogieron 30.000 eventos en un citómetro de flujo FACScan (BD 
Biosciences) como se describió anteriormente y las células positivas a Anexina-V se 
consideraron apoptóticas. 
 
(ii) Análisis del contenido de ADN. Las endonucleasas activadas durante la apoptosis 
se dirigen a secciones de ADN internucleosómico y causan una extensa fragmentación 
del ADN que conduce a la pérdida de ADN. Se utilizó el método de Nicoletti et al.20 con 
cambios menores. Brevemente, se centrifugaron 2,4 x 105 células a 4ºC, 200 xg durante 
10 min y luego se lavaron en PBS. Las células se suspendieron en 500 µl de PBS y se 
añadieron gota a gota a 4,5 ml de etanol al 70% enfriado con hielo mientras se agitaban 
con vórtex. Después del lavado, el sedimento se suspendió en 500 µl de PBS y 5 ml de 
tampón de extracción de ADN (Na2HPO4 0,2 M; ácido cítrico 0,1 M; pH 7,8) 5 minutos 
y luego, las células se lavaron y suspendieron en 140 µl de ARNasa A (500 µg / ml) y 
140 µl de PI (100 µg / ml). Luego, las células se incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente en la oscuridad y se lavaron en PBS. Se recolectaron diez mil 
eventos en cada muestra usando un citómetro de flujo FACScan (BD Biosciences). 
 
(iii) Despolarización de la membrana mitocondrial Para analizar los cambios en el 
potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) por FACS, las células Jurkat tratadas durante 
72 horas con 10 µg / ml de SEE, SEB o PBS se tiñeron con yodo de 3,3`- 
dietiloxacarbocianina (DiOC2 (3)) (Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.) A una 
concentración final de 10 nM según los protocolos del fabricante. Los aumentos en el 
porcentaje de células bajas en DiOC2 (3) se consideraron indicativos de despolarización 
mitocondrial. Como control positivo, las células se trataron en muestras paralelas con el 
agente desacoplador de protonóforos cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP) 
(50 µM). Aislamiento mitocondrial y Western blot Las células Jurkat se trataron con SEE 
(10 µg / ml), SEB (10 µg / ml) o PBS durante los tiempos indicados. Las células se lavaron 
con PBS, se resuspendieron en tampón A (Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), sacarosa 250 mM, 
EDTA 0,1 mM, leupeptina 10 μm, pepstatina A 1 μm y tampón EGTA 1 mM con 
inhibidores de proteasa) (Sigma- Aldrich), homogeneizado y centrifugado a 600 × g 
durante 15 min. El sobrenadante obtenido se centrifugó a 10000 xg durante 15 min y se 
obtuvo el sedimento mitocondrial. Las proteínas se midieron mediante el método de 
Bradford y se separaron en SDS-PAGE al 15% y se transfirieron eléctricamente a la 
membrana Immuno-BlotTM PVDF (Bio-rad). Las membranas se incubaron con solución 



de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación suave y se incubaron 
durante la noche con el anticuerpo primario en diluciones apropiadas. Las membranas se 
incubaron finalmente con anticuerpo secundario conjugado con HRP. Las bandas 
inmunorreactivas se detectaron en el sustrato quimioluminiscente SuperSignal® West 
Pico (PIERCE, Thermo Scientific). Las células se tiñeron con los siguientes anticuerpos 
monoclonales o tintes y se sometieron a análisis de transferencia Western: Anti-humano 
BID 1: 1500 (sistema de I + D), Anti-Complejo III humano 1: 1000 (Señalización celular), 
Cabra anti-ratón 1: 5000 , Cabra anti-conejo 1: 5000 (Santa Cruz Biotechnology). 
 
Aislamiento de ARN total y RT-PCR 
 
El ARN total de los diferentes grupos de tratamiento se aisló utilizando el KIT de 
extracción de ARN (Qiagen). La cuantificación del ARN se evaluó con Gene Quant Pro 
(Amersham Biosciences). La transcripción inversa se llevó a cabo utilizando 
Transcriptasa Inversa Clonada AMV (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del 
fabricante. El cDNA generado se amplificó mediante PCR en condiciones optimizadas 
con Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen) utilizando los siguientes pares de 
cebadores. 
 

 

 
Se utilizaron cebadores específicos para actina como genes de mantenimiento. Para la 
comparación de la cantidad de secuencias amplificadas producidas a partir de diferentes 
muestras de ARN, se usó el producto de actina amplificada de  cada muestra como patrón 
interno. Las condiciones de reacción fueron un ciclo de 94ºC durante 40 segundos, 
seguido de los ciclos (optimizados para que cada gen caiga dentro del rango lineal de 
amplificación por PCR) para cada cebador de 60 segundos y 72ºC durante 60 segundos. 
Los productos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 2% (peso / volumen) que 
contenía 0,5 µg / ml de bromuro de etidio para determinar los tamaños moleculares de 
diferentes amplicones. Las imágenes de gel se adquirieron con el analizador GelPro (IPS, 
North Reading, MA). Los niveles de ARNm de diferentes amplicones se cuantificaron 
utilizando un analizador de imágenes asistido por computadora (ImageQuant 5.2) y los 
resultados de la PCR para cada muestra se normalizaron mediante ARNm de actina como 
control interno. 
 
 
 
 



Modelo de tumor de xenoinjerto 
 
Se inocularon diez ratones SCID / nod por vía subcutánea con 5 x 106 células Jurkat. 
Después de tres semanas, los ratones se trataron por vía intraperitoneal con SEE (50 μg) 
o PBS y se midió el tamaño del tumor una vez a la semana durante 6 semanas. El volumen 
tumoral se calculó de acuerdo con la fórmula de Attia y Weiss 21   utilizando un calibre 
para realizar las mediciones. El volumen del tumor se calculó mediante la fórmula: 
volumen = a x b2 x 0,4, donde ayb son los diámetros mayor y menor respectivamente. 
Esta fórmula permite calcular el equivalente a la masa tumoral sin la eutanasia de los 
animales. La sangre se recogió (100 μl) mediante el método de recogida de punción 
venosa submandibular una vez a la semana durante 6 semanas y se midió el componente 
celular con una reja calibrada. 
 
Análisis estadístico 
 
Los niveles de significancia estadística se determinaron utilizando la prueba t de Student 
o el análisis de varianza (ANOVA) seguido de las pruebas de Tukey. Los valores se 
expresaron como media ± SE. Las diferencias se  consideraron significativas siempre que 
el valor de p fuera ≤ 0,05. 
 
 
RESULTADOS 
 
SEE induce específicamente la apoptosis en la leucemia de células T de Jurkat.  
 
Para investigar el efecto apoptótico de Sags sobre la leucemia humana, se cultivaron 
células Jurkat (una línea celular de leucemia T humana que porta Vβ8) con la línea celular 
monocítica humana THP1 como células presentadoras y un SEE Sag o SEB específico de 
Vβ8 como control no específico. Como puede verse en la Figura 1 A, SEE pero no SEB 
indujo la pérdida de contenido de ADN en las células Jurkat así como un aumento en las 
células Anexina V + (Fig. 1 A y B). Además, el tratamiento con SEE indujo la pérdida de 
la expresión de Vβ8 en las células Jurkat, que se relacionaría con la muerte celular ya que 
la apoptosis inducida por metanol (un agente inductor de la apoptosis) también redujo la 
expresión de Vβ8 (figura 1 C). Es importante destacar que el tratamiento con SEE no 
indujo la proliferación de células Jurkat (Fig. 1 D), lo que sugiere que Sag específico 
podría inducir apoptosis en células T humanas que llevan la región específica de Vβ sin 
proliferación. 
 

 

 



 

 

Figura 1. SEE induce apoptosis en células Jurkat. Las células Jurkat se trataron con 
SEE, SEB o PBS (o metanol al 3% como control positivo de apoptosis) en presencia o 
ausencia de células THP1 durante 72 hs. A partir de entonces, se recogieron 30.000 
eventos mediante el citómetro de flujo FACScan. (A) Histograma representativo que 
muestra la fragmentación del ADN que conduce a la pérdida de ADN, teñido con yodo 
de propidio (PI) (B) El porcentaje de apoptosis se presenta como la media ± SEM de la 
expresión de anexina V + en tres experimentos independientes (SEE vs PBS: *** p 
<0,001) (C) Transferencia de puntos representativa de la cadena de expresión de TCR de 
Anexina- V + / Vβ8 + (D) La respuesta proliferativa se expresa como media ± SEM de 
CFSE de baja fluorescencia en tres experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 



SEE induce la apoptosis en las células Jurkat a través de las vías extrínseca e 
intrínseca. 
 
Se ha descrito que Fas-FasL y la vía mitocondrial están implicadas en la deleción de 
linfocitos T a través de la muerte celular inducida por activación en un modelo murino 
16. Por lo tanto, primero evaluamos la expresión de Fas / FasL en células Jurkat tratadas 
con SEE y observamos un aumento significativo de FasL, mientras que  el  nivel  de  
ARNm  de  Fas  permanece  inalterado  después  de  18  horas  de tratamiento (Figura 2 
A). De hecho, la expresión de FasL en la membrana se incrementó significativamente 
después de la estimulación de  72 hs según lo evaluado por citometría de flujo (Fig. 2 B). 
Sorprendentemente, cuando las células Jurkat se incubaron con Fas-Fc antes del 
tratamiento con SEE, se evitó específicamente la apoptosis (Fig. 2 C), lo que respalda que 
la apoptosis inducida por SEE está mediada al menos en parte a través de la vía Fas-FasL. 
En segundo lugar, evaluamos el potencial de membrana mitocondrial usando DiOC2 (3) 
y encontramos que SEE indujo un aumento en el porcentaje de células bajas de DiOC2 
(3) (Fig. 2 D) usando como control el CCCP despolarizante de la membrana mitocondrial. 
La despolarización de la membrana mitocondrial provoca la liberación de las moléculas 
del citocromo C que conducen a la activación de la caspasa-9, la primera caspasa de la 
vía intrínseca. Para evaluar la contribución de esta caspasa en la apoptosis, agregamos un 
inhibidor de caspasa-9 (Z-LEHD-FMK) 2 horas antes del tratamiento con SEE y 
observamos que la apoptosis inducida por SEE (medida como% de células anexina-V +) 
se redujo estrictamente confirmando la afectación de la vía intrínseca (Fig. 2 E). 
 



 

 

Figura 2. SEE induce la vía de apoptosis extrínseca e intrínseca. Se 
cocultivaron células Jurkat durante 72 hs con células THP1 en presencia de 
PBS, SEE o SEB (A) Imagen representativa de una RT-PCR que muestra la 
transcripción de FasL y su cuantificación después de 18 horas de cultivo 
(SEE vs PBS: *** p <0,001) (B) Porcentaje de células FasL + (SEE vs PBS: ** 
p <0,01) (C) Porcentaje de inhibición de la apoptosis en células incubadas 
durante 2 horas con FAS-Fc (10 µg / ml) antes del tratamiento con PBS, VER 
o SEB. Los resultados se estiman como 100-100 x (% inhibidor de Sag - 
inhibidor de PBS) / (Sag-DMSO - PBS-DMSO)) (SEE vs PBS: *** p 



<0,001) (D) Histograma representativo y gráfico de barras que muestra 
cambios en la despolarización de la membrana mitocondrial (niveles de Dioc2 
en las células) (SEE vs PBS: *** p <0.001) (E) Histogramas representativos 
y gráficos de barras que muestran la expresión de Anexina-V en células Jurkat 
incubadas con Z-IETD-FMK (capase -9 inhibidor) o con DMSO antes del 
tratamiento con SEB, SEE o PBS (SEE + inhibidor de capase-9 vs SEE: *** 
p <0,001). Los datos se presentan como la media ± SEM de tres experimentos 
independientes. 

 
 

SEE induce la apoptosis por intercomunicación entre la vía 
intrínseca y extrínseca. 
 
Teniendo en cuenta que las vías extrínseca e intrínseca pueden entrelazarse 
22, nos preguntamos si ambas vías estaban conectadas. Para evaluar eso, se 
midió la despolarización mitocondrial en células Jurkat pretratadas con Z-
IETD-FMK antes del tratamiento con SEE, un inhibidor de caspasa-8 que 
es la primera caspasa que se activa en la vía extrínseca. Los resultados 
muestran que el inhibidor de caspasa-8 disminuyó el nivel de células con 
despolarización mitocondrial (Fig. 3 A), lo que sugiere que la vía intrínseca 
se activa a través de la extrínseca. Además, Bid de la familia Bcl-2, se activó 
y proapoptótico cuando se escindió por caspasa-8. Esta forma truncada 
(Bid-t) se moviliza desde el citosol a las mitocondrias para la activación de la 
vía intrínseca de la apoptosis. Para evaluar la contribución de Bid en la 
apoptosis inducida por SEE, se evaluó la fracción mitocondrial mediante 
western blot. La Figura 3 B muestra un aumento de Bid-t y una disminución 
de los niveles de Bid de longitud completa, en las células tratadas con SEE 
pero no con SEB, lo que respalda que se produce un enlace cruzado entre 
estas dos vías. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 3. SEE induce la apoptosis por interferencia entre  la  vía  intrínseca  y  
extrínseca.  Las células Jurkat se cultivaron durante 72 hs en presencia de células THP1 
con PBS, SEE o SEB (A) Histograma representativo y gráfico de barras que muestra 
cambios en la despolarización de la membrana mitocondrial (% de niveles de Dioc2 en 
las células) cuando las células Jurkat se incubaron con Z- IETD-FMK (inhibidor de 
capase-8) o con DMSO antes del tratamiento con SEB, SEE o PBS (SEE + inhibidor de 
caspasa 8 vs SEE: *** p <0,001) (B) Se lisaron las células y se obtuvo la fracción 
mitocondrial. La densidad óptica de las bandas Bid-t y Bid se cuantificó, se normalizó al 
complejo III y se mostró como niveles relativos. Se muestran imágenes de transferencias 
Western representativas y los datos se presentan como la media ± SEM de tres 
experimentos independientes (SEE vs PBS: Bid- t *** p <0,001; Bid ** p <0,01). 

 

 



SEE reduce el tamaño del tumor que induce el perfil apoptótico en el xenoinjerto 
tumoral. 
 
Teniendo en cuenta que SEE induce específicamente la apoptosis de las células Jurkat in 
vitro, luego quisimos determinar su eficiencia en un modelo in vivo. Para  ello, se 
inocularon subcutáneamente ratones SCID / NOD con 5x106 células Jurkat y después de 
3 semanas se trataron ratones con SEE (50 µg) o PBS intraperitonealmente. El tamaño 
del tumor se midió una vez a la semana durante 6 semanas después del tratamiento con 
SEE y, como se muestra en la Figura 4A, la reducción del tamaño del tumor comienza a 
ser significativa a partir de la quinta semana en los ratones tratados con SEE en 
comparación con los controles. Para evaluar si esos mecanismos ejercidos por SEE in 
vitro se reflejan in vivo, decidimos evaluar aquellos miembros proapoptóticos y 
antiapoptóticos de la familia Bcl-2 que regulan la vía mitocondrial. Observamos que 
mientras SEE aumentó significativamente el nivel de ARNm de Bax, los de Bcl-2 
disminuyeron en las células de linfoma (Fig. 4 B). Además, también observamos que SEE 
indujo una regulación a la baja de Vβ8 en las células tumorales que  se correlacionó  con 
esos experimentos in vitro (Fig. 4 C). Estos resultados demostraron la capacidad de Sags 
para reducir las células neoplásicas humanas con un TCR específico en el tamaño del 
tumor. 
 

 

 

 

 

 



 

Figura 4. SEE reduce el tamaño del tumor en ratones. (A) Los volúmenes tumorales 
de xenoinjertos se midieron con calibradores una vez a la semana durante 6 semanas. Se 
mostró la cuantificación de los volúmenes tumorales respectivos (mm3) de los grupos de 
tratamiento de control y SEE medidos uno a la semana y en el tiempo final después de 6 
semanas (control vs SEE: ** p ˂0.01, n = 5) (B) Representante imagen de una RT-PCR 
que muestra la transcripción de Bax y Bcl-2 y el valor de DO respectivo en las células 
tumorales en los grupos de tratamiento de control y SEE en el tiempo final después de 6 
semanas (C) Histograma representativo de la cadena Vβ8 específica de la expresión de 
TCR en células tumorales en grupos de tratamiento de control y SEE en el momento final 
después de 6 semanas. 
 
SEE reduce las células neoplásicas en sangre. 
 
Con el fin de evaluar el efecto de SEE sobre las células neoplásicas en la sangre, los 
ratones tratados y de control se sangraron submandibular una vez a la semana durante 6 
semanas después del tratamiento y se evaluaron los linfocitos en sangre. El tratamiento 
con SEE disminuyó la infiltración de linfocitos neoplásicos en sangre (Fig. 5 A) que se 
correlacionó con la expresión de Vβ8 TCR en sangre (Fig. 5 B). Además,  en  el  punto  
final,  el  resto  de  las  poblaciones  de  células  sanguíneas permaneció inalterado (datos 
no mostrados). Estos resultados demostraron la capacidad de Sags para reducir las células 
neoplásicas humanas con un TCR específico en la periferia. 



 

 

 

 

Figura 5. SEE reduce el número de linfocitos en sangre. (A) El número de células de 
linfocitos se midió con cuchilla una vez a la semana durante 6 semanas en una muestra 
de sangre (B) Cuantificación de células de linfocitos infiltrados en sangre en los grupos 
de tratamiento de control y SEE en el tiempo final después de 6 semanas. (control frente 
a SEE: ** P ˂0,01,  n = 5) (C) Histograma representativo de la cadena Vβ8 específica de 
expresión de TCR en sangre en los grupos de tratamiento de control y SEE en el momento 
final después de 6 semanas. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
En este trabajo demostramos la capacidad de Sags para inducir apoptosis en células 
Jurkat, una línea celular de una leucemia T aguda de origen humano. Este fenómeno fue 
específico para aquellas células que portan una cadena Vβ8 en su receptor, que es sensible 
a la apoptosis inducida por SEE. En este contexto, se ha demostrado que los Sags actúan 
específicamente sobre las células T que poseen  una secuencia Vβ particular de TCR23. 
Al principio, se ha descrito que muchos Sag pueden estimular una respuesta proliferativa 
en las células T en presencia de un huésped. células que expresan MHCII24, pero estudios 
posteriores apoyaron que los Sag no eran verdaderamente mitógenos para las células T 



murinas25 y aún más pueden generar una respuesta anérgica en los linfocitos T 
reactivos8. 

La apoptosis juega un papel fundamental en el desarrollo de los linfocitos T, tanto en la 
generación de la competencia funcional de estas células en el timo como en la regulación 
de las poblaciones de células T en la periferia26. Al respecto, numerosos informes 
describen la capacidad de los Sags para Causan apoptosis de poblaciones de linfocitos T 
que portan cadenas Vβ específicas en su receptor11,16,23. La interacción estructural entre 
los linfocitos T normales y varios Sag microbianos y virales se ha  estudiado y  descrito 
ampliamente7.  Los Sag se han  utilizado para mejorar la inmunogenicidad de células 
tumorales murinas y humanas en diferentes modelos experimentales, principalmente 
mediante la fusión de la región Fab de monoclonales reactivos a tumores anticuerpos con 
SEA mutado o SEB 27. 

Aquí investigamos la capacidad de Sags para inducir apoptosis en células T neoplásicas 
humanas a través de la región Vb de su TCR. Demostramos que Sag SEE bacteriano es 
capaz de inducir específicamente tanto in vitro como in vivo la apoptosis de células T 
neoplásicas humanas que expresan cadenas Vβ de  TCR afines. Estos hallazgos  están de 
acuerdo con  lo que demostramos recientemente que los Sag bacterianos y codificados 
por MMTV son capaces de inducir tanto in 

vitro como in vivo la apoptosis de células T de linfoma espontáneo AKR / J que expresan 
cadenas Vβ de TCR afines y también linfomas / leucemias humanos B19. Además, la 
supervivencia de los ratones portadores de linfomas T agresivos mejoró 
significativamente16. Sin embargo, aquí mostramos que, a diferencia de los linfomas T 
murinos, los Sags pudieron inducir la apoptosis de las células neoplásicas humanas sin 
inducir su proliferación. 

Los resultados publicados por otros grupos propusieron un papel importante de la 
interacción Fas / FasL interaction 28, o indicaron que la apoptosis es independiente de la 
vía extrínseca y está asociada con proteínas de la familia Bcl-229 o especies reactivas de 
oxígeno 30. Sin embargo, demostramos que ambos las vías están involucradas y 
relacionadas, discrepancia que podría atribuirse a diferencias en la dosis o modelo 
experimental utilizado 31. Estos resultados coinciden con los antecedentes de nuestro 
laboratorio observados en linfomas murinos, donde se demostró la participación de la vía 
extrínseca e intrínseca de la apoptosis16. 

Además, los experimentos in vivo mostraron una capacidad significativa del SEE para 
reducir el tamaño del tumor humano en ratones junto con una disminución en el nivel de 
células neoplásicas en sangre después del tratamiento con SEE y, lo que es más 
importante, el tratamiento con SEE no alteró el estado general de salud de los ratones. 

La apoptosis es una forma muy regulada de muerte celular que controla la homeostasis 
normal. La inactivación de la apoptosis es fundamental para el desarrollo del cáncer. Esta 
incapacidad de las respuestas apoptóticas podría ser un factor importante para la 
resistencia al tratamiento. En este trabajo, mostramos que SEE es capaz de inducir 
apoptosis en células de linfoma humano in vitro e in vivo. Estos resultados nos permiten 
proponer una nueva terapia antitumoral específica y de bajo coste con el fin de diseñar un 
tratamiento personalizado para cada individuo según la cadena Vβ. La capacidad de Sags 



T para causar apoptosis de células neoplásicas con TCR funcionales plantea la posibilidad 
de su uso terapéutico en leucemias y linfomas T. Dicha terapia tendría su ventaja de 
especificidad, pudiendo eliminar clones específicos de células T sin afectar a otros clones 
de células T. Mientras que los Sag virales como los virus de tumor mamario murino no 
tienen efectos tóxicos, aquellos efectos secundarios de las enterotoxinas de 
Staphylococcus aureus, se evitarían eliminando las secuencias que codifican esta 
toxicidad, tarea que actualmente estamos realizando en nuestro laboratorio. 

Aquí también mostramos que el tratamiento con SEE disminuyó el tamaño del tumor y la 
infiltración de linfocitos neoplásicos en la sangre, lo que demuestra la capacidad de Sags 
para reducir las células neoplásicas humanas con un TCR específico. Por tanto, la 
capacidad de Sags T para causar apoptosis de células neoplásicas con TCR funcionales 
plantea la posibilidad de su uso terapéutico en leucemias y linfomas T. 
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RESUMEN 
 
A pesar de que la producción de toxina Shiga (Stx) por Escherichia coli 
enterohemorrágico (EHEC) determina el desarrollo de Síndrome Urémico Hemolítico 
(SUH), los factores que modulan la colonización intestinal son componentes cla e en la 
patogénesis y la respuesta inmune de mucosas del huésped. En este sentido, el Sistema 
de Secreción de Tipo Tres (SSTT) es esencial para la colonización, y está codificado en 
el Locus de borrado del enterocito LEE (Locus of Enterocyte Effacement). El primer 
operón (LEE1) codifica su propio regulador Ler, el cual controla la transcripción de los 
otros cuatro operones (LEE2- 5). El objetivo de este trabajo fue estudiar si la sobre-
expresión de Ler, con la subsecuente sobre-expresión de los operones LEE2-5, 
determina el incremento en la patogenicidad de EHEC. Para ello transformamos una 
cepa EHEC (125/99) con un plásmido que contiene la secuencia ler bajo el control de 
un promotor inducible por IPTG (125pLer) y como control empleamos el plásmido sin 
la secuencia (125pW). Evaluamos la expresión de proteínas del SSTT  (EspB/D)  por  
SDS-PAGE  y  Western  blot,  y la  adhesión  a  células  epiteliales intestinales (HCT-8 
y Caco-2). También analizamos la producción de Stx2 por ELISA, ya que las proteínas 
del SSTT están cros-reguladas por el profago que codifica para la Stx, y el potencial 
patogénico de estas cepas in vivo. 

Observamos un aumento en la expresión de EspB/D en la cepa 125pLer por SDS-PAGE 
y Western blot. Además, la cepa 125pLer mostró una adhesión aumentada a las células 
HCT- 8 y Caco-2. Por otra parte, la producción de Stx2 dependió del tiempo de 
inducción con IPTG, es decir, a mayor tiempo de  inducción mayor producción de Stx2. 
Por último, observamos que la cepa 125pLer produjo mayor mortalidad que la cepa 
125pW en un modelo murino a la edad del destete, y que esta mortalidad estaba asociada 
al daño renal característico.  

En  conclusion,  la proteínas del SSTT sobre-expresión  de  ler  determina  un  aumento  
en  la  producción  de (EspB/D) junto con un aumento en la adhesión a células epiteliales 
intestinales  in  vitro  y un  aumento  en  la  producción de Stx2. Todos esos parámetros 
determinan  que  la cepa  125pLer  presente  una  mayor  patogenicidad  in  vivo.  Estos 
resultados, confirman que el SSTT tiene un rol central en el establecimiento de la 
infección y que un aumento en su expresión estaría asociado a un aumento en la 



patogenicidad in vivo. 
 
 
ABSTRACT 
 
Although the production of Shiga toxin (Stx) by enterohemorragic Escherichia coli 
(EHEC) determines Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) onset, factors that modulate 
intestinal colonization are key components in pathogenesis and host mucosal immune 
response. Type III secretion system (T3S) is essential for colonization and is encoded on 
the locus of enterocyte effacement (LEE). The first operon encodes its own regulator 
Ler, which controls the transcription of the other four operons (LEE2-5). The aim of this 
work was to study whether Ler over-expression, with the subsequent over-expression of 
LEE 2-5, determines an increase on EHEC pathogenicity. To do this we transformed a 
human- isolated EHEC strain (125/99) with a plasmid containing the ler sequence under 
the control of an IPTG-inducible promotor (125pLer), and the empty plasmid (125pW) 
as a control. We tested the expression of T3S proteins (EspB/D) by SDS-PAGE and 
Western blot (WB), and the adhesion to intestinal epithelial cells (HCT-8 and Caco-2). 
We also analyzed Stx2 production by ELISA, as T3S proteins are cross-regulated by the 
Stx prophage. 

We observed an increased expression of EspB/D on 125pLer by SDS-PAGE and WB. 
Besides, 125pLer strain showed an increased adhesion to HCT-8 and Caco-2 cells. Stx2 
production was dependent on the time of pLer induction, i.e. the more time of pLer 
induction, the more Stx2 production. Finally, we observed that 125pLer strain lead to an 
increased mortality than 125pW strain in a mouse model of HUS, and that mortality was 
associated to the characteristic renal failure. 

We conclude that ler over-expression determines the increased production of T3S 
proteins (EspB/D) together with  an  increased  adherence  to  intestinal  epithelial  cells  
and  Stx2 production. All these parameters determine an increased pathogenicity in vivo. 
These results, confirm that the T3S has a central role in the establishment of the infection 
and an increased expression of this system may be associated with an increased 
pathogenicity in vivo. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La forma típica del síndrome urémico hemolítico [SUH] se desarrolla secundariamente 
a la infección  con  cepas  EHEC,  es  de  carácter  infeccioso  y  epidémico,  y  se  
presenta principalmente en niños entre 0 y 5 años. Argentina presenta la mayor 
incidencia del mundo, siendo la principal causa de falla renal aguda en la infancia y la 
segunda causa de trasplante renal en la adolescencia. A pesar de que el agente etiológico 
del SUH es la Stx, su mera presencia no determina el desarrollo de la enfermedad y son 
necesarios numerosos factores de patogenicidad bacterianos que posibiliten la 
colonización del intestino y el establecimiento de la infección gastrointestinal. En este 
sentido las cepas EHEC cuentan con un sistema de secreción de tipo 3 (SSTT), cuya 
expresión es crítica para la colonización y la formación de las lesiones A/E (del inglés 
attaching and effacing), que determinan la destrucción de las microvellosidades 
alterando la integridad del epitelio y posibilitando además la diseminación sistémica de 
la Stx.  



En nuestro laboratorio hemos comenzado a estudiar cómo la adaptación al huésped de 
las cepas EHEC conduce a un aumento en la patogenicidad  y/o disminución de la dosis 
infectiva, hecho que se observa epidemiológicamente en la transmisión persona-persona 
de las EHEC. Particularmente, demostramos que ratones inoculados intra-gástricamente 
con una cepa EHEC adaptada al ratón (125R y 125RR, obtenidas luego del pasaje por el 
tracto gastrointestinal del mismo huésped) presentan una colonización intestinal 
aumentada y más persistente que la cepa parental aislada de un paciente con SUH 
(125/99) [1]. Las cepas 125R y 125RR fueron más patógenas en el ratón, obteniéndose 
colonización y muerte aún con inóculos sub-óptimos. Resultados preliminares obtenidos 
mediante la técnica de microarray demostraron que la cepa 125RR tiene una expresión 
diferencial de más de 100 genes comparada con la cepa parental. Entre ellos observamos 
una sobreexpresión de la proteína EspB que forma parte del inyectosoma del SSTT y 
que podría explicar, al menos en parte, la colonización aumentada en el ratón. 

A través del SSTT las EHEC exportan proteínas efectoras dentro de la célula huésped  
eucariota y manipulan sus procesos fisiológicos en ventaja de la colonización bacteriana 
y la subsecuente transmisión. Un cóctel de proteínas efectoras controla además la 
respuesta innata de la célula huésped para prolongar esta interacción. Los componentes 
del SSTT están codificados en la isla de patogenicidad LEE, que está compuesta por 5 
operones (Figura 1). 
 
 

 
 
El primero de ellos (LEE1) tiene un regulador interno (Ler) que regula positivamente la 
expresión de todos los componentes del LEE [2, 3]. LEE1, LEE2 y LEE3 codifican los 
componentes del SSTT que atraviesan las membranas interna y externa, los cuales 
incluyen EscC, la porina de membrana externa, y EscN, la ATPasa del Sistema (Figura 
2). El operón LEE4 incluye: EspA y EscF, que forman el filamento y la aguja, 
respectivamente; EspB y EspD, que forman un poro en la membrana de la célula huésped 
[3]; EspF, que es inyectado en la célula huésped y participa en la vía de muerte celular 
mitocondrial [4]; EscT, un componente del aparato de exportación en el cuerpo basal; y 
SepL, que es un componente citoplasmático y está involucrado en la regulación de la 
secreción de los efectores. Por otra parte, EspF afecta la resistencia trans-epitelial, 
llevando a la disrupción de las uniones estrechas [5]. Tir e intimina son las proteínas que 
determinan la íntima adhesión a la célula epitelial del huésped, y están codificadas en el 
operón LEE5, junto con CesT, la chaperona de Tir [6-8]. 
 
 
 



 
 
La hipótesis de este trabajo es que un aumento en la expresión de los componentes del 
SSTT, mediada por la sobre-expresión del regulador Ler, determina un aumento en la  
colonización intestinal y en consecuencia en la  patogenicidad bacteriana. Para testear 
nuestra hipótesis clonamos el gen del regulador Ler en el plásmido pWsk29 originando 
el constructo pWskLer (Figura 3). En este constructo el gen ler se encuentra bajo el 
control de un promotor inducible por isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), 
posibilitando la sobre-expresión de Ler en presencia de IPTG en el medio de cultivo. 
Luego, la cepa EHEC 125/99 fue transformada con el plásmido pLer, obteniendo la cepa 
125pLer, que será usada para todos los ensayos. 
 
 

 
 
 
 

RESULTADOS 
 
 

1- Evaluación de los niveles de expresión de EspB luego de la inducción con IPTG. 
 

El regulador ler está codificado en el primer operón de la isla de patogenicidad LEE y 
regula positivamente la expresión de todas las proteínas codificadas en el LEE. Para 
testear si la cepa 125/99 transformada con el plásmido pWskLer (125pLer) sobre-expresa 



el regulador Ler determinamos del nivel de secreción de un componente del SSTT, EspB, 
cuya expresión aumentaría al ser sobre-expresado ler (Figura1). 

Para ello, cultivamos ambas cepas en medio MEM-HEPES suplementado con 0,1% 
glucosa y 250 nM (NO3)3Fe, un medio que fue demostrado que incrementa la expresión 
de todos los componentes del SSTT, y ampicilina 100 µg/ml, para evitar la pérdida del 
plásmido. De esta forma, se realizó un cultivo por triplicado (25 ml cada uno) de cada 
una de las cepas a 37ºC por 1 hora y media en este medio, y luego se agregó IPTG 1mM 
para inducir la expresión de la proteína recombinante codificada por el plásmido. Como 
control se empleó la cepa 125/99 transformada con el plásmido vacío, es decir sin la 
proteína recombinante (125pW). El tiempo total de cultivo fue de 5 hs. Luego de ese 
tiempo, se centrifugó el cultivo 30 min a velocidad máxima y el sobrenadante se filtró 
con un filtro de acetato de celulosa de 0,45µm de tamaño de poro. Al sobrenadante filtrado 
se le agregó 2,5 ml de una solución de ácido tricloroacético 100% y 2 µl de una solución 
de seroalbúmina bovina  (BSA) para facilitar la precipitación de las proteínas, y se incubó 
toda la noche a 4ºC. Al día  siguiente,  se  centrifugaron  las  muestras  a  3000 g  por  30  
min,  se  descartó  el sobrenadante y el pellet se resuspendió en una solución de Tris 1M 
pH 8,5. Un volumen de 15 µl de cada uno de los sobrenadantes de cultivo se sembró en 
un gel de poliacrilamida 12% para separar las distintas proteínas secretadas al medio de 
cultivo. Luego el gel fue teñido con una solución de Azul de Coomassie para observar las 
distintas proteínas (Figura 4A). En paralelo se corrió otro gel con las mismas muestras, el 
cual una vez separadas las  proteínas  electroforéticamente,  se  transfirieron  a  una  
membrana  de  PVDF  por  2hs  utilizando una corriente de 200 mA. Luego las membranas 
fueron bloqueadas con una solución de PBS conteniendo 5 % de leche descremada y 
subsecuentemente incubadas con un anticuerpo primario anti-EspB y un anticuerpo 
secundario conjugado a peroxidasa. Por  último, las membranas fueron reveladas 
utilizando el  sistema quimioluminiscente ECL (Figura 4B). Tanto  en el gel teñido con 
Azul de Coomassie (Figura 4A) como en el western blot (Figura 4B) se observa una banda 
correspondiente a EspB de mayor intensidad en la cepa 125pLer, confirmando una 
sobreexpresión de dicha proteína en la cepa que sobre-expresa el regulador Ler. 
 
 

 
 
 
 



2- Determinación de la capacidad de las cepas 125pLer y 125pW de adherirse a   
monocapas de células Caco-2 y HCT-8. 
 
A continuación, evaluamos si la sobreexpresión del regulador Ler y las proteínas del 
SSTT determina un aumento en la adhesión a líneas epiteliales intestinales, las células 
Caco-2 y HCT-8. Las células fueron cultivadas por 48 hs a 37ºC y 5% CO2 en placas de 
12 pocillos en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino, 15 mM Glutamina, 1 M 
HEPES, 2,5M glucosa y 1% antibiótico. En ese tiempo las células alcanzaron entre un 
90 y 100% de confluencia. Una hora antes de la infección las células fueron lavadas con 
PBS para eliminar el antibiótico y se dejaron con medio MEM-HEPES hasta el momento 
de la infección. 

Las cepas 125pLer y 125pW fueron cultivadas toda la noche en agitación a 200 rpm en 
medio MEM-HEPES suplementado con 0,1% glucosa y 250 nM (NO3)3Fe y ampicilina 
100 µg/ml. Al día siguiente se realizó una dilución 1/100 en el mismo medio y se cultivó 
a 37ºC por 1 hora y media con agitación a 200 rpm, momento en el que se agregó IPTG 
1mM para inducir la expresión de la proteína recombinante codificada por el plásmido. 
Cuando la DO600 de los cultivos alcanzó un valor de 0.300, se realizó una dilución 1/20 
y se infectó la monocapa de células epiteliales con 200 µl de cada cepa por pocillo por 
triplicado. Las células se incubaron a 37ºC con 5% CO2 por 3 hs. Después de este 
tiempo, los sobrenadantes conteniendo las bacterias no adherentes fueron descartados, 
las  células fueron lavadas con PBS estéril tres veces y se agregaron 200 µl de PBS estéril 
conteniendo 0,1% de tritón X-100. Con la ayuda de un tip se desprendieron las células 
del fondo de cada pocillo conteniendo las bacterias adheridas y se realizaron diluciones 
seriadas en PBS que luego fueron plaqueadas por triplicado en placas de agar LB e 
incubadas toda la noche a 37ºC para contar el número de unidades formadoras de 
colonias (UFC) al día siguiente. 

Se calculó el porcentaje de bacterias adheridas a las células epiteliales de acuerdo a la 
siguiente fórmula: 
 

% bacterias adheridas= n° UFC adheridas luego de 3hs de infección x 100/n° UFC 
infección 

 
Observamos que la cepa 125pLer presenta una adhesión significativamente aumentada a 
ambas líneas celulares comparada con la cepa 125pW (Figura 5). 
 



 
 
Estos  resultados  fueron  confirmados  por microscopía confocal  (Figura  6A-C).  En  la 
Figura 6B se observa la condensación de los filamentos de actina debajo de la zona de 
adhesión bacteriana, característico de las lesiones attaching and effacing que determina 
la colonización intestinal con estas bacterias. Por último, en la Figura 6C se cuantificó la  
adhesion  mediante un  sistema  semi-automático, donde se observa un número 
significativamente mayor de área bacteriana por núcleo de célula Caco-2 con la cepa 
125pLer comparado con la cepa 125pW. 
 



 
 
 



 
 
 
3- Evaluación de la expresión de Stx2 mediante un ELISA específico. 
 

Debido a que luego de la colonización del intestino la producción de Stx es el factor 
determinante del desarrollo de la sintomatología asociada al SUH y a que además ha sido 
reportado que existe una cross-regulación negativa entre la producción de Stx y de los 
componentes del SSTT, quisimos evaluar cómo es afectada la producción de Stx luego 
de la inducción del regulador Ler. Para ello cuantificamos la concentración de Stx2 en los 
sobrenadantes de cultivo por ELISA. Observamos que a mayor tiempo de inducción con 
1 mM IPTG, aumenta la producción de Stx2 en el sobrenadante de cultivo de la cepa 
125pLer (Figura 7). 
 



 
 
 
4- Determinación de la patogenicidad bacteriana en un modelo murino de SUH por 
inoculación intragástrica de las cepas 125pLer y125pW. 
 
Por último, testeamos el potencial patogénico de ambas cepas en el modelo murino de 
SUH por inoculación intragástrica de las cepas 125pLer y 125pW. Las bacterias se 
cultivaron en caldo TSB por 2 hs y en ese momento se agregó 1 mM IPTG para inducir 
la expresión de ler durante toda la noche. Al día siguiente se centrifugaron los cultivos, 
el pellet bacteriano se lavó dos veces con PBS estéril y se re-suspendió en el volumen 
apropiado de PBS para obtener ≈1011 UFC/ml. Ratones a la edad del destete (17 19 
días) fueron dejados en ayunas luego de destetarlos hasta el momento de la infección (4-
6hs), y luego fueron inoculados con una dosis de ≈1012  UFC/kg con una cánula 
metálica. Los ratones fueron observados diariamente y se obtuvieron muestras de sangre 
a las 96 s post-inoculación por punción de la vena retro-orbital. Observamos una 
disminución significativa en la sobrevida de los ratones inoculados con la cepa 125pLer 
(Figura 8A), acompañado de un aumento en la concentración de urea plasmática (Figura 
8B) indicativo del daño específico de la toxina Shiga. 
 
 



 
 

DISCUSIÓN 
  
El  SUH  es  una enfermedad  endémico-epidémica  en Argentina  y  existen  hallazgos   
epidemiológicos que ponen en evidencia la importancia de la transmisión persona-
persona como fuente de contagio. Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron 
que el pasaje de un aislamiento humano de EHEC por el tracto gastrointestinal del ratón 
lleva a un aumento de la patogenicidad en el mismo huésped [1]. Posteriormente, 
determinamos que esa cepa adaptada al ratón presentaba cambios en la expresión de casi 
100 genes, algunos de los cuales se confirmaron a nivel proteico y funcional. Entre ellos, 
vimos que EspB, una proteína codificada en la Isla de patogenicidad LEE y que es un 
componente estructural del Sistema de Secreción de Tipo Tres (SSTT) de estas bacterias, 
tenía una expresión aumentada a nivel del ARNm y proteico en la cepa adaptada al ratón. 
Dado que el SSTT es un componente esencial en la colonización del intestino del huésped, 
el primer paso en el establecimiento de la infección, quisimos evaluar si la sola sobre-
expresión del SSTT determina un aumento de la patogenicidad bacteriana en el modelo 
murino de SUH a la edad  del  destete.   

La  isla  de  patogenicidad  LEE  está sujeta  a  múltiples  mecanismos regulatorios [3, 9, 
10], esas proteínas incluyen al regulador codificado en LEE (Ler) [10], el cual está 
codificado en el operón LEE1. Ler activa la expresión de las proteínas del SSTT liberando 
el inhibidor H-NS del LEE1 y otros promotores [11]. Por ello, clonamos el regulador 
interno de la isla de patogenicidad LEE, Ler, en el plásmido pWSK29 bajo el control de 
un promotor inducible por IPTG, de forma tal que al inducir el promotor con IPTG se 
sobre-exprese ler.  

Evaluamos el rol de la sobre-expresión de ler in vitro, por geles de poliacrilamida y 
adhesión a líneas epiteliales intestinales, e in vivo, en un modelo murino de SUH por 
inoculación intragástrica de estas cepas. La cepa 125pLer presentó una expresión 
aumentada del SSTT, junto con una adhesión aumentada a líneas epiteliales intestinales 
comparada con la cepa 125pW.  

El SSTT es expresado por patógenos Gram negativos, tales como las Escherichia coli 



Enteropatógenas (EPEC) y las Escherichia coli Enterohemorrágicas (EHEC) entre otras, 
y les permite exportar proteínas efectoras directamente dentro de las células eucariotas. 
Esas proteínas efectoras secretadas manipulan los procesos fisiológicos de la célula 
huésped en ventaja de la colonización bacteriana y la subsecuente transmisión. En las 
EHEC, el SSTT inyecta proteínas dentro de la célula epitelial intestinal que llevan a la 
reorganización del citoesqueleto de actina, permitiendo la íntima adhesión a la superficie 
celular con la formación de las lesiones de adhesión y desprendimiento (attaching and 
effacing o A/E) de las microvellosidades. Luego, un cóctel de proteínas efectoras controla 
la respuesta inmune innata celular para prolongar esta interacción. La colonización 
intestinal es el primer paso en el  establecimiento de la infección  con  las  cepas EHEC  
y asegura la permanencia bacteriana en el intestino, la producción de Stx en el lumen 
intestinal y su pasaje a nivel sistémico, probablemente favorecido por la disrupción de la 
integridad del epitelio intestinal. De esta forma, la toxina puede acceder a los órganos 
blanco, fundamentalmente el riñón y el sistema nervioso central, donde ejerce su acción 
tóxica. 

Además, fue postulado que el grado de adhesión intestinal correlaciona con la habilidad 
de causar enfermedad [12, 13], y es también un factor que distingue las cepas humanas   
virulentas  de  las cepas  productoras  de  Stx  no  virulentas  encontradas  en  alimentos  
contaminados [14] o en el ganado [15]. En este sentido, l SSTT fue demostrado ser crítico 
en la colonización del ganado in vivo [16-18]. Nuestros hallazgos están en línea con estas 
observaciones, ya que la expresión aumentada del regulador Ler determina un aumento 
en la expresión de todos los componentes del SSTT y esto a su vez determina una mayor 
adhesión a líneas epiteliales intestinales in vitro. 

Dado que existe una cross-regulación entre el SSTT y la producción de Stx, analizamos 
la expresión de Stx en este contexto. Observamos que la cepa sobre-expresando Ler 
produce mayores cantidades de Stx que la cepa que no sobre-expresa Ler. 

Una conexión entre la producción de Stx y el SSTT a través de la respuesta SOS ha sido 
reportada, ya que ambos factores patogénicos son up-regulados por agentes que dañan el 
DNA [19]. La Stx está codificada en la región lítica lejana de fagos lamboides, y los 
agentes que dañan el DNA llevan al autoclivaje del represor cI promovido por RecA, y la 
trasncripción del anti-terminador Q, llevando a la transcripción de Stx. Por otro lado, fue 
demostrado que la respuesta SOS lleva a la desrepresión de los promotores LEE2 y LEE3 
por un mecanismo dependientes de RecA y LexA en EPEC. Además, un efector 
codificado fuera de la isla LEE (non-LEE phage encoded effector, nleA) también mostró 
un aumento en la transcripción en presencia de agentes que dañan el DNA [19]. Aún 
cuando en las condiciones del ensayo no se induce la respuesta SOS, dicha conexión 
podría revelar una red de profagos reguladores que afecten la expresión de esas proteínas.   
Por otro lado, fue demostrado que en el proceso de colonización la Stx determina una 
redistribución de la nucleolina, un receptor eucariota que une Intimina, promoviendo la 
adhesión bacteriana [20]. De acuerdo con esos hallazgos observamos que la cepa 
125pLer, que además de la sobre-expresión del SSTT tiene aumentada la expresión de 
Stx, presenta una adhesión aumentada a las células epiteliales intestinales in vitro, 
probablemente mostrando la potenciación de ambos factores de patogenicidad. 

Finalmente, testeamos la patogenicidad de ambas cepas en el modelo murino de SUH por 
inoculación intragástrica y observamos que la cepa 125pLer determinó una mortalidad 
significativamente aumentada comparada con la cepa 125pW, y que esta muerte estaba 
asociada a daño renal revelado por un aumento de la concentración de urea plasmática en 
los animales moribundos. Estos resultados, confirman que el SSTT tiene un rol central en 
el establecimiento de la infección y que un aumento en su expresión estaría asociado a un 



aumento en la patogenicidad in vivo. Además, estos resultados confirman las 
observaciones previas que una cepa adaptada al ratón mostraba un aumento en la 
patogenicidad, determinada por una mayor colonización intestinal, mayor mortalidad y 
daño aún con inoculos  sub-óptimos  in  vivo.  Esta  cepa  adaptada  al ratón  mostraba  
una  producción aumentada de las proteínas del SSTT, y nuestros ensayos con cepas 
recombinantes están en línea con dichos hallazgos. 

El entendimiento de cómo los distintos factores de virulencia de este patógeno modulan 
la patogenicidad in vivo es esencial para delinear la patogénesis de la enfermedad y podría 
ofrecer nuevas aproximaciones para prevenir y tratar la infección con EHEC. 
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RESUMEN 
 
Las Células Madre Mesenquimales (MSCs) son una opción sumamente interesante para 
el tratamiento de enfermedades hepáticas tanto agudas como crónicas, gracias a su 
tropismo hacia tejidos dañados, baja inmunogenicidad y capacidad inmunomoduladora. 
Por estos motivos, numerosos esfuerzos han sido puestos en desarrollar también el uso de 
MSCs como vehículo de genes terapéuticos potenciando su efecto terapéutico. Además, 
los mecanismos efectores de las MSCs pueden estar mediados en parte por vesículas 
extracelulares (EVs) llevando información (ADN, ARN o proteínas) a células blanco en 
su entorno, por lo que también se plantean como nueva alternativa terapéutica. 
Previamente, en esta línea de trabajo hemos demostrado que las MSCs sobre-expresando 
el factor de crecimiento símil insulina tipo 1 (IGF-I) (AdIGF-I-MSCs) pueden ser una 
terapéutica factible para el tratamiento de una enfermedad crónica como es la cirrosis 
hepática (Fiore et al 2014). Considerando todos los objetivos planteados en el proyecto, 
se han logrado realizar en gran medida cada uno de ellos. Se logró aislar y caracterizar 
efectivamente exosomas (Vesículas Extracelulares) a partir de MSCs de cordón umbilical 
(HUCPVCs) modificadas genéticamente para sobre-expresar IGF-1. Comprobamos que 
las EVs mantienen las características típicas de estas vesículas, pero más importante aún, 
que pueden cargar y transportar IGF-1 (objetivo #1). Luego comprobamos su actividad 
biológica sobre poblaciones celulares del hígado importante en la fisiopatogenia de las 
enfermedades hepáticas. Observamos que reduce el grado de activación de CEHs, 
principales generadoras de la matriz extracelular en la fibrosis, como así también que 
modula el perfil funcional de macrófagos hepáticos los cuales regulan el proceso 
fibrogénico, como así también son importante en la exacerbación del daño hepático agudo 
(objetivo #2). Finalmente comprobamos el efecto terapéutico en un modelo de fibrosis 
hepática, como así también de daño hepático agudo. En ambos casos observamos que la 
terapia con EVs que transportan IGF-1 ejercen un importante efecto terapéutico, 
reduciendo la fibrosis hepática como así también protegiendo de daño hepatocelular 
inducido por paracetamol (objetivo #3). El último objetivo (#4) planteado consistía en 
estudiar la composición de microARN y proteínas de los EVs derivadas de IGF-I-MSCs 



 

en comparación con derivados de MSCs naive. Este objetivo aún está en proceso, ya que 
este tipo de estudios se solicitan al exterior y el costo es en dólares. Por este motivo, 
producto de la devaluación de nuestra moneda, no llegamos a cubrir el costo del servicio. 
Sin embargo, al momento de entrega de este informe, estamos en proceso de realizar el 
análisis de la composición proteica de las EVs. Finalmente es importante resaltar que los 
resultados generados en este proyecto dieron lugar a una publicación en la revista Gene 
Therapy (Fiore E. et al, 2019, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31551525). 
Además los resultados fueron publicados en 3 congresos nacionales realizados a lo largo 
del período de trabajo. 

 
 
INFORME DE ACTIVIDADES 
 
El objetivo general de este proyecto es comparar el uso de exosomas, un tipo particular 
de vesículas extracelulaes (EVs), derivados de AdIGF-I-MSCs con la terapia celular de 
AdIGF-I-MSCs como herramienta terapéutica aplicada al tratamiento de enfermedades 
hepáticas agudas y crónicas. 
  
Durante la primera etapa del proyecto, presentada hasta el primer informe, hemos 
avanzado principalmente con el primer objetivo específico donde nos propusimos aislar 
y caracterizar EVs derivados de Células Madre Mesenquimales (MSCs) modificadas 
genéticamente mediante un adenovirus recombinante para sobre-expresar IGF-1 (AdIGF-
I). Para esto contábamos con MSCs derivadas de médula ósea y de cordón umbilical 
(HUCPVs - Human umbilical cord perivascular cells), como fuente alternativa y de gran 
potencial terapéutico. Los objetivos siguientes de este proyecto se realizaron con las EVs 
derivadas de HUCPVCs, ya que éstas son una fuente de MSCs con un gran valor agregado 
sobre las provenientes de médula ósea. Se aislaron las EVs derivadas de HUCPVCs 
infectadas con el AdIGF-I (EVs-AdIGF-I-HUCPVCs), AdGFP (EVs-AdGFP-
HUCPVCs) y sin infectar (EVs-HUCPVCs). Como se muestra en la Figura 1A-B, se 
observa que las EVs aisladas tienen la morfología y tamaño característico con un rango 
comprendido entre 40 - 100 nm de diámetro. Además, por citrometría de flujo se 
demuestra la expresión de CD63 y CD81, dos de los marcadores de superficie de los EVs 
(Figura 1C). Por otro lado, una de las hipótesis que conducen este proyecto es que las 
EVs derivados de las HUCPVCs expresando IGF-I “carguen” en su interior este factor a 
modo de vehículo. Para comprobar esto se realizó un ELISA de IGF-I de las EVs-AdIGF-
I-HUCPVCs lisadas para que liberen su contenido en comparación con exosomas no 
lisados. Como se observa en la Figura 1D, no se detectan niveles dosables de IGF-I en 
las EVs derivadas de HUCPVCs sin infectar, mientras que en EVs derivados de AdIGF-
I-HUCPVCs los niveles de IGF-I son elevados. Interesantemente, se observa que al lisar, 
los niveles de IGF-I son mayores, por lo que permite inferir que parte está contenido en 
el interior de las EVs. 
 



 

 
 
 
  
 
 
 
El segundo objetivo de este proyecto consistió en evaluar el efecto de las EVs sobre 
componentes celulares centrales en la fisiopatología hepática. Particularmente, las células 
estrelladas hepáticas (CEH) y macrófagos hepáticos (hMø) son los componentes celulares 
más influyentes en la progresión de la fibrosis hepática. Para realizar este objetivo, se 
incubaron CHEs (línea celular CFSC-2G) con 1ug/ml de EVs derivados de HUCPVCs, 
AdGFP-HUCPVCs y AdIGF-I-HUCPVCs durante 18 horas y se evaluó la expresión de 
genes pro-fibrogénicos por PCR en tiempo real. Como se observa en la Figura 2A, los 
niveles de expresión de COL1A2, a-SMA y TGF-b1 están reprimidos en las CEHs 
tratadas con EVs derivados de HUCPVCs en las diferentes condiciones, siendo aún más 
notable cuando se emplean EVs-AdIGF-I-HUCPVCs. Estos resultados infieren que la 
incubación con EVs-AdIGF-I-HUCPVCs disminuye el grado de activación de las CEHs.  

De forma similar, se estudió el efecto de las EVs sobre macrófagos hepáticos. Para esto 
se aislaron macrófagos a partir de hígado de ratones con fibrosis establecida luego de 6 
semanas de inducción con un hepatotóxivo (tioacetamida - TAA) y se incubaron con los 
distintos tipos de EVs. Como muestra la Figura 2B, las EVs-AdIGFI-HUCPVCs inducen 
cambios significativos en los niveles de expresión de las enzimas asociadas a la 
producción de óxido nítrico. Se observa una disminución en la expresión de la Óxido 
Nítrico Sintetasa inducible (iNOS) después del tratamiento con EVs derivados de 
HUCPVCs comparados con el control. Dicha reducción es significativamente mayor en 
hMø incubados con EVs derivados de AdIGFI-HUCPVCs. De manera antagónica se 
observa un incremento en los niveles de expresión de Arginasa 1 para los hMø incubados 
con EVs-AdIGFI-HUCPVCs. Por otra parte las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-
a también se redujeron luego de la incubación con EV derivados de las distintas 
condiciones de HUCPVCs comparados con DMEM (Figura 7B). Estos datos sugieren 
que los EV derivados de AdIGF-I-HUCPVCs tienen la capacidad de modular el perfil de 
expresión inflamatoria de hMø en el contexto de la fibrosis hepática. 

 

Figura 1: Caracterización de EVs. (A)  Microfotografía electrónica de EVs-HUCPVCs. (B) Tamaño de EVs-
HUCPVCs determinado por dispersión dinámica de la luz (DLS) (C) Histogramas correspondientes a la expresión de 
marcadores de EVs determinados por citometría de flujo. (D)  . Dosaje de hIGF-I en EVs-HUCPVCs y EVs-AdhIGF-I-
HUCPVCs, lisados (barras negras) y no lisados (barras grises) determinado por ELISA ***p<0,001 vs. HUCPVCs.  



 

 
 
 
 
 
 

 

El siguiente objetivo de este proyecto consistió en comparar in vivo el efecto terapéutico 
de la administración de las EVs derivadas de AdIGF-I-HUCPVCs con la terapia celular 
en modelos experimentales de daño hepático, tanto agudo como crónico. Hasta esta etapa, 
este objetivo se llevó adelante en el modelo experimental de fibrosis hepática avanzada 
administrando TAA durante 8 semanas a ratones BALBc. En experimentos 
independientes se evaluó el efecto de la terapia celular con HUCPVCs o la terapia con las 
EVs derivadas de las mismas. A la semana 6 de inducción de fibrosis se administraron 
por vía intravenosa AdGFP-HUPCVCs, AdIGF-I-HUCPVCs (dosis: 5x10e5 células) o 
vehículo (solución salina) (Figura 3A), o bien, EVs derivados de HUCPVCs, AdGFP-
HUCPVCs, AdIGF-I-HUCPVCs (3 dosis: 15 ug/dosis/cada 5 días) o vehículo (Figura 
3B). Luego de dos semanas posteriores al tratamiento, se sacrificaron los animales y se 
analizó el grado de fibrosis hepática en preparados histológicos.  

 

 
 
 
 

Figura 2: EVs-AdhIGF-I-HUCPVCs reducen la activación de las CEHs y modulan el perfil de macrófagos. 
Expresión de mRNA de COL1A2, α-SMA y TGF-β1 en CEHs (A) e iNOS, Arginasa-1, IL-6 and TNF-a de hMø (B) 
18hs después de la incubación con HUCPVCs (barras gris oscuras), AdGFP-HUCPVCs (barras gris claras) y 
AdhIGF-I-HUCPVCs (barras blancas). DMEM fue usado como control no tratado (barras negras) 
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001; *vs. salino; vs. EVs-AdGFP-HUCPVCs; vs EVs-HUCPVCs.  
 

Figura 3: Diseño experimental. (A) Tratamiento celular con AdhIGF-I-HUCPVCs y AdGFP-HUCPVCs. (B) Tratamiento con EVs 
derivados de HUCPVCs, AdhIGF-I-HUCPVCs y AdGFP-HUCPVCs. 



 

Como se observa en la Figura 4A-B, la aplicación sistémica de AdIGF-I-HUCPVCs 
disminuyó el grado de fibrosis hepática en comparación con los grupos AdGFP-
HUCPVCs (p<0.05) y el control (p<0.001). Estos datos muestran que las HUCPVCs que 
sobre-expresan IGFI, reducen la fibrosis hepática en ratones y sugieren un potencial 
efecto terapéutico. 

 

 
 
 
 
 
Consistentemente, el tratamiento in vivo con EV-AdhIGF-I-HUCPVCs también redujo el 
grado de fibrosis hepática (p<0.05 vs. EVs-AdGFP-HUCPVCs y EVs-HUCPVCs, 
p<0.01 vs. salino) (Figura 5A-B). Además, se observó una disminución significativa en 
la expresión de genes fibrogénicos TGF-b1, a-SMA y Col1a2 en hígado de ratones 
tratados con EVs-AdhIGF-I-HUCPVCs (Figura 5C). Estos resultados confirman que los 
EVs están involucrados en el mecanismo parácrino a través del cual las AdhIGF-I-
HUCPVCs ejercen su efecto terapéutico y que son una alternativa terapéutica interesante 
para la fibrosis hepática. 
 

 
 
Figura 5: El tratamiento con EVs-AdhIGF-I-HUCPVCs reduce la fibrosis hepática y la expresión de genes pro-
fibrogénicos. (A) Microfotografías representativas de secciones de hígado teñidas Rojo Sirio (100X). (B) 
Cuantificación de depósitos de colágeno por morfometría. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; *vs. salino; vs. 
EVs-AdGFP-HUCPVCs; vs EVs-HUCPVCs. (C) Niveles de mRNA de COL1A2, α-SMA y TGF-β1.  

 
Es importante destacar que los resultados hasta aquí informados fueron incluidos en una 
reciente publicación de nuestro grupo en la revista Gene Therapy, de la editorial del grupo 
Nature. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31551525). 

Figura 4: El tratamiento con AdIGF-I-HUCPVCs reduce la fibrosis hepática. (A) Microfotografías 50X representativas las 
secciones de hígado teñidas con Rojo Sirio. (B) Cuantificación de depósitos de colágeno basada en tinción Rojo Sirio de secciones 
de hígado determinada por análisis morfométricos * p<0.05; ***p<0.001; *vs. salino; vs. AdGFP-HUCPVCs. 
 



 

 
Finalmente, otros de los objetivos planteados inicialmente fue comparar en modelos 
experimentales de daño hepático agudo el efecto terapéutico de las EVs-AdIGF-I-
HUCPVCs con la terapia celular con AdIGF-I-HUCPVCs. Debido a que es muy difícil 
hacer una bioequivalencia entre la terapia con células y EVs, se realizaron estudios de 
eficacia terapéutica por separado, donde pudimos comprobar el efecto hepatoprotector 
tanto de las AdIGF-I-HUCPVCs como de sus EVs. Por un lado, en un modelo letal de 
daño hepático agudo inducido por paracetamol (500 mg/kg ratón) comprobamos que el 
tratamiento con AdIGF-I-HUCPVCs luego de transcurrida una hora de la inoculación del 
hepatotóxico, prolongó significativamente la sobrevida de los ratones en comparación 
con los controles. (Figura 6A). Por otro lado, también evaluamos el efecto 
hepatoprotector de la terapia con EVs derivadas de las AdIGF-I-HUCPVs en un modelo 
subletal de daño hepático agudo. Para esto se indujo el daño con una dosis de 300 mg/kg 
de paracetamol, y la hora se administró una dosis de 30 ug de EVs-AdIGF-I-HUCPVs 
por vía intravenosa y se tomó muestra de suero a 5 horas y 24 horas al sacrificio de los 
animales. Como muestra la Figura 6B, a las 5 horas posteriores a la terapia con EVs-
AdIGF-I-HUCPVs se observa una reducción de las transaminasas hepáticas.Además, en 
la histología no se observan focos de necrosis importantes en el hígado de ratones tratados 
con los EVs derivados de las AdIGF-I-HUCPVCs (Figura 6C).  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6: Efecto terapéutico de las AdIGF-I-MCSs en la FHA inducida por acetoaminofeno.  (A) Sobrevida de ratones 
luego de la terapia celular con HUCPVs expresando IGF-I (B) Tratamiento con EVs derivados de AdIGF-I-HUCPVs. 
Transaminasas hepáticas mediadas 5 y 24 horas posteriores al daño en suero. *p<0.05 vs salino. (C) Microfotografías de 
secciones de hígado teñidos con H&E de ratones tomadas 24 hs después del tratamiento. 
  



 

ABSTRACT 
 
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are an interesting option for the treatment of both acute 
and chronic liver diseases. MSCs support tissues repair and modulate the inflammatory 
process. Particularly, extracellular vesicles (EVs) could mediate MSCs paracrine effects. 
We previously demonstrated that bone marrow-derived MSCs engineering to produce 
Insulin Growth Factor like-I (IGF-I) ameliorate liver fibrosis in mice. The aim of this 
project was to compare the therapeutic effect between cell therapy and EVs of engineered 
MSCs to produce IGF-I on experimental models of chronic and acute liver diseases. To 
this aim, human umbilical cord perivascular cells (HUCPVCs), a type of MSCs, were 
engineered to produce human IGF-I (AdhIGF-I) or green fluorescence protein (AdGFP) 
using adenoviruses, and EVs were isolated from their conditioned medium. Isolated 
HUCPVC-derived EVs showed typically size, shape, and markers expression. 
Interestingly, we demonstrated that IGF-I is loading and transported by EVs. Then, in 
vitro experiments demonstrated that incubation of hepatic stellate cells and hepatic 
macrophages with EVs derived from AdhIGF-I-HUCPVCs, respectively reduced 
activation and trigger to switch their phenotype towards anti-inflammatory phagocytes. 
Most importantly, in vivo experiments showed that cell therapy with 
AdhIGF-I-HUCPVCs resulted in a further amelioration of liver fibrosis when compared 
to AdGFP-HUCPVCs and saline. Similarly, treatment with AdhIGF-I-HUCPVCs-
derived EVs resulted in a reduction of collagen deposition and gene expression of the 
fibrogenic related molecules TGF-β1, α-SMA, and COL1A2. On the other hand, on acute 
liver failure mice model induced by acetaminophen showed that cell or EVs therapy with 
AdhIGF-I-HUCPVCs increased mice survival and protect of the hepatocellular damage 
respectively. In summary, our results showed that hIGF-I carrying EVs could mediate the 
paracrine mechanism by which AdhIGF-I-HUCPVCs reduce liver fibrosis and protect of 
the acute liver damage. This data provides a novel approach for the treatment of hepatic 
acute and chronic liver diseases. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El envejecimiento es un proceso universal, multifactorial, continuo, progresivo, 
heterogéneo e irreversible. Existen factores condicionantes tanto intrínsecos como 
extrínsecos del proceso de envejecimiento. Entre los principales factores intrínsecos 
asociados al envejecimiento se encuentran el genético y el endócrino. Respecto de este 
último, ciertos cambios hormonales asociados con la edad podrían acelerar el 
envejecimiento, mientras que otros potenciar la longevidad. 

El proceso de envejecimiento produce profundos cambios histológicos y morfológicos en 
el testículo, entre ellos, una disminución en el volumen gonadal, esclerosis arteriolar, 
fibrosis de la túnica albugínea, degeneración de las células de Leydig y de Sertoli, 
depleción de las células germinales y un aumento en el índice apoptótico (Jiang et al., 
2014; Sibert et al., 2014). En células de Leydig en senescencia se ha detectado una 
disminución en la producción de AMPc y testosterona asociada a una menor expresión 
de receptores de LH, de la proteína StAR, el translocador proteico TSPO y la enzima 
ciclo-oxigenasa (COX), clave en la biosíntesis de prostaglandinas (Culty et al., 2002; 
Wang et al., 2005). La generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) y la expresión 
de genes relacionados al estrés oxidativo en células de Leydig serían responsables de daño 
celular y, en consecuencia, de la caída en la producción de andrógenos durante el proceso 
de envejecimiento (Zirkin y Chen, 2000; Syntin et al., 2001).  

Se ha descripto que la disminución en los niveles circulantes de andrógenos en ancianos 
es acompañada por un aumento en la expresión de las citoquinas pro-inflamatorias IL1β, 
IL6 y TNFα (Maggio et al., 2005). Dichas citoquinas se expresan, entre otras poblaciones, 
en macrófagos testiculares fundamentalmente durante la ocurrencia de procesos 
inflamatorios (Jacobo et al., 2011). Se ha reportado una significativa involución funcional 
en esta población de células inmunes del testículo durante el proceso de envejecimiento 
(Giannessi et al., 2005). 



 

De este modo, el proceso de envejecimiento testicular estaría asociado a una severa 
disfunción endócrina, estrés oxidativo, procesos inflamatorios y/o eventos apoptóticos 
desencadenantes de una marcada reducción en la capacidad fertilizante masculina.  

 
 
MATERIALES, MÉTODOS Y RESULTADOS 
 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo del presente Proyecto de Investigación 
ha sido ahondar en el estudio del impacto del envejecimiento a nivel testicular. Con este 
fin, se empleó un modelo de envejecimiento fisiológico: el hámster Dorado (Mesocricetus 
auratus), una especie con ciclos reproductivos controlados por el fotoperíodo 
caracterizada por una drástica involución de su eje reproductivo y de la función testicular 
durante los meses de invierno. En el bioterio, la exposición de los animales a menos de 
12 hs de luz por día durante un período de 14-16 semanas mimetiza las alteraciones 
reproductivas observadas durante la etapa invernal en la naturaleza (Frungieri et al., 
1996). En nuestros estudios se emplearon hámsteres machos de 5, 12, 16, 18 y 22 meses 
de edad mantenidos en un fotoperíodo normal de 14 hs de luz por día, y animales 
envejecidos (18 meses de edad) transferidos a un fotoperíodo corto de 6 hs de luz por día 
durante 16 semanas (22 meses de edad al momento del sacrificio).  

Se evaluó inicialmente la presencia de macrófagos en el testículo de hámsteres adultos 
jóvenes, adultos de mediana edad y envejecidos empleando un antisuero policlonal de 
conejo anti-Iba 1 (dilución 1/1500; Wako Chemicals, Osaka, Japón). Los macrófagos 
fueron localizados en el intersticio, la pared de los túbulos seminíferos y en el lumen 
tubular (Figura 1). 

 

 



 

Figura 1: Detección inmunohistoquímica de macrófagos reactivos para Iba 1 en 
testículos de hámsteres adultos jóvenes (5 meses de edad), adultos de mediana edad (12, 
16 y 18 meses de edad) y envejecidos (20 y 22 meses de edad). Barra: 50 µm.  
 

A continuación, se cuantificó el número de macrófagos testiculares empleando un 
microscopio óptico y un ocular cuadriculado graduado con un aumento 400x. Los 
resultados obtenidos fueron expresados en términos de número de macrófagos por mm2 
y número de macrófagos por túbulo (Figura 2). 

El número total de macrófagos, así como también el número de macrófagos intersticiales 
aumentó significativamente en animales envejecidos en comparación con los guarismos 
detectados en hámsteres adultos jóvenes y de mediana edad (Figura 2). En cambio, el 
número de macrófagos localizados en el compartimiento tubular no presentó 
modificaciones estadísticamente significativas asociadas con la edad del animal (Figura 
2).  

 

 

Figura 2: Cuantificación de macrófagos inmunorreactivos para Iba 1. Las barras 
representan la media ± ESM. Distintas letras indican diferencias significativas entre los 
grupos (n=3-4; p < 0.05). 
 

 

Seguidamente, se determinó la expresión de la isoforma inducible de la enzima ciclo-
oxigenasa (COX2) (Figura 3) y de la citoquina pro-inflamatoria IL-1 (Figura 4). La 
expresión de COX2 e IL-1 mostró un incremento significativo en el testículo de 
hámsteres añosos respecto de los niveles expresados en gónadas de animales adultos 
jóvenes y de mediana edad (Figuras 3 y 4).  
 



 

 
 
Figura 3: La expresión testicular del ARNm de COX2 fue determinada mediante PCR 
cuantitativa, y los resultados normalizados teniendo en cuenta la expresión del gen 
constitutivo 18S. Los datos se expresan como veces de cambio. Se asignó un valor 
arbitrario de 1 al grupo control (testículos de hámsteres de 5 meses de edad). El gráfico 
de barras representa la media ± ESM. Distintas letras sobre las barras indican 
diferencias significativas entre los grupos (n=3-4; p < 0.05). 
 
 

 

Figura 4: La expresión testicular de IL-1 fue determinada mediante PCR cuantitativa 
(panel A) y Western blot (panel B). Los resultados fueron normalizados teniendo en 
cuenta la expresión de un gen constitutivo (18S y actina, respectivamente). Los datos se 
expresan como veces de cambio. Se asignó un valor arbitrario de 1 al grupo control 
(testículos de hámsteres de 5 meses de edad). El gráfico de barras representa la media ± 
ESM. Distintas letras sobre las barras indican diferencias significativas entre los grupos 
(n=4-5; p < 0.05). 
 
 

De este modo, los resultados obtenidos indican que el envejecimiento testicular se asocia 
con un marcado aumento en la población de macrófagos, la producción local de 
prostaglandinas y la expresión de IL-1, sugiriendo que el testículo de animales añosos 
se encontraría bajo el desarrollo de un proceso inflamatorio. 

Recientemente se ha propuesto la teoría de la oxidación-inflamación como la principal 
causa de envejecimiento. Es por ello que en el presente trabajo de investigación hemos 
analizado también el estado oxidativo de la gónada masculina en hámsteres adultos 
jóvenes y envejecidos. Para ello, evaluamos la expresión de la enzima anti-oxidante 
catalasa y cuantificamos la generación de productos reactivos al ácido tiobarbitúrico 



 

como indicadores de peroxidación lipídica (Figuras 5 y 6). Aunque la oxidación de lípidos 
tiene limitaciones, constituye una herramienta útil para la valoración del estrés oxidativo 
en cualquier sistema biológico. Los niveles de peroxidación lipídica y de expresión de la 
enzima catalasa aumentaron significativamente en testículos de hámsteres envejecidos en 
comparación con los valores hallados en gónadas de animales de 5 meses de edad (Figuras 
5 y 6). 

 
Fig. 5: Se determinó la peroxidación lipídica testicular mediante el ensayo de sustancias 
reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) en el testículo de hámsteres adultos jóvenes (5 
meses) y envejecidos (22 meses). Los resultados fueron expresados como pmol de 
malondialdehído (MDA) / mg de tejido (panel A) y como pmol MDA / mg de proteína 
(panel B). Los gráficos representan la media ± ESM (n = 5-7). * p < 0,05. 
 

 

Fig. 6: Se determinó los niveles de expresión de la enzima anti-oxidante catalasa 
mediante Western blot en el testículo de hámsteres adultos jóvenes (5 meses), adultos 
maduros (12 y 16 meses) y adultos envejecidos (18 y 22 meses). Los resultados fueron 
normalizados teniendo en cuenta la expresión de un gen constitutivo (actina). Los datos 
se expresan como veces de cambio. Se asignó un valor arbitrario de 1 al grupo control 
(testículos de hámsteres de 5 meses de edad). El gráfico de barras representa la media ± 
ESM. n=4-5; *: p < 0.05. 
 

 
Estos resultados sugieren que el estado inflamatorio observado en el testículo de animales 
añosos, es acompañado por un incremento del estrés oxidativo en la gónada masculina en 
hámsteres que envejecen. 

Teniendo en cuenta que la concentración testicular de melatonina disminuye en hámsteres 
añosos (Figura 7) se investigó, a continuación, el efecto de la exposición de hámsteres 
machos envejecidos a un fotoperiodo corto restrictivo (6 hs de luz por día) sobre los 
niveles gonadales de esta indolamina. Como era de esperar, la transferencia de animales 
añosos a un fotoperiodo corto aumentó significativamente la concentración testicular de 
melatonina (Figura 7).  



 

 

Fig. 7: Se determinó la concentración de melatonina empleando un inmunoensayo 
comercial (IBL International) en el testículo de hámsteres adultos jóvenes (5 meses) y 
adultos envejecidos (22 meses) mantenidos en un fotoperíodo normal (FN) de 14 hs de 
luz por día, así como también en testículos de animales añosos transferidos a un 
fotoperíodo corto (FC) durante 16 semanas. El gráfico representa la media ± ESM (n = 
5-7). * p < 0,05.  
 
 
Dicho incremento en los niveles testiculares de melatonina en hámsteres envejecidos 
expuestos a un fotoperíodo corto fue acompañado por una disminución significativa en el 
número de macrófagos totales e intersticiales (expresado por túbulo y testículo) (Figura 
8), en los niveles de expresión testicular de los marcadores inflamatorios COX2 e IL1 
(Figura 9), y en el grado de peroxidación lipídica (Figura 10).  
 

 

Fig. 8: El número de macrófagos inmunorreactivos para Iba 1 se evaluó mediante 
microscopía óptica utilizando un ocular graduado y una magnificación 400x, en 



 

testículos de hámsteres adultos jóvenes (5 meses de edad) y envejecidos (22 meses de 
edad) mantenidos en un fotoperíodo normal (FN: 14 hs de luz diaria), así como también 
en testículos de animales añosos expuestos a un fotoperíodo corto (FC: 6 hs de luz diaria) 
durante 16 semanas. Los gráficos de barras representan la media ± ESM. (n = 5-9). * p 
< 0.05, grupo FN 5 meses de edad vs. grupo FN 22 meses de edad. # p < 0.05, grupo FN 
22 meses de edad vs FC 22 meses de edad.  NS: no significativo. 
 
 

 

 
Fig. 9: La expresión testicular del ARNm de COX2 (panel A) y del ARNm de IL-1 (panel 
B) fue determinada mediante PCR cuantitativa en el testículo de hámsteres adultos 
jóvenes (5 meses) y envejecidos (22 meses) mantenidos en un fotoperíodo normal (FN: 
14 hs de luz diaria), así como también en animales añosos transferidos a un fotoperíodo 
corto (FC: 6 hs de luz diaria) durante 16 semanas. Los resultados fueron normalizados 
teniendo en cuenta la expresión del gen constitutivo 18S. Los datos se expresan como 
veces de cambio. Se asignó un valor arbitrario de 1 al grupo control (testículos de 
hámsteres de 5 meses de edad). Los gráficos de barras representan la media ± SEM. * p 
< 0,05, respecto del grupo control: testículos de hámsteres de 5 meses de edad 
mantenidos en FN. # p < 0,05, respecto del grupo de testículos provenientes de hámsteres 
de 22 meses de edad mantenidos en FN. 
 

 

 

Fig. 10: Se determinó el grado de peroxidación lipídica en testículos de hámsteres 
adultos jóvenes (5 meses) y envejecidos (22 meses) mantenidos en un fotoperíodo normal 
(FN: 14 hs de luz diaria), así como también en animales añosos transferidos a un 
fotoperíodo corto (FC: 6 hs de luz diaria) durante 16 semanas. El gráfico representa la 
media ± ESM (n = 5-7). * p < 0,05.  
 



 

Estos hallazgos nos permiten proponer un rol anti-inflamatorio y anti-oxidante ejercido 
por la neuro-hormona melatonina en el testículo.  
 
 
DISCUSIÓN 
 
Estudios realizados recientemente empleando ratones con alteraciones espontáneas o 
modificadas genéticamente del eje somatotrópico nos han permitido describir que un 
aumento en la longevidad se asocia a una mayor capacidad anti-inflamatoria, anti-
oxidante y anti-apoptótica a nivel testicular. En cambio, el envejecimiento se relaciona 
con inflamación, y la ocurrencia de procesos oxidativos y apoptóticos en la gónada 
masculina (Matzkin et al., 2016). Los modelos experimentales en ratones que presentan 
mutaciones en la vía de señalización somatotrópica podrían presentar limitaciones a la 
hora de reflejar con precisión el proceso de envejecimiento. En este contexto, aunque los 
niveles de la hormona de crecimiento (GH) en plasma disminuyen durante el 
envejecimiento no sólo en humanos sino también en otros mamíferos (Giustina y 
Veldhuis, 1998; Bartke, 2008), estos  ratones con mutaciones que causan deficiencia de 
GH o resistencia a GH viven más tiempo que sus hermanos genéticamente normales. Por 
lo tanto, no queda claro hasta qué punto la correlación observada entre la exacerbación 
de la señalización somatotrópica y el proceso de envejecimiento testicular en ratones 
mutantes de la GH puede extrapolarse a otras especies de mamíferos incluido el humano 
(Bartke, 2008; Bartke y Darcy, 2017). Además, estos ratones mutantes muestran diversas 
alteraciones en su fisiología reproductiva que podrían afectar per sé la regulación del 
proceso de envejecimiento testicular. 

Teniendo esto en cuenta estas observaciones, en el presente trabajo de investigación se 
empleó un modelo fisiológico de envejecimiento testicular empleando un roedor que no 
presenta mutaciones genéticas que pudieran afectar su función endocrina.  Con este 
propósito, se utilizó al hámster Dorado a fin de investigar en profundidad los mecanismos 
moleculares del envejecimiento testicular. La utilización de esta especie con reproducción 
controlada a través de la información fótica nos permitió además, analizar posibles 
acciones anti-inflamatorias y/o anti-oxidantes de la melatonina en el testículo envejecido. 
Alternativamente, podríamos haber empleado otras especies de roedores (ratón, rata) y 
administrarles melatonina mediante intervenciones tales como su dilución en el agua de 
bebida, el empleo de sondas gástricas o de inyecciones intraperitoneales (i.p.). Sin 
embargo, estos procedimientos muestran varios aspectos negativos. La dilución de drogas 
en agua para su administración en roedores presenta como limitaciones la estabilidad, 
variaciones en el consumo de agua y cambios en la masa corporal. El empleo de sondas 
gástricas o inyecciones i.p. puede conducir a efectos adversos sobre el bienestar animal y 
afectar los resultados experimentales posteriores. Además, la concentración final de la 
droga administrada es incierta, pudiéndose tratar de niveles  supra- o sub-fisiológicos y, 
en consecuencia, los resultados obtenidos podrían carecer de relevancia biológica. El 
empleo de hámsteres Dorados adultos jóvenes (5 meses), adultos de mediana edad (12-
16 meses) y adultos envejecidos (18-22 meses), nos permitió modificar los niveles de 
melatonina testicular en forma natural y así evaluar el efecto de esta neuro-hormona sobre 
el envejecimiento testicular. El envejecimiento se asocia a una disminución de los niveles 
testiculares de melatonina en el hámster. La transferencia de animales añosos de un 
fotoperíodo normal a un fotoperíodo corto durante 16 semanas, es una estrategia 
experimental que nos garantiza el restablecimiento de la concentración gonadal de esta 
indolamina a valores similares a los detectados en hámsteres adultos jóvenes, 



 

manteniendo sus niveles dentro del rango fisiológico y con un impacto mínimo de la 
intervención experimental sobre la calidad de vida y sobrevida del animal. 

Cabe destacar que, a diferencia del ritmo circadiano descripto en los niveles pineal y 
circulantes de la melatonina, la concentración testicular de esta neuro-hormona no 
muestra variaciones diarias (Rossi et al., 2012). 

La regulación del proceso inflamatorio involucra un estrecho equilibrio entre las señales 
que inician y mantienen el proceso, y aquellas señales que lo apagan. Los macrófagos 
juegan un papel crucial en el proceso inflamatorio asociado a la edad. En este sentido, se 
ha descrito previamente alteraciones en la funcionalidad de los macrófagos relacionadas 
con estrés oxidativo durante el proceso de envejecimiento (Lloberas y Celada, 2002). Los 
macrófagos testiculares se localizan principalmente en el compartimento intersticial, 
aunque son detectados también en la luz y en la pared tubular (Frungieri et al., 2002). 

Iba1 es un marcador útil para la evaluación inmunohistoquímica de la población de 
macrófagos testiculares (Köhler, 2007). Independientemente de cómo se expresen los 
resultados (en términos de mm2, mm3, por túbulo u órgano), hemos establecido que el 
número total de macrófagos testiculares inmunorreactivos para Iba1 aumenta 
notablemente en hámsteres de edad avanzada, siendo la población intersticial la 
responsable de dicho aumento. Previamente, hemos descripto un aumento similar en la 
población de macrófagos testiculares en ratones transgénicos para la GH que presentan 
envejecimiento acelerado (Matzkin et al., 2016). 

En cultivos primarios de macrófagos purificados de testículos de hámsteres adultos 
jóvenes reproductivamente activos, hemos detectado con anterioridad la expresión de 
receptores melatonérgicos. Además, la incubación de macrófagos testiculares de 
hámsteres en presencia de melatonina, disminuye significativamente el número de esta 
población celular (Rossi et al., 2014). En concordancia con estos hallazgos iniciales, en 
el presente estudio hemos establecido que los testículos de hámsteres añosos expuestos a 
un fotoperíodo corto presentan una concentración más elevada de melatonina y un menor 
número de macrófagos por túbulo que las gónadas de hámsteres envejecidos mantenidos 
en un fotoperíodo normal. Sin embargo, no se observaron cambios cuando el número de 
macrófagos testiculares se expresó en términos de mm2 y mm3. Sería interesante 
investigar en el futuro, si la capacidad de respuesta de la población de macrófagos 
testiculares a la melatonina se ve alterada por la edad (por ejemplo: en respuesta a cambios 
en los niveles de expresión de los receptores melatoninérgicos o su afinidad por la 
melatonina). Puesto que el peso testicular disminuyó drásticamente en hámsteres de edad 
avanzada expuestos a un fotoperíodo corto durante 16 semanas, el contenido de 
macrófagos testiculares también disminuyó en animales bajo restricción lumínica en 
comparación con los valores encontrados en hámsteres añosos mantenidos en un 
fotoperíodo normal. 

Con el fin de ahondar en el estudio de la ocurrencia de procesos inflamatorios en testículos 
de hámsteres añosos, se analizó la expresión de ciertos marcadores inflamatorios clásicos 
(IL-1, COX2). Dichos marcadores mostraron un aumento asociado a la edad en los 
testículos de hámsteres envejecidos. Estos resultados se hallan en concordancia con los 
niveles elevados de expresión de COX2 y de producción de PGD2 detectados 
previamente en testículos de ratones que sobre-expresan la GH y que presentan 
envejecimiento acelerado (Matzkin et al., 2016). Hemos establecido previamente que IL-
1 es una citoquina proinflamatoria secretada por macrófagos testiculares y células de 
Leydig (Frungieri et al., 2002; Matzkin et al., 2010), que induce la expresión testicular de 
COX2 y la producción de prostaglandinas (Matzkin et al., 2010).  



 

En resumen, nuestros resultados avalan la hipótesis del desarrollo de procesos 
inflamatorios locales en el testículo del hámster que envejece. Sin embargo, el número de 
macrófagos, así como también los niveles de expresión de IL-1 y COX2 disminuyeron 
en testículos de hámsteres añosos transferidos desde un fotoperíodo normal a un 
fotoperíodo corto y, en consecuencia, expuestos a una concentración mayor de 
melatonina. En este contexto, describimos previamente que la melatonina reduce los 
niveles de expresión de IL-1 y COX2 en macrófagos testiculares de hámsteres adultos 
jóvenes mantenidos en un fotoperíodo normal (Rossi et al., 2014).  

Se ha propuesto a la teoría de la inflamación-oxidación como la principal causa del 
envejecimiento (De la Fuente y Miquel, 2009). Es por ello que hemos evaluado también 
el estado oxidativo testicular durante el envejecimiento en el hámster Dorado. Se empleó 
el ensayo TBARS para estimar la peroxidación lipídica testicular e, indirectamente, la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Valko et al., 2007). La producción 
de TBARS y la expresión de la enzima antioxidante catalasa exhibieron un marcado 
aumento en testículos de hámsteres envejecidos. Estos resultados están en concordancia 
con un reporte previo de nuestro grupo de investigación indicando que una longevidad 
disminuida se asocia no solo con inflamación sino también con um aumento de la 
peroxidación lipídica y la expresión de enzimas antioxidantes en testículos de ratones 
transgénicos que sobre-expresan la GH (Matzkin et al., 2016). 

La literatura describe efectos antioxidantes de la melatonina en diferentes tejidos y 
órganos (Tan et al., 1993). Cuando hámsteres añosos fueron transferidos desde un 
fotoperíodo normal a uno corto durante 16 semanas, la producción de TBARS y los 
niveles de expresión de la enzima catalasa disminuyeron de manera significativa. Por lo 
tanto, en los testículos envejecidos, la peroxidación lipídica pareciera estar inversamente 
asociada con la concentración de melatonina. Al respecto, nuestro grupo ha señalado 
previamente el papel antioxidante de la melatonina en el testículo humano (Rossi et al., 
2014). Además, Mukherjee y Haldar (2015) han reportado que inyecciones i.p diarias de 
10 mg/kg de melatonina durante 7 días en hámsteres de 2 años de edad mejoran 
notoriamente el estado oxidativo del testículo. 

Hasta el momento, solo unos pocos estudios habían abordado el impacto del 
envejecimiento a nivel testicular (ver más detalles en Frungieri et al., 2018). Previamente, 
hemos empleado ratones mutantes de la GH que presentan longevidad alterada (Matzkin 
et al., 2016) a fin de investigar la ocurrencia de procesos inflamatorios y estrés oxidativo 
en el testículo. En este estudio, hemos utilizado al hámster Dorado como un modelo 
fisiológico in vivo de envejecimiento en el que los niveles de melatonina testicular pueden 
ser modificados sin necesidad de administración digestiva o parental. Aunque la 
naturaleza exacta de la acción de la melatonina (directa o indirecta) en los testículos aún 
se desconoce, estudios in vitro previos (Rossi et al., 2014) y hallazgos actuales de nuestro 
grupo de investigación en diferentes poblaciones de células purificadas a partir de 
testículos de roedores que expresan receptores melatoninérgicos, describen el impacto de 
esta indolamina sobre el estado inflamatorio-oxidativo de la gónada masculina. 

El hámster Dorado es uno de los roedores más utilizados en la investigación biomédica 
(Li et al., 2018). Esta especie comparte una variedad de similitudes metabólicas con los 
humanos (Hasenfuss, 1998; Wang et al., 2016) y ofrece algunas ventajas sobre otros 
roedores como servir de modelo para ciertas enfermedades humanas, incluidas 
enfermedades inmuno-inflamatorias (Melby et al., 1998; Li et al., 2018). La melatonina 
es un compuesto que actualmente se emplea en la clínica para tratar trastornos del sueño 
(Rios et al., 2010). Es considerada un medicamento seguro, sin efectos secundarios 



 

aparentes. Estos antecedentes nos permiten especular sobre un rol futuro de la melatonina 
en el tratamiento terapéutico de la disfunción testicular relacionada con la edad. Sin 
embargo, aún son necesarias nuevas investigaciones a fin de establecer si nuestros 
hallazgos en el hámster pueden ser extrapolados a casos de infertilidad idiopática en el 
hombre, y si la melatonina puede ser utilizada para mejorar el envejecimiento testicular 
en humanos. 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
El envejecimiento, la melatonina y el estado inflamatorio-oxidativo del testículo han sino, 
hasta el momento, escasamente vinculados en la literatura científica, representando un 
campo de investigación casi inexplorado. Los resultados obtenidos en este trabajo de 
investigación describen que el envejecimiento testicular se encuentra asociado a la 
ocurrencia de procesos inflamatorios y oxidativos locales. Los hallazgos nos indican 
también que la melatonina, un componente natural e inocuo presente en la gónada 
masculina, ejercería efectos beneficiosos disminuyendo el grado de inflamación y estrés 
oxidativo durante el envejecimiento testicular.  
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RESUMEN 
 
La progresión de las Enfermedades del Hígado Graso No Alcohólico (EHGNA) se 
caracteriza por la sobreproducción de oxidantes, y el desarrollo de estrés oxidativo e 
inflamación. Los pacientes con EHGNA presentan elevados niveles plasmáticos e 
intrahepáticos de resistina, proveniente de células inmunológicas. Si bien se conocen 
algunas funciones regulatorias de resistina sobre la inflamación y la homeostasis redox 
en otros tipos celulares, el efecto que ejerce sobre células inmunológicas mononucleares 
aún es controversial. Nuestro objetivo fue evaluar si la resistina posee un papel 
regulador de la homeostasis redox en células mononucleares de sangre periférica, así 
como de funciones clave en procesos inflamatorios como la fagocitosis y la migración 
celular. Asimismo, nos propusimos identificar las posibles alteraciones en la respuesta 
a resistina en las células provenientes de pacientes obesos con EHGNA. Las CMSP 
procedentes de pacientes con EHGNA presentaron mayor contenido de oxidantes y una 
alteración de sus defensas antioxidantes. En CMSP de EHGNA, resistina provocó mayor 
disminución del glutatión reducido que en CMSP de controles. Sólo en CMSP 
procedentes de controles, resistina indujo disminución del contenido de oxidantes, 
previno el estallido respiratorio y moduló la actividad de enzimas antioxidantes. Por 
otro lado, la resistina indujo un aumento en la fagocitosis de monocitos provenientes 
de controles, pero no en aquellos procedentes de pacientes. La resistina actuó como 
agente quimioatractante induciendo la migración de linfocitos T. La alteración en la 
respuesta a resistina en las células inmunológicas de pacientes con EHGNA da lugar a 
un mayor contenido de oxidantes como consecuencia de la ruptura de la homeostasis 
redox, así como a la alteración de la respuesta inmunológica, sugiriendo su potencial 
contribución en la inmunopatogénesis de las EHGNA. 

 
 
ABSTRACT 
 
Non-Alcoholic Fatty Liver disease (NAFLD) progression is characterized by an 
excessive production of oxidants, and the development of oxidative stress and 
inflammation. NAFLD patients show high plasmatic and intrahepatic levels of resistin, 
which is secreted by immune cells. Although the regulatory role of resistin in 



inflammation and redox homeostasis in other cells types is known, the effects it exerts 
on immune mononuclear cells are still controversial. Our aim was to evaluate if resistin 
has a regulatory role in redox homeostasis in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC), as well as in key immune function such as phagocytosis and cell migration. 
We also aimed to identify altered responses to resistin in PBMC from obese patients 
with NAFLD. PBMC from NAFLD patients showed higher oxidant content and altered 
antioxidant defenses. Resistin caused a greater decrease in reduced glutathione in 
PBMC from NAFLD than controls. On the other hand, resistin induced a decrease in 
oxidant content, prevented respiratory burst and modulated antioxidant enzymatic 
activity only in PBMC from controls. Resistin increased phagocytosis in monocytes 
from controls but not from NAFLD patients. Resistin acted as a chemoattractant agent 
inducing T lymphocytes migration. The impaired response to resistin in immune 
mononuclear cells from patients with NAFLD leads to a high oxidants content as a 
consequence of redox homeostasis disruption, as well as to a proinflammatory state 
suggesting the potential contribution in the immunopathogenesis of NAFLD. 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La obesidad es una enfermedad crónica multifactorial caracterizada por la acumulación 
de grasa corporal, principalmente como consecuencia de un excesivo ingreso calórico 
que supera al egreso de energía (1). Considerada por la organización mundial de la 
salud (OMS) como la epidemia del siglo XXI, su prevalencia es de 39 % en la 
población adulta general (2) y está en constante aumento. En Argentina, se registró 
una prevalencia de 32,9 % de obesidad en la población adulta en 2014 (3). La obesidad 
es una enfermedad inflamatoria que afecta el normal funcionamiento fisiológico y 
metabólico de manera sistémica, causando múltiples enfermedades asociadas como 
diabetes, enfermedades cardiovasculares, Enfermedades del Hígado Graso No 
Alcohólico (EHGNA), entre otras (4). 

Las EHGNA comprenden un espectro clínico de patologías hepáticas que van desde la 
esteatosis simple, caracterizada por la acumulación de grasa en el hígado, hasta la 
esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). La EHNA es una condición más severa 
caracterizada por la presencia de inflamación y balonamiento de los hepatocitos, y que 
progresa con mayor frecuencia a cirrosis y hepatocarcinoma (5). Las EHGNA son una 
de las causas más comunes de enfermedad hepática crónica y, debido al aumento de la 
prevalencia de obesidad en nuestra población (6), se considera que la EHGNA ha 
tomado características epidémicas. Se estima que su prevalencia es de 20 % en la 
población general, y es mayor al 80 % dentro de la población de pacientes obesos 
(7). Procesos clave en la patogénesis de las EHGNA son el infiltrado leucocitario al 
tejido inflamado (8), el desarrollo de estrés oxidativo (9), y un cambio en el perfil de 
adipoquinas y citoquinas hacia uno inflamatorio (10). Se ha encontrado que los pacientes 
con EHGNA presentan niveles aumentados de resistina en plasma (11-12) y en hígado 
(12). 

La resistina humana es una proteína rica en cisteínas secretada principalmente por células 
inmunológicas, principalmente por monocitos (Mo), macrófagos (13) y neutrófilos (14). 
Diversos trabajos correlacionan las concentraciones de resistina con la severidad del 
daño hepático (11-12) y la fibrosis (12), sugiriendo que posee un papel en la patogénesis 
de las EHGNA. Actualmente, la resistina es considerada una molécula estrechamente 



asociada con procesos inflamatorios (15-16) y con el daño oxidativo en células 
endoteliales (17). Sin embargo, la influencia de resistina sobre la regulación de la 
homeostasis redox de leucocitos mononucleares aún es desconocida. Por otro lado, un 
único trabajo identificó a la resistina como agente quimioatractante de linfocitos T (LT) 
(18), pero si este efecto se reproduce en pacientes con EHGNA no ha sido estudiado. 

El objetivo general del trabajo fue evaluar si la resistina tiene un efecto regulador de la 
homeostasis redox en células mononucleares de sangre periférica (CMSP), así como de 
funciones clave en procesos inflamatorios como la fagocitosis y la migración celular. 
Asimismo, nos propusimos identificar las posibles alteraciones en la respuesta a 
resistina en las células provenientes de pacientes obesos con EHGNA. 
 
 
PACIENTES Y METODOLOGÍA 
 
1. Pacientes 

 
Se incluyeron 30 pacientes adultos con EHGNA provenientes de los Servicios de 
Hepatología del Hospital Británico de Buenos Aires y del Sanatorio Municipal “Dr. 
Julio Méndez”. La inclusión de pacientes se basó en el diagnóstico clínico de EHGNA 
sumado a la presencia de hiperecogenicidad hepática por imagen ecográfica. Como 
criterios de inclusión para este estudio, los pacientes debían presentar un índice de 
masa corporal (IMC) mayor o equivalente a 25 kg/m2 e ingesta diaria de alcohol menor 
a 20 g. Se descartaron causas de obesidad y sobrepeso tales como enfermedades 
endocrinológicas, lesiones hipotalámicas y síndromes genéticos, así como otras causas 
de daño hepático como hepatitis autoinmune, hepatitis B o C, tratamiento con corticoides 
u otras drogas hepatotóxicas, enfermedad de Wilson, déficit de α-1 antitripsina, 
enfermedad por depósito de lípidos, alteración de la oxidación de los ácidos grasos o 
enfermedad celíaca. 

El grupo control incluyó muestras de sangre de 30 individuos provistas por el 
Servicio de Inmunogenética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”. En este 
grupo fueron incluidos individuos metabólicamente sanos, con IMC menor a 25 
kg/m2, ingesta de alcohol menor a 20 g diarios, ausencia de consumo de medicamentos 
en un período de tres meses anterior a la extracción de la muestra. 

 

2. Obtención de muestras de sangre 
 

Se obtuvieron muestras de 15 ml de sangre entera en presencia de heparina como agente 
anticoagulante. Las muestras se conservaron a temperatura ambiente hasta su 
procesamiento dentro de las 24 h desde su obtención. 
 

 

 

 

 



3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y cultivos 
celulares 

 
Las CMSP fueron aisladas mediante una centrifugación en gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque durante 20 min a 2000 rpm, a temperatura ambiente. Luego de dos lavados con 
solución fisiológica, las CMSP obtenidas fueron resuspendidas en medio de cultivo 
RPMI 1640 suplementado con SFB 10%, L-glutamina 2 mM, y gentamicina 50 μg/ml. 
Los cultivos celulares se llevaron a cabo en medio RPMI 1640 suplementado, a 37°C, 
en una atmósfera conteniendo 5% de dióxido de carbono, salvo que se indique de otra 
manera. 
 

4. Detección de oxidantes y de glutatión reducido (GSH) 

Para evaluar el efecto de resistina sobre el contenido de oxidantes y de GSH, se cultivaron 
CMSP (1x106 células/ml) en presencia o ausencia de resistina (20 ng/ml) durante 24 h.. 

Con el objetivo de estudiar el efecto de resistina sobre la producción de oxidantes, se 
indujo el estallido respiratorio con ácido palmítico (AP, 200 mM) en presencia o ausencia 
de resistina (20 ng/ml) durante 60 min. El contenido de oxidantes en ausencia de 
estímulo se utilizó como control negativo para relativizar el contenido de oxidantes 
obtenido en los distintos tratamientos. 

Para la detección de oxidantes se utilizó la molécula no fluorescente 2´-7´-
diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). DCFH-DA es una molécula lipofílica y, 
como tal, puede cruzar la membrana celular. Dentro de la célula, las enzimas esterasas 
desacetilan el compuesto transformándolo en un compuesto oxidable no fluorescente, 
2’,7’-dichlorofluorescina (DCFH), que es atrapado en el citoplasma debido a su 
naturaleza polar. El potencial oxidativo de los oxidantes es capaz de oxidar esta 
molécula, convirtiéndola en la molécula fluorescente 2´,7´diclorofluoresceína (DCF), 
cuya fluorescencia a 525 nm es detectable mediante citometría de flujo. La intensidad 
de fluorescencia observada es proporcional a la concentración de oxidantes presente en 
la célula. Luego de la marcación con los anticuerpos de identificación, las CMSP 
(1x106 células/ml) se incubaron con la solución de DFCH-DA (20 µM) durante 30 
min a 37°C. En el ensayo de inducción del estallido respiratorio, debido a que la 
producción de oxidantes es rápida, se realizó la marcación con la sonda previo a la 
estimulación. 

Para la detección del GSH, se utilizó la sonda no fluorescente monoclorobimano 
(MCB). El MCB ingresa libremente a la célula, donde se une a los tioles de bajo 
peso molecular formando un aducto fluorescente que puede ser detectado mediante un 
método fluorométrico a 490 nm. Luego de la marcación con los anticuerpos de 
identificación, las CMSP (1x106 células/ml) se incubaron con la solución de MCB 
(80 µM) durante 30 min a 37°C. La fluorescencia emitida por el aducto GSH-MCB se 
detectó por citometría de flujo. 

 
5. Actividad de enzimas antioxidante 

Se incubaron 1x106 CMSP/ml en presencia o ausencia de resistina (20 ng/ml) durante 
24 h. Al finalizar el tiempo de cultivo, las células se resuspendieron en buffer de lisis 
(0,5 M Tris-HCl, pH= 8,00; 150 mM de NaCl; 1 mM de EDTA; 0,5% v/v de Tritón 



X-100) con inhibidores de proteasas [Aprotinina (1 μg/ml), Leupeptina (2 μg/ml), PMSF 
(1 mM)], se sonicaron durante 10 min en baño frío y se centrifugaron a 10.000 x g 
durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante resultante conteniendo las proteínas se 
almacenó a -70°C hasta su utilización. 

La actividad de las enzimas antioxidantes se determinó por espectrofotometría. La 
actividad catalasa (CAT) se determinó siguiendo el consumo de peróxido de hidrógeno 
a 240 nm y calculando la constante de reacción de pseudo-primer orden. La actividad 
catalasa se expresó como pmol de CAT por mg de proteína. 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se determinó mediante la 
inhibición de la oxidación de la epinefrina por el anión superóxido a 480 nm. Se definió 
una unidad de SOD como la cantidad de enzima necesaria para generar una inhibición 
del 50% de la oxidación de la epinefrina. Los valores fueron expresados como unidades 
de SOD por mg de proteína. 

La actividad Glutatión Peroxidasa (GPx) se determinó siguiendo la oxidación del 
NADPH a 340 nm en presencia de la enzima Glutatión reductasa (GRd). Para ello, se 
utilizó una solución de PBS conteniendo glutatión S-S reductasa, L-GSH y peróxido 
de hidrógeno. Una unidad de GPx se definió como la cantidad de enzima necesaria para 
oxidar 1 mmol de NADPH por minuto. Los valores fueron expresados como unidades 
de GPx por mg de proteína. 

La actividad Glutatión Reductasa (GRd) se determinó siguiendo la oxidación de 
NADPH a 340 nm. Una unidad de GRd se definió como la cantidad de enzima necesaria 
para catalizar la oxidación de 1 mmol de NADPH por minuto. Los valores fueron 
expresados como unidades de GRd por mg de proteína. 

El dosaje de proteínas se realizó mediante la técnica de Lowry, utilizando BSA como 
estándar. 

 
6. Ensayo de fagocitosis 

Se sembraron 5x105 CMSP en RPMI 1640 sin suplementar en placa de cultivo y se 
favoreció su adhesión durante 30 min a 37°C. Una vez adheridas a la placa, se 
cambió dicho medio por RPMI suplementado y se adicionaron las partículas de látex 
fluorescentes de color rojo (Ex: 580; Em: 605) a una concentración de 40 mg/ml. La 
fagocitosis se llevó a cabo en presencia o ausencia de resistina (20 ng/ml) durante 1 h.. 

Al finalizar el ensayo, las células fueron despegadas de la placa de cultivo con una 
solución fría de PBS suplementada con EDTA 0,02% y marcadas para su detección por 
citometría de flujo. Se cuantificó el porcentaje de fagocitosis, dado por la frecuencia 
de Mo positivos para las partículas de látex. 

 
7. Ensayo de migración celular 

Se activaron 1x106 LT purificados con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 (1 mg/ml), 
previamente adherido a la placa, y anti-CD28 soluble (1 mg/ml) durante 5 días. Al 
finalizar el periodo de activación, se realizó el ensayo de migración. Para ello se 
utilizaron cámaras de Boyden, con insertos cuya membrana de policarbonato poseía 
un grosor de 10 mm y tamaño de poro de 5 mm. En las cámaras inferiores se sembraron 
0,6 ml de RPMI suplementado con BSA 0,5% en presencia o ausencia de resistina 
(20 ng/ml). En la cámara superior se sembraron 1x105 LT activados en RPMI 



suplementado con BSA 0,5% en una concentración de 1x106 células/ml. Se les permitió 
migrar durante 3 h a 37°C. El recuento de las células que migraron a través de la 
membrana y se encontraban en la cámara inferior se llevó a cabo por citometría de flujo. 

 
8. Identificación y análisis de poblaciones leucocitarias por citometría de flujo 
 
Identificación de poblaciones leucocitarias 

La suspensión de células fue incubada durante 20 minutos a 4ºC con anticuerpos 
monoclonales conjugados a fluorocromos. La identificación de las distintas poblaciones 
celulares se realizó utilizando los siguientes anticuerpos de identificación: anti-CD3 
junto con anti-CD4 y anti-CD8 para la identificación de LT helpers y LT citotóxicos, 
respectivamente; y anti-CD14 para la identificación de Mo. 

Análisis de datos 

En base al tamaño y complejidad celular (SSC y FSC), se delimitaron la nube 
linfoide y la correspondiente a Mo. Dentro de la nube linfoide, se delimitó la población 
correspondiente a LT, según la expresión del marcador CD3. A su vez, dentro de la 
población de LT se identificaron las subpoblaciones que expresan CD4 o CD8. Dentro 
de la nube correspondiente a Mo, se delimitó la población de alta expresión de CD14. 

La adquisición y el análisis fueron realizados mediante el Citómetro de Flujo FACSAriaII 
(BD) y el software FlowJo 5.7.2. 

 
9. Análisis estadístico 
 
Para el análisis estadístico se utilizó el software GraphPadPrism© versión 6 para 
Windows. En todos los casos se evaluó la normalidad en la distribución de los datos 
mediante el test de Shapiro-Wilk y el test de D’Agostino-Pearson omnibus. En los 
casos en los que la distribución de los datos fue normal, la comparación entre dos 
grupos se realizó mediante el test t de Student para muestras pareadas  o no pareadas, 
según correspondiera. Cuando los datos no cumplieron la condición de normalidad, se 
aplicaron las pruebas no paramétricas de Wilcoxon o Mann-Whitney para la 
comparación entre dos grupos experimentales, según los datos fuesen pareados o no 
pareados, respectivamente. 

Para los datos pareados, cada par de datos correspondientes al mismo sujeto 
experimental son presentados unidos por una línea. En los gráficos de barras, los datos 
son presentados como la media con su error estándar. Los valores de p < 0,05 fueron 
considerados estadísticamente significativos. 

 
 
RESULTADOS 
 
1. Estado oxidativo basal en CMSP de pacientes con EHGNA 
 
Con el fin de estudiar el estado oxidativo que presentan las CMSP provenientes de 
pacientes con EHGNA, se evaluó el contenido de oxidantes y las defensas 
antioxidantes no enzimáticas y enzimáticas. 

Para detectar el nivel de oxidantes presente en las células, se utilizó la sonda DCFH-DA 



que, al ser oxidada, origina un derivado cuya fluorescencia puede ser cuantificada por 
citometría de flujo. Mo y LT procedentes de pacientes con EHGNA presentaron 
mayores niveles de oxidantes respecto de las respectivas células provenientes de 
controles (Mo: p= 0,034; LT CD4+: p= 0,012; LT CD8+: p= 0,048) (Figura 1A). 

Dado que el sistema GSH-GSSG es el principal buffer para mantener la homeostasis 
redox intracelular dentro de las defensas antioxidantes no enzimáticas, decidimos 
determinar el contenido de GSH el CMSP de pacientes con EHGNA. Para ello se 
utilizó la sonda monoclorobimano, que forma aductos fluorescentes con el GSH 
cuantificables mediante citometría de flujo. Como se esperaba, el contenido de GSH 
resultó ser menor en Mo y LT procedentes de pacientes con EHGNA respecto de su 
contraparte en controles (Mo: p= 0,002; LT CD4+: p= 0,012; LT CD8+: p= 0,029) (Figura 
1B). 

 

 
 
Dentro de las defensas antioxidantes de tipo enzimáticas, se cuantificó la actividad de las 
principales enzimas encargadas de la neutralización celular de radicales libres mediante 
el método espectrofotométrico. Estas enzimas fueron la superóxido dismutasa (SOD), 
catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GRd). 

Las CMSP de pacientes con EHGNA presentaron menor actividad SOD (p= 0,034) 
(Figura 2A) y GRd (p= 0,020) (Figura 2D) que las células de controles. A la inversa, la 
actividad GPx se encontró aumentada en CMSP de pacientes (p= 0,034) (Figura 2C). No 
se encontraron diferencias en  la actividad CAT entre ambos grupos (Figura 2B). 

 



 

 

2. Modulación de los niveles de oxidantes por resistina 
 
A fin de estudiar si resistina era capaz de modular el contenido intracelular de oxidantes, 
se cultivaron CMSP en presencia o ausencia de Res durante 24 h y se cuantificaron 
los niveles de oxidantes mediante citometría de flujo. En controles, la resistina indujo 
una disminución promedio del 33%, 35% y 37% en el contenido de oxidantes en Mo 
(p= 0,003), y en LT CD4+ (p= 0,003) y LT CD8+ (p= 0,002), respectivamente. En 
contraposición, la presencia de resistina no provocó cambios en el contenido de 
oxidantes en ninguna de las tres subpoblaciones celulares procedentes de pacientes con 
EHGNA (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
Teniendo en cuenta que resistina fue capaz de modular los niveles de oxidantes en las 
células procedentes de individuos del grupo control, especulamos que resistina también 
podría ser capaz de regular el estallido respiratorio. Para corroborarlo, se indujo la 
producción de oxidantes con ácido palmítico (AP). El AP es un ácido graso saturado de 
cadena larga cuyos niveles séricos se encuentran alterados en pacientes con EHGNA y 
que es, por lo tanto, de importancia en estas patologías. 

Res previno el efecto inducido por el AP en células de controles (Mo: p= 0,001; LT CD4+: 
p= 0,0005; LT CD8+: p= 0,001). En células de pacientes con EHGNA, en cambio, 
resistina no logró modular la producción de oxidantes inducida por AP (Figura 4). 

 

 

 



3. Modulación de niveles de GSH por resistina 
 
Para estudiar si la disminución de los niveles de oxidantes inducida por resistina se 
presentaba en asociación con la acción antioxidante del sistema GSH-GSSG, se 
cuantificó el contenido de GSH en presencia o ausencia de resistina. La presencia de 
resistina indujo una disminución promedio del 7% en el contenido de GSH en Mo 
procedentes de controles (p= 0,031) y del 18% en Mo de pacientes con EHGNA (p= 
0,004). De manera similar, en LT de controles se observó una disminución promedio del 
9% en el contenido de GSH (CD4+: p= 0,003; CD8+: p= 0,003), mientras que LT 
provenientes de pacientes con EHGNA presentaron una disminución promedio del 
23% en su contenido (CD4+: p= 0,007; CD8+: p= 0,005) (Figura 5A).Para comprobar 
si la respuesta a resistina observada era diferencial según las células provinieran de 
controles o de pacientes con EHGNA, se realizó un análisis estadístico del contenido 
relativo de GSH entre ambos grupos. La disminución del contenido de GSH fue 
significativamente mayor en Mo y LT de pacientes con EHGNA, respecto de su 
contraparte en controles (Mo: p= 0,037; LT CD4+: p= 0,034; LT CD8+: p= 0,031) 
(Figura 5B). 

 
 

 

 
4. Modulación de la actividad enzimática antioxidante 

 
Otros mecanismos de gran relevancia en la regulación del contenido intracelular de 
oxidantes son aquellos que involucran a las enzimas antioxidantes. Para evaluar la 
implicancia de estas enzimas en la modulación del contenido de oxidantes mediado por 
resistina, se cultivaron CMSP en presencia o ausencia de resistina y se determinó la 
actividad de las principales enzimas antioxidantes. En células procedentes de individuos 
control, la resistina indujo un aumento de la actividad CAT (p= 0,003) y GRd (p= 0,011), 
y una disminución de la actividad SOD (p= 0,016). Contrariamente, en CMSP 
provenientes de pacientes con EHGNA no se observaron cambios en la actividad 
enzimática inducidos por resistina (Figura 6). 
 
 



 
 
5. Modulación de la fagocitosis por resistina 
 
Con el objetivo de evaluar el efecto de resistina sobre la capacidad fagocítica de Mo, se 
estudió la fagocitosis de partículas de látex en presencia de resistina. En Mo procedentes 
de controles, el porcentaje de fagocitosis aumentó en promedio un 22% en presencia de 
resistina (p= 0,008). Sin embargo, la resistina no generó cambios en la capacidad 
fagocítica de Mo provenientes de pacientes con EHGNA (Figura 7). 
 
 

 
 
 
 
 



6. Inducción de la migración celular por resistina 
 
Debido a la relevancia que posee el infiltrado linfocitario en la patogénesis de las 
EHGNA, se estudió la capacidad quimioatractante de resistina sobre LT previamente 
activados. En LT provenientes de controles, la resistina indujo un aumento promedio de 
la migración del 75% (p= 0,019) respecto del control negativo de migración en su 
ausencia. Este efecto quimioatractante fue comparable con el inducido por la quimiocina 
CCL5, el cual fue de 71% (p= 0,010, no mostrado). De manera similar a lo observado 
para las células de controles, la resistina indujo un aumento promedio del 50% en el índice 
de migración de LT de pacientes con EHGNA (p= 0,016). No se encontraron diferencias 
significativas en la migración inducida por resistina entre LT de controles y de pacientes 
con EHGNA (Figura 8). 
 
 

 
 
 
DISCUSIÓN 
 
El estrés oxidativo y la inflamación han sido reconocidos como mecanismos claves que 
llevan al daño hepático y a la progresión de las EHGNA (8-9). La concentración de 
oxidantes está determinada por el balance entre la tasa de producción y la tasa de 
eliminación por las defensas antioxidantes. Cuando la generación de oxidantes es alta y 
persistente, y las respuestas antioxidantes no son suficientes para restaurar la homeostasis 
redox, se genera estrés oxidativo (19). En el presente trabajo observamos niveles elevados 
de oxidantes en CMSP de pacientes con EHGNA. Asimismo, en las células de estos 
pacientes encontramos el contenido de GSH disminuido y alteraciones en la actividad de 
las enzimas antioxidantes. La sobreproducción de oxidantes puede causar la disminución 
de moléculas antioxidantes como el GSH e inhibir la actividad SOD (20). Por otro lado, 
la sobreproducción de oxidantes también puede generar el aumento de algunas enzimas 
antioxidantes. Posiblemente, la actividad CAT y GPx aumentada que observamos en 
pacientes con EHGNA sea consecuencia del desbalance redox producto de la 
sobreproducción de oxidantes. 

La resistina es capaz de disminuir los niveles de oxidantes en las CMSP de individuos 
control. Debido a que la resistina es capaz de modular la actividad de las enzimas 



antioxidantes y el contenido de GSH en CMSP de controles, es posible que la disminución 
de oxidantes observada se deba a la modulación de estos mecanismos. Al inducir el 
aumento de la actividad CAT, la resistina podría favorecer la eliminación de ciertos 
oxidantes como el peróxido de hidrógeno. Asimismo, teniendo en cuenta que el GSH 
actúa per se como scavenger, la pequeña disminución observada en sus niveles podría 
indicar que también participa en la eliminación de los oxidantes. La inducción de la 
actividad GRd por resistina favorecería el reciclado del glutatión oxidado a su forma 
reducida. Por otro lado, la ausencia de modulación de la actividad de enzimas 
antioxidantes por resistina en CMSP de pacientes con EHGNA es consistente con su 
incapacidad para disminuir el contenido de oxidantes. La mayor disminución en el 
contenido de GSH observada en células de pacientes con EHGNA posiblemente sea 
consecuencia de un mayor contenido de oxidantes y de la falla en la inducción de la GRd 
por resistina. 

La sobreproducción de oxidantes en el ambiente rico en lípidos, como el hígado de 
pacientes con EHGNA, favorece la peroxidación lipídica y da lugar a la generación de 
derivados altamente reactivos, provocando la pérdida de la homeostasis lipídica hepática. 
Existe una íntima relación entre el estrés oxidativo y la inflamación. Los oxidantes y los 
productos de la peroxidación lipídica promueven la liberación de citocinas 
proinflamatorias, resultando en el reclutamiento de neutrófilos y monocitos al hígado 
(21), y en la activación de las células estrelladas hepáticas con la consecuente producción 
de colágeno y la progresión a fibrosis (22). Por lo tanto, la alteración en la respuesta a 
resistina en los pacientes con EHGNA favorecería su estado inflamatorio y la progresión 
de esta patología. 

La migración celular y la fagocitosis son funciones clave para el correcto funcionamiento 
de las células inmunológicas y ambos procesos son regulados por mecanismos de 
polimerización de actina. Sahmin Lee demostró que el receptor de resistina en humanos 
es la proteína asociada a adenilato ciclasa (CAP-1) (23). CAP-1 regula los procesos de 
polimerización y despolimerización de la actina (24). Consistentemente, la resistina 
favoreció la fagocitosis en Mo y la migración de LT provenientes de controles. La 
fagocitosis es proceso por el cual se eliminan patógenos y células que sufrieron muerte 
celular. La falta de respuesta a resistina en los fagocitos de pacientes con EHGNA podría 
ser una de las causas por las cuales la fagocitosis se encuentra alterada en estas patologías 
(25). En concordancia con la evidencia presentada por Walcher et al (18), la resistina tuvo 
un efecto quimioatractante sobre LT, el cual no se vio afectado en LT de pacientes con 
EHGNA. 

La resistina posee un papel regulatorio en las células inmunológicas, participando en la 
homeostasis redox y en la regulación de funciones asociadas con la respuesta 
inmunológica, tales como la fagocitosis y la migración celular. Las alteraciones en la 
respuesta a resistina presentes en células procedentes de pacientes obesos con EHGNA 
favorecerían la ruptura de la homeostasis redox, el estado inflamatorio y su progresión. 
 
 
BIBLIOGRAFÍA 
 
1. Schenk S., Saberi M., Olefsky JM. Insulin sensitivity: modulation by nutrients and 

inflammation. J. clin. Invest. 2008; 118:2992-3002. 
2. Organización mundial de la salud. http://www.who.int/news-room/fact 

sheets/detail/obesity-and-  overweight. 
3. Susana Judith Gotthelf, Patricia Carolina Rivas. Prevalencia de dislipidemias y su              



asociación con el estado nutricional en la población de la ciudad de Salta en 2014. 
Rev Fed Arg Cardiol. 2016; 45(4): 184-189.  

4. Paul Cordero, Jiawei Li, Jude A. Oben. Obesity. Editorial Springer. 2018. Capítulo 6: 
obesity and NAFLD, pp 1-16.  

5. Piñero, F., Pages, J., Marciano, S., et al. Fatty liver disease, an emerging etiology of 
hepatocellular carcinoma in Argentina. World journal of hepatology, 2018; 10(1): 41.  

6. Cardone A, Borracci E et al. Estimacion a largo plazo de la prevalencia de obesidad 
en la Argentina. Rev. Arg. Cardiol 2010; 78 (1): 23-29 

7. Milic S., Lulic D., Stimac D. Non-alcoholic fatty liver disease and obesity: 
biochemical, metabolic and clinical presentations. World Journal of Gastroenterology 
2014; 20(28): 9330-9337. 

8. Yu-Tao Zhan, Wei An. Roles of liver innate immune cells in nonalcoholic fatty liver 
disease. World J Gastroenterol 2010; 16(37): 4652-4660. 

9. Dowman, J. K., Tomlinson, J. W. and Newsome P. N. Pathogenesis of non-alcoholic 
fatty liver disease. Q J Med 2010; 103:71–83. 

10. Herbert Tilg. Adipocytokines in Nonalcoholic Fatty Liver Disease: Key Players 
Regulating Steatosis, Inflammation and Fibrosis. Current Pharmaceutical Design, 
2010; 16(17). 

11. Claudio Pagano et al. Increased Serum Resistin in Nonalcoholic Fatty Liver Disease 
Is Related to Liver Disease Severity and Not to Insulin Resistance. The Journal of 
Clinical Endocrinology & Metabolism 2006; 91(3):1081–1086. 

12. Cuan Shen et al. The relationship between hepatic resistin overexpression and  
inflammation  in patients with nonalcoholic steatohepatitis. BMC Gastroenterology 
2014; 14:39. 

13. Lisa Patel et al. Resistin is expressed in human macrophages and directly regulated 
by PPARc activators. Biochemical and Biophysical Research Communications 2003; 
300: 472–476. 

14. Elisabeth Boström, Andrej Tarkowsky and Maria Bokarewa. Resistin is stored in 
neutrophil granules being released upon challenge with inflammatory stimuli. 
Biochimica et Biophysica Acta 1793 2009; 1894–1900.  

15. Nirupama Silswal, Anil K. Singh, et al. Human resistin stimulates the pro-
inflammatory cytokines TNF-a and IL-12 in macrophages by NF-kB-dependent 
pathway. Biochemical and Biophysical Research Communications 2005; 334: 1092–
1101. 

16. Shaoning Jiang, Dae Won Park, et al. Human Resistin Promotes Neutrophil 
Proinflammatory Activation and Neutrophil Extracellular Trap Formation and 
Increases Severity of Acute Lung Injury. J Immunol 2014; 192:4795-4803. 

17. Saha Jamaluddin, Shaoyu Yan, et al. Resistin Increases Monolayer Permeability of 
Human Coronary Artery Endothelial Cells. PLoS ONE 2013; 8(12): e84576. 

18. Daniel Walcher, Katharina Hess, Rebecca Berger, et al. Resistin: a newly identified 
chemokine for human CD4-positive lymphocytes. Cardiovascular Research 2010; 85: 
167–174. 

19. Dröge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev. 
2002;82(1):47-95. doi:10.1152/physrev.00018.2001. 

20. Wensheng Liu, Susan S Baker, Robert D Baker, Lixin Zhu. Antioxidant Mechanisms 
in Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Curr Drug Targets 2015;16(12):1301-14. 

21. Videla LA et al. Oxidative stress-related parameters in the liver of non-alcoholic fatty 
liver disease patients. Clinical Science 2004; 106(3): 261-268. 

22. Baskol G., Baskol M., Kocer D. Oxidative stress and antioxidant defenses in serum 
of patients with non- alcoholic streatohepatitis. Clincal Biochemistry 2007; 40 (11): 



776-780. 
23. Sahmin Lee, Hyun-Chae Lee, Yoo-Wook Kwon, et al. Adenylyl Cyclase-Associated 

Protein 1(CAP1) is a Receptor for Human Resistin and Mediates Inflammatory 
Actions of Human Monocytes. Cell Metab. 2014; 19(3): 484–497. 

24. Haitao Zhang, Pooja Ghai, Huhehasi Wu, et al. Mammalian Adenylyl Cyclase-
associated Protein 1 (CAP1) Regulates Cofilin Function, the Actin Cytoskeleton, and 
Cell Adhesion. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 2013; 288(29): 
20966–20977. 

25. Konstantin Kazankov, Simon Mark Dahl Jørgensen, et al. The role of macrophages 
in nonalcoholic fatty liver disease and nonalcoholic steatohepatitis. Nature Reviews 
Gastroenterology & Hepatology 2019; 16:145–159. 

 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 



EFECTO DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA SOBRE LA 
ESTABILIDAD DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA NICOTÍNICO 

(AChRn) EN LA MEMBRANA PLASMÁTICA 
 
 

Ana Paula García1,2, Eugenia Pérez1, Francisco J. Barrantes1, Oscar Filevich1 

 
 

1Laboratorio de Neurobiología Molecular, Instituto de Investigaciones 
Biomédicas (BIOMED) UCA–CONICET, Facultad de Ciencias Médicas, 

Universidad Católica de Argentina, Buenos Aires, Argentina, 2 Instituto de Salud 
y Ambiente del Litoral (ISAL), Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas, 

Universidad Nacional del Litoral-CONICET, Santa Fe, Argentina. 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 

 
La obesidad y el síndrome metabólico asociado, producto del estilo de vida caracterizado 
por el consumo de dietas hipercalóricas y el sedentarismo, se han convertido en una 
epidemia en todo el mundo [19]. Sus efectos han sido asociados con el deterioro de las 
capacidades cognitivas [20, 21]. Hay muchos datos clínicos y experimentales que apoyan 
la idea de que la insulina, debido a sus efectos directos sobre las células nerviosas, podría 
estar implicada en algunas enfermedades neurodegenerativas ya que en las mismas sus 
acciones sobre el sistema nervioso central (SNC) se encuentran alteradas [22].  

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), caracterizada por elevados niveles de glucosa e 
insulina, ha mostrado tener influencia sobre la estructura y las funciones del cerebro, 
produciendo un mayor riesgo de deterioro cognitivo, e incluso de demencias como la 
Enfermedad de Alzhemer[1, 2]. Los mecanismos que subyacen a estos cambios son aún 
desconocidos. Sin embargo, dada la importancia de sus efectos sobre el funcionamiento 
cerebral, recientemente se ha puesto la atención sobre la señalización de la insulina en el 
cerebro, ya que la resistencia a la insulina (RI) se observa, además de en la obesidad, 
síndrome metabólico y DM2, en la vejez y en la demencia[23, 24]. 

La RI se define como la incapacidad de las células blanco de responder a la insulina, 
debido a defectos en su señalización. Dicho de otra manera, es una condición de 
disrupción o pérdida de la respuesta a la estimulación con insulina, sobre la entrada de 
glucosa a la célula[25]. El receptor de insulina está presente en todas las regiones del 
SNC, tanto en las neuronas (en las terminaciones sinápticas y post sinápticas) como en la 
glía[26], en algunas zonas concretas como en el cerebelo, hipocampo, hipotálamo, entre 
otras[22, 27]. A su vez, la insulina producida en el páncreas es capaz de cruzar la barrera 
hematoencefálica[28] y ejercer acciones directas sobre el SNC.  

Se sabe que la tasa de transporte de insulina al cerebro está alterada durante, la obesidad, 
la DM2, la vejez y la Enfermedad de Alzheimer (EA)[3]. Por otra parte, se ha visto que 
en el envejecimiento y en la EA se observa una disminución en el número de receptores 
de insulina en el cerebro[4]. Además, estudios in vitro han demostrado que la inhibición 



del receptor de insulina genera pérdida de sinapsis, disfunción sináptica, y plasticidad 
sináptica deteriorada[5]. 

El receptor de acetilcolina nicotínico (AChRn) es una proteína transmembrana 
pentamérica que forma canales iónicos selectivos de cationes. Es sensible a la activación 
por nicotina, y su ligando endógeno es el neurotransmisor acetilcolina (ACh)[29]. En el 
sistema nervioso central de mamíferos, los subtipos más abundantes son el homomérico 
formado por cinco subunidades α7 (AChRn α7) y el heteromérico formado por dos 
subunidades α4 y tres subunidades β2 (α4β2AChRn)[30, 31]. 

El AChRn juega un papel fundamental en la plasticidad sináptica[6, 7]. En el hipocampo, 
estructura importante en los procesos de formación de la memoria, se encuentra 
localizado en los somas y en las terminales nerviosas, a nivel pre y post-sináptico de 
distintos tipos de neuronas, incluyendo neuronas dopaminérgicas, glutamatérgicas, 
colinérgicas y GABAérgicas. Dependiendo de su localización, estimulan la liberación de 
neurotransmisores, contribuyen con la transmisión excitatoria rápida en la membrana 
postsináptica o modulan la excitabilidad de las neuronas[29, 32, 33]. 

Se ha visto que su disminución o la alteración de los mecanismos colinérgicos han sido 
implicados en varias disfunciones, como tales Esquizofrenia, Epilepsia, Autismo, (EA) y 
adicciónes[8-10]. En la EA existe una marcada disminución del AChRn α7 en algunas 
áreas cerebrales, entre ellas el hipocampo[11, 12]. Asimismo, en la vejez también se 
observan alteraciones en los niveles de expresión de las subunidades del AChRn en 
hipocampo[13]. 

Dado que se considera que la RI constituye un posible vínculo entre el metabolismo y 
disfunciones cognitivas características de la vejez y las enfermedades 
neurodegenerativas[14-16], se plantea el interrogante de qué características morfológicas 
y funcionales de la transmisión sináptica podrían estar afectadas en esta condición 
patológica. Dada la importancia de los AChRn en las sinapsis, sería de gran interés 
determinar si estas alteraciones metabólicas pueden afectar la expresión del AChRn en el 
soma y/o en las dendritas de neuronas de hipocampo.  

Es por ello, que en este trabajo estudiamos en un sistema donde el receptor se exprese en 
forma endógena, como las neuronas de hipocampo, los efectos de elevados niveles de 
glucosa e la insulina sobre las características morfológicas de las neuronas de hipocampo, 
como son las arborizaciones dendríticas (ya que juegan un papel crucial en los procesos 
cognitivos) y sobre los niveles y distribución del AChRn en las mismas. 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Cultivo de neuronas de hipocampo 
 

El cultivo primario de neuronas de hipocampo se realizó a partir de fetos de ratón Balb/c 
en día 18 de desarrollo embrionario (E18). El procedimiento fue revisado y aprobado por 
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, BIOMED, y 
cumplió con las recomendaciones de la Guía del Instituto Nacional de Salud para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio [34]. 

Una vez extraído los cerebros se disecaron los hipocampos y se colectaron en HBSS frío. 
El procedimiento se realizó bajo lupa (SMZ745 Nikon) y en un flujo laminar vertical. 



Primero se realizó una digestión con tripsina- EDTA (0,025%) y posteriormente una 
disgregación mecánica. Tras el contaje de las células, se sembraron 25.000 células por 
vidrios (previamente tratados con poli-l-lisina (P2636 sigma) en Neurobasal, 10% suero 
fetal bovino, glutamax, glucosa y gentamicina durante toda la noche). Las células se 
mantuvieron en estufa (37ºC, 5% CO2) durante 2 horas y posteriormente se reemplazó el 
medio por un medio definido (Neurobasal, glutamax, B27 y gentamicina). Se estableció 
como día de diferenciación 0 (D0) el día del cultivo. Las neuronas se incubaron durante 
15 días (D15). Se realizó un cambio de 2/3 partes del medio cada 3 o 4 días. 
Posteriormente las neuronas cultivadas fueron tratadas (con glucosa o insulina) y se 
realizaron las tinciones correspondientes mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI). 

Tratamientos 
 
Las neuronas fueron crecidas en medio definido que contiene una concentración final de 
25mM de glucosa (ya que es la cantidad que aporta el Neurobasal) o con medio definido 
con glucosa adicional a una concentración final de 50mM desde D0 en adelante hasta D6 
o D15. En D15 se estudió el efecto de un incremento en los niveles de glucosa. Para ello 
un grupo de neuronas (previamente crecidas en 25mM de glucosa) se incubaron en medio 
definido con 75 mM glucosa durante 30 minutos. 

Los tratamientos con insulina se realizaron en neuronas en D7. Primero se reemplazó el 
medio por uno nuevo sin inulina. Pasadas 24 hs, las neuronas fueron tratadas durante 24 
hs con insulina 20nM (tratamiento largo), el resto de las neuronas fueron tratadas con 
vehículo. Para realizar el tratamiento corto con insulina, primero se les realizó un lavado 
con HBSS por 30 minutos y luego se cambió a un medio conteniendo insulina 20nM 
durante 60 minutos. De esta forma se obtuvieron 4 condiciones experimentales: condición 
control la cual sólo recibió vehículo durante el tratamiento largo y corto (control –I20nM). 
La segunda condición, que también recibió vehículo en el tratamiento largo, pero recibió 
insulina 20nM en el tratamiento corto (control +I20nM). Las restantes dos condiciones 
recibieron insulina 20nM durante el tratamiento largo, pero mientras la tercera recibió 
vehículo en el tratamiento corto (I20Nm- I20nM), la cuarta recibió insulina (I20nM 
+I20nM). 

IFI para marcar Map2 
 
Con el fin de estudiar el árbol dendrítico, tras los tratamientos correspondientes, se realizó 
una IFI con un anticuerpo específico contra Map2 que marca principalmente las dendritas 
de las neuronas. Para ello, las neuronas se fijaron en PFA (4%)-Sacarosa (4%) durante 10 
minutos a temperatura ambiente, y tras remover la solución de fijación y lavar con PBS-
Glicina (0,1M), se bloqueó en PBS-glicina-BSA-TRITÓN (0,03%) durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se colocó el anticuerpo primario anti Map2 (PA1-
10005 ThermoFisher) 1/1000 en PBS-glicina-BSA-TRITÓN (0,03%), durante 60 
minutos a temperatura ambiente. Tras los lavados se añadió el anticuerpo secundario 
(Alexa Fluor555) preparado (1/500) en PBS-glicina-BSA-TRITÓN (0,03%), durante 60 
minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron con PBS y se montaron en 
cubreobjetos con el medio de montaje Fluoroshiel (Sigma F6182). 

 

 



IFI para marcar la AChRn α7 
 
Tras la fijación de las neuronas con PFA (4%)-Sacarosa (4%) durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, las neuronas se incubaron por 10 minutos en frío con la solución 
de bloqueo que contiene BSA (albúmina de suero bovino) al 1% en PBS y glicina. 
Posteriormente se añadió el anticuerpo primario monoclonal MAb319 (Sigma N8158) 
1/500 en BSA al 1% en PBS y glicina en durante 30 minutos en frío. Luego de remover 
la solución de fijación y lavar con PBS-Glicina (0,1M), se colocó el anticuerpo secundario 
conjugado a Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher) preparado 1/1000 en medio de bloqueo, 
durante 25 minutos a temperatura ambiente. Por último, las células se lavaron con PBS y 
se montaron en cubreobjetos con el medio de montaje Fluoroshiel (Sigma F6182). 

Estudios morfométricos y de los niveles de AChRn α7  
 
Se estudió la morfología de las neuronas y también la expresión del AChRn α7. Para ello 
se obtuvieron fotos de los distintos marcajes por IFI con un microscopio Nikon Eclipse 
TE300 equipado con una cámara CCD. Para el análisis se analizaron 8-12 neuronas por 
cada condición experimental. Para el análisis de fluorescencia se utilizó el software Icy 
(Institu Pasteur, France BioImaging). Primero se definió manualmente una región de 
interés (ROI) en dos zonas distintas de la neurona, el soma y las dendritas, y se midió la 
fluorescencia media a la que se restó la media de la fluorescencia del fondo. Para el 
análisis morfométrico se utilizó la técnica de Sholl, utilizando el Pluggin del paquete 
informático ImajeJ. 

 

Análisis estadístico 

 Los datos fueron analizados estadísticamente con el paquete informático GraphPad prism 
8. Se realizaron pruebas de ANOVA de un factor para el análisis de los efectos de glucosa, 
ANOVA de dos factores para el estudio de la insulina, y ANOVA de dos factores con 
medidas repetidas para el análisis del árbol dendrítico. Posteriormente se hicieron 
estudios de comparaciones entre grupos (Tukey's multiple comparisons test y Sidak's 
multiple comparisons test). Los datos se consideraron estadísticamente significativos 
cuando el valor p fue menor a 0,05. 

 

 
RESULTADOS  
 
Estudiamos el desarrollo del árbol dendrítico mediante la técnica de Sholl en neuronas en 
D6. Se compararon los efectos de dos concentraciones de glucosa, 25mM y 50mM, en el 
medio de cultivo desde D0 a D6, es decir durante el desarrollo de las neuronas. Se observó 
que la concentración de glucosa 50mM produce un menor número de intersecciones en 
comparación con la dosis de 25mM (Fig. 1). Esto indicaría que las neuronas crecidas en 
un medio con mayor concentración de glucosa presentan una menor complejidad. 

 

 



Fig 1. Estudio del efecto de la glucosa sobre el desarrollo del árbol dendrítico A. Se 
muestran fotos representativas de neuronas hipocampo en D6 crecidas en un medio con 
glucosa 25mM y 50mM desde D0. Las mismas están marcadas por inmunofluorescencia 
indirecta contra MAP2.  B. Máscara sobre la que se hace el análisis de Sholl obtenido a 
partir de las imágenes respectivas. C. Resultado del análisis de Sholl en neuronas 
tratadas con glucosa 25mM (círculos celestes) y glucosa 50mM (círculos naranjas).  Las 
fotografías fueron obtenidas con un microscopio invertido Nikon TE y utilizó un objetivo 
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de inmersión 60x. El gráfico muestra la media y el SEM. Se realizó un ANOVA de dos 
factores con medidas repetidas *p < 0.05. n = 8~11 neuronas por grupo. 

 
 
Posteriormente se estudió el efecto de esas dos concentraciones de glucosa durante el 
desarrollo de las neuronas, sobre la expresión del AChRn α7 en neuronas en D15. No se 
observaron diferencias significativas en la expresión de este receptor en soma como así 
tampoco en las dendritas (Fig. 2).  

También se estudió el efecto del aumento en la concentración de glucosa durante un 
tiempo corto sobre la expresión del receptor. Se observó que las neuronas en D15, 
crecidas en glucosa 25mM, mostraron un incremento de la fluorescencia en el soma como 
así también en las dendritas tras la incubación durante 30 minutos con glucosa 75mM en 
el medio de cultivo. Esto indica que un aumento de glucosa produce un incremento en los 
niveles de AChRn α7 en las neuronas de hipocampo (Fig. 2). 

 

25
m

M
50

m
M

25
m

M
 +

 7
5m

M

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
ia

 r
e

la
ti

v
a

(U
A

)

25
m

M
50

m
M

25
m

M
 +

 7
5m

M

 



Fig 2. Estudio del efecto de la glucosa sobre los niveles de AChRn α7. A. Se muestran 
fotos representativas de neuronas hipocampo en D15 crecidas desde D0 en un medio con 
glucosa 25mM o 50mM, y más a derecha, neuronas en D15 crecidas en medio con 
glucosa 25mM y tratadas por 30 minutos con una concentración de glucosa 75mM. Las 
mismas están marcadas por inmunofluorescencia indirecta contra la subunidad α7 del 
AChRn.  B. y C. Resultado de la cuantificación de la fluorescencia media en somas y 
dendritas, respectivamente. Se muestran los resultados de neuronas crecidas en glucosa 
25mM (barras celestes), glucosa 50mM (barras naranjas), y crecidas en medio con 
glucosa 25mM y tratadas posteriormente con una concentración de glucosa 75mM 
durante 30 minutos (barras granates). Las fotografías fueron obtenidas con un 
microscopio invertido Nikon TE y utilizó un objetivo de inmersión 60x. n = 8~12 
neuronas por grupo. El gráfico muestra la media y el SEM. Se realizó un ANOVA de un 
factor *p < 0.05 respecto a 25mM.  

 

Posteriormente se estudió el efecto de la insulina sobre la expresión del AChRn α7. Se 
muestran fotos representativas de los resultados en la Fig. 3A. El tratamiento largo con 
insulina (24 hs con insulina 20nM en el medio de cultivo) no produjo cambios 
significativos en la expresión del AChRn α7 en las neuronas en D7, tanto en el soma, 
como tampoco en las dendritas (Fig. 3B y 3C). Sin embargo, el tratamiento corto con 
insulina (60 minutos con insulina 20nM) si produjo cambios significativos en la expresión 
del receptor. En el caso del soma, el tratamiento agudo con insulina mostró un aumento 
de la fluorescencia tanto en las neuronas control como en las que recibieron el tratamiento 
largo con insulina (ANOVA de dos factores, factor insulina corta duración significativo, 
*** p=0,0001), (Fig. 3B). Por el contrario, en el caso de las dendritas se detectó un efecto 
diferencial dependiente de si las neuronas habían recibido el tratamiento largo de insulina 
(ANOVA de dos factores, interacción significativa, p=0,0439), (Fig.3C). Se observó un 
aumento en la expresión del AChRn α7 en las neuronas control (p=0,0006), por el 
contrario, en las neuronas que fueron tratadas de forma prolongada con insulina no se 
observaron cambios significativos (p0.05). 
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Fig 3. Estudio del efecto de la insulina sobre los niveles de AChRn α7. A. Se muestran 
fotos representativas de neuronas de hipocampo en D7 marcadas por 
inmunofluorescencia indirecta contra la subunidad α7 del AChRn.  Las neuronas fueron 
crecidas en un medio con glucosa 25mM, y en D7 tratadas con insulina 20nM por 24hs 
y/o insulina 20nM por 60 minutos. C-l20nM (sin ningún tratamiento de insulina), 
C+I20nM (control con tratamiento corto de insulina), I20Nm-I20Nm (tratamiento largo 
de insulina, sin tratamiento corto), y I20Nm+ I20nM (con tratamiento largo y corto de 
insulina). B. y C. Resultado de la cuantificación de la fluorescencia media en somas y 
dendritas respectivamente. El control y el I20nM corresponden a condición sin insulina 
por tiempo largo y con insulina por tiempo largo respectivamente. También se observa 
la condición sin tratamiento corto de insulina y con tratamiento corto de insulina, barras 
celestes y rojas respectivamente. Las fotografías fueron obtenidas con un microscopio 
invertido Nikon TE y utilizó un objetivo de inmersión 60x. n = 8~11 neuronas por grupo. 



El gráfico muestra la media y el SEM. Se realizó un ANOVA de dos factores, p>0,05(ns), 
p<0,05(*) relativo al control celeste.  

 

 

DISCUSIÓN 

 
Mediante estos experimentos se demuestra que los niveles de glucosa e insulina afectan 
el desarrollo del árbol dendrítico y también la expresión del AChRn α7 en las neuronas 
de hipocampo en cultivo. Se observó que una concentración de 50mM de glucosa durante 
el desarrollo de las neuronas produjo una menor complejidad del árbol dendrítico que la 
concentración de 25mM. Si bien estos niveles de glucosa no produjeron diferencias en la 
expresión basal del AChRn α7, un incremento breve de glucosa (durante 30 minutos) fue 
capaz de producir un aumento en la expresión de dicho receptor. En el caso de la insulina 
pudimos observar que mientras el tratamiento largo con insulina 20nM no produjo 
cambios en la expresión del AChRn α7, el tratamiento corto con esa misma concentración 
de hormona elevó los niveles éste. Este incremento se observó tanto en el soma como en 
las dendritas de las neuronas, sin embargo, en el caso de las dendritas, no se observó dicho 
incremento cuando las neuronas fueron previamente incubadas con insulina durante 24hs.  

Estudios in vitro en líneas celulares de adipocitos y miotubos, así como cultivos primarios 
de neuronas, muestran que la exposición prolongada (12 a 24hs) con insulina genera RI 
en dichas células[35, 36]. Las concentraciones utilizadas van desde 5nM (concentraciones 
fisiológicas), por ejemplo, utilizadas en adipocitos 3T3-L1 [35], a concentraciones de 
20nM utilizadas en neuronas corticales y del ganglio de la raíz dorsal[37, 38]. 
Concentraciones de insulina más elevadas, que van de 20 a 100nM durante 15 a 60 
minutos se utilizan posteriormente para evaluar el desarrollo de la RI. De forma que la 
respuesta diferencial al tratamiento corto con insulina que se manifiesta en las dendritas 
de neuronas que fueron tratadas de forma prolongada con insulina, podría indicar que 
estas neuronas también desarrollaron RI.  

Cabe aclarar que la principal función metabólica que ejerce la insulina en el sistema 
periférico, es decir la captación de glucosa, no es la misma en el SNC. La captación de 
glucosa en las células del cerebro funciona principalmente mediante transportadores de 
glucosa que no son sensibles a la insulina[39], como GLUT-1 (astrocitos), GLUT-3 
(neuronas) y GLUT-5 (microglia)[40]. Sin embargo, dado que estas isoformas no pueden 
explicar toda la utilización de glucosa en el cerebro, el transporte de glucosa a través de 
los trasportadores que si son sensibles a la insulina (GLUT-4 y GLUT-8) son claves para 
la regulación en el transporte y el uso de la glucosa cerebral[40]. 

Existe gran discusión sobre las moléculas que están implicadas en el estado de RI. 
Muchos artículos se centran en la proteína IRS1 (insulin receptor substrate 1) como 
principal molécula que se vería afectada[41, 42]. Esta proteína se encuentra rio arriba en 
la señalización del receptor de insulina. Sin embargo, nuevos enfoques demuestran que 
podría producirse un fallo en la translocación del trasportador de glucosa (GLUT-4) por 
otras proteínas independientemente de IRS1[25]. Se reportó que la RI produce cambios 
en la composición de la membrana plasmática, específicamente se observó un aumento 
en los niveles de colesterol, y una disminución en los niveles de fosfatidilinositol 4,5 
bisfosfato (PIP2)[35, 43, 44], los cuales podrían estar involucrados.  

En relación con esto, se sabe que la composición de la membrana plasmática (MP) afecta 
la estabilidad y la estructura correcta del AChRn, fundamentales para el funcionamiento 



y la organización de este en la membrana plasmática (MP)[45, 46]. Estudios en la línea 
celular CHO-K1/A5, células de ovario de hámster chino que expresan de manera 
heteróloga el receptor nicotínico muscular adulto (AChR αβεδ)[47], mostraron cómo 
cambios en la fluidez de la MP afectan la estabilidad, el recambio y la función del 
AChRn[48, 49]. En particular son importantes el colesterol y los esfingolípidos de los 
dominios o plataformas (“rafts”) lipídicas de la membrana celular en donde se encuentra 
mayoritariamente el AChRn [48, 50, 51]. 

Por otra parte, se sabe que un factor de gran importancia para la estabilidad del AChRn 
en la MP es el citoesqueleto de actina. Específicamente la actina cortical que está por 
debajo de la MP puede modificar el contenido en las balsas lipídicas[52], así como 
también el tráfico del receptor en la célula y su expresión en la MP [18, 53]. También se 
ha visto que otro tipo de receptores, como los del tipo AMPA (AMPAR), tienen procesos 
dinámicos de exocitosis, endocitosis y reciclaje endosómico, que involucran el 
citoesqueleto de actina[54]. Este dato es de gran relevancia ya que se ha observado que 
la RI se correlacionan fuertemente con la pérdida de la estructura del citoesqueleto de 
actina[55]. 

Se sabe que en la sinapsis la magnitud de la respuesta dependerá de la cantidad de 
neurotransmisor liberada y el número de receptores disponibles en la membrana post 
sináptica[18]. Por lo tanto, el número de AChRn expresados en MP es fundamental para 
una respuesta funcional correcta de dicho receptor. En relación con esto, algunas 
patologías neurodegenerativas, se asocian con alteraciones en el sistema colinérgico. En 
el caso de la EA estudios post mortem, además de la presencia de cúmulos neurofibrilares 
intracelulares (proteína tau) y de las placas neuríticas seniles extracelulares (péptido β 
amiloide) características de la enfermedad, en la corteza cerebral y el hipocampo hay 
pérdida tanto de la inervación colinérgica como del número de AChRn [56].  

Estos resultados, obtenidos en neuronas que expresan en forma endógena el AChRn α7, 
demuestran que factores que resultan alterados durante el la DM2, como la glucosa o la 
insulina, tienen efectos sobre la complejidad neuronal y sobre los niveles del AChRn α7. 
Esto en última instancia puede ser factores claves que afectan las sinapsis y la 
conectividad neuronal en toda la red del hipocampo, resultando así en un deterioro 
cognitivo, lo que podría conllevar al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. 

 
 
 
RESUMEN 
 
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), caracterizada por elevados niveles de glucosa e 
insulina, ha mostrado tener influencia sobre la estructura y las funciones del cerebro, 
produciendo un mayor riesgo de deterioro cognitivo, e incluso de demencias como la 
Enfermedad de Alzhemer (EA) [1, 2]. En relación a esto se conoce que la tasa de 
transporte de insulina al cerebro está alterada durante, la obesidad, la DM2, la vejez y la 
(EA)[3] y que en los últimos se observa una disminución en el número de receptores de 
insulina en el cerebro[4]. Estudios in vitro han demostrado que la inhibición del receptor 
de insulina genera pérdida de sinapsis, disfunción sináptica, y plasticidad sináptica 
deteriorada [5].  

El receptor de acetilcolina nicotínico (AChRn) juega un papel fundamental en la 
plasticidad sináptica[6, 7]. En el hipocampo, estructura importante en los procesos de 
formación de la memoria, se encuentra localizado a nivel pre y post-sináptico en somas y 



terminales nerviosas de distintos tipos de neuronas. En varias disfunciones tales como 
Esquizofrenia, Epilepsia, Autismo, (EA) y adicciones [8-10] se observa una alteración de 
los mecanismos colinérgicos o una disminución de estos receptores. En la EA existe una 
marcada disminución del AChRn subtipo α7 (AChRn α7) en algunas áreas cerebrales, 
entre ellas el hipocampo [11, 12] como también ocurre en la  vejez con los niveles de 
expresión de las subunidades del mismo. [13]. 

Dado que se considera que la resistencia a la insulina (RI) constituye un posible vínculo 
entre el metabolismo y disfunciones cognitivas características de la vejez y las 
enfermedades neurodegenerativas[14-16], se plantea el interrogante de qué características 
morfológicas y funcionales de la transmisión sináptica podrían estar afectadas en esta 
condición patológica. Dada la relevancia de los AChRn en las sinapsis, se enfocó el 
estudio en determinar si algunas alteraciones metabólicas características de la RI pueden 
afectar la expresión del AChRn en el soma y/o en las dendritas de neuronas de hipocampo.  

Se trabajó con cultivos primarios de neuronas de hipocampo de fetos de ratón (E18)[17] 
crecidas con diferentes concentraciones de glucosa (25 y 50mM) durante 6 o 15 días (D6 
o D15 respectivamente) y se realizaron diferentes tratamientos con glucosa o  insulina. 
Para evaluar cambios en la expresión del AChRn se utilizaron inmunofluorescencias 
indirectas (IFI) con un anticuerpo específico para la subunidad α7 del AChRn (MAb319), 
y se analizó por microscopía de fluorescencia. Para el análisis de fluorescencia se utilizó 
el software Icy (Institu Pasteur, France BioImaging). Primero se definió manualmente 
una región de interés (ROI) en dos zonas distintas de la neurona, el soma y las dendritas, 
y se midió la fluorescencia media a la que se restó la media de la fluorescencia del fondo. 
Para el análisis morfométrico se utilizó la técnica de Sholl, utilizando el Pluggin del 
paquete informático ImajeJ. Se evaluó el desarrollo del árbol dendrítico de las neuronas 
(D6) marcando el citoesqueleto de actina mediante una IFI con MAP2.  

Encontramos que concentraciones de glucosa mayores (50mM) aplicadas durante el 
desarrollo, producen un menor número de intersecciones en comparación con una dosis 
menos de glucosa (25mM), es decir que generan una menor complejidad en el desarrollo 
del árbol dendrítico. También se estudió el efecto de las dos concentraciones de glucosa 
durante el desarrollo de las neuronas en neuronas de 15 días (D15) sobre la expresión del 
AChRn α7. No se observaron diferencias significativas en la expresión de este receptor 
en soma como así tampoco en las dendritas. Luego si se observan cambios si las neuronas 
en D15, crecidas en glucosa 25mM, y posteriormente tratadas de forma corta (30 minutos) 
con glucosa 75mM. En este caso se observó un aumento en la expresión del AChRn α7 
en soma y dendritas. Esto indica que un aumento agudo de glucosa produce un incremento 
en los niveles de AChRn en las neuronas de hipocampo. 

Estudiamos también el efecto de cambios en la concentración de la insulina sobre la 
expresión del AChRn α7 en neuronas de 7 días (D7). Un tratamiento largo con insulina 
(24 hs, 20nM) no produjo cambios significativos en la expresión del AChRn α7 en las 
neuronas tanto en el soma, como tampoco en las dendritas. Sin embargo, el tratamiento 
corto con insulina (60 minutos, 20nM) si produjo cambios significativos en la expresión 
del AChRn α7. En el caso del soma, el tratamiento corto con insulina mostró un aumento 
de la fluorescencia tanto en las neuronas control como en las que recibieron el tratamiento 
largo con insulina. Por el contrario, en el caso de las dendritas se detectó un efecto 
diferencial, se observó un aumento en la expresión del AChRn α7 en las neuronas control, 
pero no en las neuronas que fueron expuestas a un tratamiento largo. 

Mediante estos experimentos se puede observar que los niveles de glucosa e insulina 
pueden afectar el desarrollo del árbol dendrítico y también la expresión del AChRn α7 en 



las neuronas de hipocampo en cultivo.  Se sabe que en la sinapsis la magnitud de la 
respuesta dependerá de la cantidad de neurotransmisor liberada y el número de receptores 
disponibles en la membrana post sináptica[18]. Por lo tanto, el número de AChRn α7 
expresados en MP es fundamental para una respuesta funcional correcta de dicho 
receptor. 

Estos resultados innovadores, obtenidos en neuronas que expresan en forma endógena el 
AChRn, demuestran que factores que resultan alterados durante la DM2, como la glucosa 
o la insulina, tienen efectos sobre la complejidad neuronal y sobre los niveles del AChRn. 
Creemos que en última instancia, estos podrían ser factores claves que afectan las sinapsis 
y la conectividad neuronal en toda la red del hipocampo, resultando así en un deterioro 
cognitivo, lo que podría conllevar al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. 

 
 
SUMMARY 
 
Type 2 diabetes mellitus (DM2) can influence the brain structure and function, increasing 
the risk of cognitive decline and dementias. The nicotinic acetylcholine receptors 
(nAChR) play a fundamental role in synaptic plasticity. In the hippocampus, a structure 
involved in memory formation, it is expressed in neuronal somas and nerve terminals. In 
cognitive dysfunctions as Alzheimer disease (AD) there is a marked decrease of nAChR 
in the hippocampus. Insulin resistance (IR), a hallmark of DM2, is considered a link 
between metabolism and cognitive dysfunctions produced in old age and dementia. Given 
the relevance of nAChR in the synapses, we aimed to study if metabolic alterations related 
to IR, can affect nAChR expression. For this, in hippocampal neurons primary-culture, 
we studied the effects of glucose and insulin levels for short and long periods on the 
dendritic tree development (using Sholl technique), and on nAChRs α7-subtype 
(nAChRα7) levels in soma and dendrites (by immunofluorescence microscopy analysis). 
At day 6 in culture (D6), it was observed that 50mM glucose-concentration during neuron 
development, produce less neuronal complexity than 25mM glucose-concentration. 
These glucose levels did no produced any significant alteration in nAChRα7 expression 
at D15 in culture. Nevertheless, in these neurons, 75mM glucose-concentration during 
30-min did produced a significant increase of nAChRα7 in soma and dendrites. Long-
insulin application (24h, 20nM) did not produce changes in nAChRα7 expression in D7. 
On the contrary, short-insulin application produced a significant increase of nAChRα7 in 
the soma. In the case of dendrites, it was observed that short-insulin produced a significant 
increased of nAChRα7 in neurons that were not previously exposed to long-insulin, but 
not in those exposed. In conclusion, changes in glucose and insulin levels, can affect the 
neuronal complexity and nAChR expression levels in the hippocampus, which could 
affect synapses and neural connectivity throughout the hippocampal network. 
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INTRODUCCIÓN 
 

El tratamiento exitoso de las enfermedades neurodegenerativas es uno de los grandes 
desafíos médicos a los que nos enfrentamos en la actualidad. Entre las que afectan a 
la retina podemos mencionar a la Retinitis Pigmentaria (RP) y a la Degeneración de la 
Mácula relacionada a la Edad (DMRE) entre otras. En estas patologías están 
involucrados entre otros mecanismos, el estrés oxidativo, la agregación de proteínas 
y, más recientemente establecido, la inflamación crónica local. Estas enfermedades 
tienen como características comunes la muerte de las neuronas fotorreceptoras (FR), 
asociada a procesos de gliosis y neuroinflamación en los cuales están involucradas las 
células gliales de Müller (CGM) y las células del epitelio pigmentario de la retina 
(EPR). Estas últimas también juegan un rol importante en varias de estas 
enfermedades a través de su degeneración o alteraciones funcionales como ocurre en 
la DMRE. En estas enfermedades, las estrategias terapéuticas tienen como objetivo 
reducir la muerte neuronal o disminuir el efecto de la inflamación en la iniciación y/o 
progresión de las mismas. 

Los receptores de retinoides X (RXR) tienen un papel único en la modulación y la 
integración de múltiples funciones celulares. Sus agonistas han mostrado efectos 
clínicos beneficiosos en modelos animales de enfermedades inflamatorias crónicas 
(Nagy y col., 2012). Nuestro laboratorio ha sido pionero en establecer un importante rol 
para los RXR en la supervivencia de distintos tipos celulares de la retina. Hemos 
determinado que la activación de los RXR protege a los FR de la muerte por apoptosis 
inducida por distintos tipos de estrés oxidativo, utilizando un ligando endógeno o 
agonistas sintéticos (German y col. 2013). Asimismo, recientemente hemos 
demostrado que la activación de los RXR mediante agonistas sintéticos, protege a 
las células de EPR, de la muerte por apoptosis inducida por H2O2, bloqueando la 
translocación nuclear del factor de transcripción NFκB (Ayala Peña y col., 2016). La 
manipulación de los RXR con este fin podría ser beneficiosa en diversas patologías 
neurodegenerativas de la retina. 

En modelos murinos de enfermedades neurodegenerativas del Sistema Nervioso 
Central, dicho efecto benéfico estaría mediado en algunos casos por la promoción 
directa de la supervivencia del tipo neuronal afectado y en otros indirectamente al 
aumentar la actividad fagocítica de las células microgliales y atenuar la inflamación 
(Cramer y col., 2012; Friting y col., 2009). Es de gran interés evaluar si las CGM 



 

 

 

y del EPR, células con capacidad inmunomoduladora, tienen funciones similares. 
Tanto las CGM como del EPR participan activamente en el desarrollo de patologías 
de la retina liberando factores proinflamatorios. La participación de los RXR en la 
regulación de la respuesta inmunomoduladora de estas células es poco conocida. 
Establecer si los RXR pueden regular dicha capacidad, con efecto final anti-inflamatorio 
redundaría en la preservación indirecta de los FR. 

Por otra parte, muchos de los agonistas de los RXR poseen diversos efectos no 
deseados, propios de los distintos programas génicos activados dependiendo de la 
configuración de los RXR (homodímeros, heterodímeros con distintos receptores 
nucleares y la isoforma involucrada). Por lo tanto, resulta muy interesante ensayar la 
actividad biológica de nuevos compuestos sintéticos que podrían actuar como agonistas 
de los RXR regulando la supervivencia de las células del EPR y FR, pudiendo a su 
vez acotar los efectos no deseados y/u optimizar su potencial administración en 
pacientes. En este proyecto analizamos su efecto sobre la supervivencia de las células 
del EPR, para a futuro continuar los estudios en un modelo más complejos. 

En este contexto, el modelo murino de Retinitis Pigmentosa, el ratón rd1, nos 
permitió estudiar el rol de los RXR en las CGM en cultivos mixtos neurogliales. Por 
otra parte, la utilización de un modelo de estrés oxidativo inducido por especies 
oxígeno reactivo en las células del EPR (línea celular D407) in vitro, nos permitió 
profundizar en la participación de los RXR tanto en su capacidad inmunomoduladora 
como ensayar la actividad biológica de nuevas moléculas con estructuras 
tridimensionales semejantes o no a agonistas de los RXR. El objetivo general de este 
proyecto fue investigar el rol de los RXR en el tratamiento de las enfermedades 
neurodegenerativas de la retina, más específicamente estudiando la modulación de la 
respuesta inflamatoria. 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Animales utilizados 
 
Se emplearon ratones rd1 (C3H/HeJ (rd/rd), obtenidos del Jackson Laboratory 
(Maine, EEUU), y ratones de la cepa C57BL/6, como controles (wt), todos criados en 
el bioterio del INIBIBB. Hemos establecido las colonias de estos ratones siguiendo los 
cuidados y lineamientos nacionales (disposición ANMAT 6677/10; CICUAE UNS), e 
internacionales (lineamientos establecidos para el uso y bienestar de animales de 
laboratorio indicados en la guía de los Institutos Nacionales de Salud de EEUU, NIH 
Guide for the care and use of laboratory animals).



 

 

 

Cultivos mixtos neurogliales 
 
Se sembraron suspensiones celulares, obtenidas de retinas de ratones rd1 o wt PN2, 
sobre substratos de baja adhesividad en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s 
(DMEM) con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Abrahan y col., 2009; Simon y col., 
2012; Volonté y col., 2019), obteniéndose la presencia de pequeños grumos (5-30 
células/grumo). Estos grumos están compuestos por células progenitoras de retina y 
por neuronas en distintos niveles   de   diferenciación.   Las   CGM   derivan   de   
progenitores   tardíos,    los cuales tras finalizar la mitosis originan tanto FRs como 
CGM  (Turner  and  Cepko 1987). Luego de  2-3  días  en  cultivo,  las  CGM  
comienzan  a  extenderse  por  debajo de los grumos, formando una monocapa sobre 
la cual se ubican y desarrollan las neuronas (principalmente FRs, aproximadamente 
el 95% del total de las neuronas). Los cultivos fueron incubados a 36°C en  una  
atmósfera  humidificada  y  con  5%  de  CO2 con un recambio del medio de cultivo 
cada 3-4 días hasta la finalización del experimento. Los cultivos fueron tratados 
para realizar extracción de ARNm o fijados con PF 4% en PBS para realizar tinciones 
mediante técnicas de inmunocitoquímica. Para el estudio de los cultivos se eligieron los 
días 6 y 11. 
 
Tratamiento de los cultivos mixtos neurogliales con el agonista de los receptores 
RXR, PA024 
 
El tratamiento con el agonista sintético no comercial, PA024 (generoso regalo del 
Dr. Kagechika, Tokyo Medical and Dental University, Japan), de los cultivos primarios 
mixtos neurogliales se realizó a los días 3, 5 y 8 de cultivo o con sólo una 
suplementación al día 5, ya que previamente se obtuvieron resultados similares sobre 
su efecto protector. En ambos casos se realizó a una concentración de 0,1 µM, 
concentración que surgió de la realización previa de una curva con concentraciones 
crecientes del agonista vs. los niveles de muerte celular, siendo la concentración 
seleccionada la menor a la cual se observó una disminución significativa de la muerte 
celular respecto del control. Los cultivos fueron mantenidos durante todos los 
experimentos en DMEM 10% SFB. Como controles del experimento se utilizaron 
condiciones sólo con agregado del medio DMEM 10% SFB y, por otro lado, con 
agregado de dimetilsulfóxido (DMSO), vehículo del PA024. Los cultivos tratados de 
esta manera fueron fijados con PF 4% para realizar tinciones mediante técnicas de 
inmunocitoquímica o tratados para realizar extracción de ARNm. 
 
Cultivos epiteliales 
 
Se utilizó la línea celular D407 (donadas por el Dr. Rodriguez-Boulan, EEUU). Las 
células se repicaron por disociación en 0,25% de tripsina y 5 mM EDTA, en HANK’S, 
seguido del resembrado a una dilución 1:3. Se mantuvieron en DMEM con 5% de SFB 
y gentamicina al 0,5%; y se incubaron a 37 ° C en una atmósfera húmeda de CO2 
al 5%. Antes del tratamiento con H2O2, las células se privaron de DMEM sin FBS 
durante 18-21 h.. 
 
 
 
 
Tratamiento de las células D407 con agonista de los RXR y daño oxidative 



 

 

 

A los cultivos D407 se les removió el medio como se mencionó previamente y se 
trataron con el agonista comercial HX630 o su vehículo (DMSO) a una concentración 
final de 1 μM, 1 h antes de la inducción de la apoptosis con H2O2, en DMEM sin 
SFB. Una hora después de la suplementación con el agonista, los cultivos se trataron 
o no (controles) con H2O2 a concentraciones finales de 500 μM para evaluar a las 2,5 
y/o 5 h la expresión génica de citoquinas pro y anti-inflamatorias. Las células de EPR 
se incubaron con HX630 1 uM o su vehículo, y después de 1 h se trataron o no con 
H2O2 (200 o 500 µM) por distintos tiempos (0, 3, 5 y 9 h, luego del tratamiento con 
H2O2) para analizar la liberación de IL-10 mediante ensayo de ELISA (#BDB-550613, 
BD Biosciences, según manufacturador). 
 
Tratamiento de las células D407 con el compuesto AN y daño oxidative 
 
Preparamos un stock del compuesto AN en DMSO. Luego realizamos las diluciones 
del compuesto AN en medio acuoso inmediatamente antes de su utilización y les 
realizamos una agitación suave previa al tratamiento de cada triplicado. A los cultivos 
D407 se les removió el medio y se los dejo 18 h en DMEM sin suero. Luego se 
los trató con el compuesto AN en diferentes concentraciones: 0,1; 1 y 10 µM, o con 
su vehículo (DMSO) respectivo y después de 1 h se trataron o no con H2O2 (500 
uM) durante 5 h. Posteriormente analizamos la integridad nuclear por citoquímica con 
la sonda  nuclear DAPI. 
 
Ensayos generales de inmunocitoquímica 
 
Los  cultivos  fueron  fijados  con  PF  al  4%  en  PBS,  a  temperatura   ambiente 
durante 60 minutos, seguidos de una permeabilización con  Tritón  X-100  (0,1%  en 
PBS) durante 10 minutos. Previo a la incubación con anticuerpos, las células fueron 
incubadas por 30 minutos con buffer Tris-NaCl con 0,1% Tween-20 (TNT) y 2% 
de leche descremada para reducir la unión inespecífica de los  anticuerpos.  A 
continuación, las células fueron incubadas con anticuerpos específicos dirigidos a 
diferentes proteínas o con sondas fluorescentes para marcar  el  ADN.  Como 
anticuerpos  secundarios  se  utilizaron   anticuerpos   anti-conejo   y   anti-ratón, 
conjugados con fluoróforos verdes  o  rojos  (Cy2  y  Cy3  respectivamente).  En  todos 
los casos se realizaron controles de la técnica omitiendo el agregado de anticuerpos 
primarios, para evaluar la unión  inespecífica  del  anticuerpo  secundario;  y  se 
utilizaron  controles  positivos  y  negativos  de  células  que  expresen  o  no  la  
proteína a estudiar. Finalmente,  los  cultivos  fueron  analizados  por  microscopía  
de  contraste de fase o fluorescencia. 
 
Reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real (RQ-PCR) 
 
El ARN total se aisló utilizando el reactivo Quick-Zol (Kalium Tecnologías). El proceso 
de extracción se realizó de acuerdo con Instrucciones del fabricante. La cantidad de 
ARN se midió  mediante  espectrofotometría.  La  transcripción  inversa  del  ARN  total  
se  realizó utilizando el kit de transcripción inversa de ADNc de alta capacidad. La PCR 
cuantitativa se realizó mediante métodos de PCR en tiempo real SYBR Green. Se 
realizó PCR como se describió anteriormente (Ayala-Peña y col., 2013). La expresión 
relativa de ARNm se calculó  utilizando  el  método  de  umbral  comparativo  (método  
Ct)  con  18  s  para  la normalización. Todas las condiciones experimentales se 
procesaron por triplicado, a menos que se indique lo contrario. Los cebadores RQ-



 

 

 

PCR se diseñaron específicamente para amplificar los siguientes ADNc. 
 
m-RXRalfa          F(5′GACAGTGGCTTGCCTGGTAT3′)  

           R (5′CCAAATCAGAGGGCACCCAT 3′),  
m-RXRbeta         F(5′TCCTTCTCCCATCGGTCCAT3′)  

           R (5′TTTGTGGGGTGGGGTGAAAA 3′),  
m-RXRgamma    F(5′AACTTGGCCTGGGTGAAACA3′)  

           R (5′GAGCACGCTGGCTCATCTAT 3′),  
m-GFAP              F(5′CACGAACGAGTCCCTAGAGC3′)  

           R (5′ATGGTGATGCGGTTTTCTTC 3′),  
 
h-IL-6                 F (5´CCTGACCCAACCACAAATGC 3´)  

          R (5´ATCTGAGGTGCCCATGCTAC 3´),  
h-IL-10                F(5´CAGGTAGAGCAACACTCCTCG3´)  
                               R (5´GGCTGGATAGGAGGTCCCTT 3´). 
 
La eficiencia fue de aproximadamente el 90% para cada par de primers. 

 
Microscopía 
 
Una vez realizadas las tinciones e inmunomarcaciones, las células fueron analizadas 
por microscopía de contraste de fases y epifluorescencia utilizando un microscopio 
Nikon Eclipse E600, acoplado a un condensador para contraste de fase de campo 
claro y a un equipo de Epi-Fluorescencia (Y-FL). Las imágenes fueron tomadas con 
una cámara AmScope MU1403. También se utilizó un microscopio confocal de 
barrido laser (Laser Scanning Confocal microscope, LSCM) leica DMIRE Sp2 con 
objetivo de 63X de inmersión en agua. Las fotografías fueron obtenidas utilizando 
una cámara acoplada al microscopio. 
 
Análisis de imágenes 
 
El análisis de las imágenes se realizó con el programa Fiji-Image J (Schindelin et al. 
2012). Se trabajó con imágenes en 8-bit del canal correspondiente a la fluorescencia 
de interés. Luego se definió manualmente una región de interés, ROI (region of 
interest) y se midió la intensidad de fluorescencia. El mismo procedimiento se realizó 
seleccionando una región de interés que correspondiera a espacios sin marcación, es 
decir, que correspondieran al fondo de la imagen. El promedio de este valor de fondo 
de cada imagen se restó al valor de intensidad de fluorescencia de la región con 
marcación de interés teniendo en cuenta el área de la región seleccionada. El resultado 
del cálculo anterior se encuentra expresado como CTCF (corrected total cell 
fluorescence): CTCF = Densidad Integrada - (área ROI x media de la fluorescencia del 
fondo). 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Análisis estadístico 
 
Los resultados muestran el porcentaje de al menos 3 experimentos independientes (± 
SEM), a menos que se indique lo contrario. En cada experimento cada condición fue 
realizada por triplicado. Para los análisis de inmunocitoquímica se analizaron un total 
de 10 campos por réplica. Para todas las muestras analizadas por qRT-PCR el ensayo 
se realizó por triplicado, a menos que se indique lo contrario. La significancia 
estadística se evaluó mediante el test ANOVA considerando significativo un valor p 
< 0,05. Para realizar los gráficos y el análisis estadístico correspondiente se utilizó el 
programa GraphPad Prism 5. Las imágenes mostradas de cultivo celular son 
representativas de cada resultado. 
 
 
RESULTADOS 
 
Expresión de los RXR cultivos mixtos neurogliales rd1 
 
Previamente hemos demostrado que agonistas de los RXR, como PA024, protegen a las 
células FR y células del EPR de diferentes inductores de estrés oxidativo (German y col 
2013; Ayala-Pena y col., 2016), a través de la activación específica de los RXR; y 
más recientemente a los FR en cultivos mixtos neurogliales rd1 (German y col., 2016). 
Utilizando cultivos mixtos neurogliales, investigamos en este trabajo si la activación de 
los RXR modularía la capacidad inmunomoduladora de las CGM contribuyendo al 
efecto protector. En primer lugar, evaluamos si las neuronas y las CGM en los cultivos 
mixtos expresaban la isoforma alfa de los RXR y si esta expresión estaba alterada en 
los rd1 en comparación con las células wt. Estudiamos la expresión de la isoforma 
alfa mediante inmunocitoquímica en los cultivos mixtos neurogliales wt y rd1 a distintos 
días (7, 9 y 11). Tanto las neuronas (Fig. 1 A, flechas blancas) como las CGM (Fig. 1 
A, cabeza de flechas) expresaron RXRalfa en los cultivos mixtos wt y rd1 después de 
7, 9 y 12 días en cultivo (Fig.1 A). El análisis de la intensidad de fluorescencia expresada 
como CTCF del RXRalfa en los FR más las CGM en los cultivos mixtos mostró un 
incremento significativo en dicha intensidad al día 7 y 9 en los cultivos rd1 respecto de 
su contraparte wt (Fig. 1 B). A su vez, esta expresión a los 12 días alcanzó valores de 
intensidad de fluorescencia similares entre los cultivos mixtos wt y rd1 (Fig. 1 B). 

Luego analizamos los niveles de expresión de ARNm de las tres isoformas de los 
RXR en cultivos neurogliales mixtos wt y rd1 (Fig. 1 C-E). Los resultados 
obtenidos mostraron que a 6 días de cultivo las isoformas alfa y gamma estaban 
significativamente aumentadas en los cultivos de retinas rd1 respecto de su 
contraparte wt (Fig. 1 C, E), mientras que los de la isoforma beta fueron similares 
(Fig. 1 D). Los niveles de expresión de todas las isoformas disminuyeron con el 
tiempo en el cultivo, y al día 11, no se observaron diferencias significativas entre los 
cultivos wt y rd1 (Fig. 1 C-E). 



 

 

 

Estos resultados muestran que tanto los FR como las CGM expresaron RXRalfa y 
sugieren que las isoformas alfa y gamma de los RXR fueron más elevados en las 
células (FR más CGM) rd1 que en los wt a tiempos tempranos in vitro. Estas 
diferencias disminuyeron con el tiempo en cultivo, y las tres isoformas alcanzaron 
niveles de expresión de ARNm similares en cultivos wt y rd1 al día 11. 

 

 
 
Fig 1. Expresión de los receptores RXR en cultivos mixtos neurgliales de retinas de 
ratones wt y rd1. A) Microfotografías de fluorescencia confocal de cultivos mixtos neurogliales 
wt y rd1 de 7, 9 y 12 días, mostrando RXRalfa en neuronas y en CGM; β- tubulina para 
evidenciar morfologías de neuronas (flechas blancas) y CGM (cabezas de felchas); y núcleos 
marcados con DAPI. Barra de escala: 40 μm. Los gráficos C), D) y E) muestran la expresión 
de cada una de las isoformas de los RXR alfa (C), beta (D) y gamma  (E)) en cultivos mixtos de 
6 y 11 días de retinas wt y rd1. Los resultados representan el promedio ± SEM de tres 
experimentos separados (n=3). El análisis estadístico se hizo por ANOVA unidireccional 
seguido de test de tukey (B-E). * p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 
Modulación de la expresión de las isoformas de los RXR mediante la activación 
del RXRalfa 
 
Dado que la activación de los receptores nucleares RXR puede regular su propia 
expresión (Dheer y col., 2018), analizamos si la suplementación con el agonista alteraba 
los niveles de ARNm de RXRalfa y gamma en cultivos mixtos neuro-gliales rd1 de 6 
días, mediante el tratamiento de dichos cultivos con PA024 o con su vehículo al día 
5 (Fig. 2). Nuestros resultados mostraron que mientras los niveles de ARNm de 
RXRalfa permanecieron constantes 24 h después de la suplementación con PA024 
(Fig. 2 A), los de la isoforma RXRgamma aumentaron significativamente (Fig. 2 B). 
 



 

 

 

 

 
 

Fig 2. Modulacion de la expresión de los receptores RXR en cultivos mixtos neurogliales de 
retina de ratones rd1. Las barras representan el cambio de veces en los niveles de ARNm 
de A) RXRalfa y B) isoforma gamma después del tratamiento con DMSO (vehículo) o PA024 
0,1 μM, en relación con sus niveles en cultivos rd1 de 6 días incubados solo con DMEM 10% 
FBS. Los resultados representan la media ± SEM de tres experimentos (n = 3). El análisis 
estadístico fue realizado utilizando un ANOVA unidireccional con un post- hoc Prueba de 
Tukey. * p <0,05. 
 

Los RXR como moduladores de la reactividad de las CGM in vitro en el ratón rd1 
 
Las CGM experimentan gliosis en respuesta a distintos desafíos patológicos en la retina 
y este proceso se inicia en una etapa temprana de degeneración en ratones rd1 
(Bringmann y col., 2001 y 2011). Dado que la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 
es un reconocido marcador de reactividad en las células gliales, investigamos si éste 
modificaba su expresión en los cultivos primarios mixtos neurogliales de retinas rd1 
luego de comparar con su contraparte wt. Estudiamos el porcentaje de CGM positivas 
para la marcación de GFAP en cultivos mixtos neurogliales de 11 días mediante 
inmunocitoquímica. El número fue significativamente mayor en los cultivos de retinas 
rd1, que en los correspondientes wt. Aumentando de un 2.8±0.4% de CGM GFAP 
positivas en los cultivos wt a un 19.6±4.0% en los cultivos rd1 (Fig. 3 A y B). Tanto 
las células positivas para la marcación de GFAP como las negativas, expresaron el 
receptor RXRalfa (Fig. 3 A). Cuando analizamos la expresión de GFAP, a 6 días de 
cultivo mediante qrt-PCR, observamos un aumento significativo de dicha expresión en 
los cultivos mixtos de retinas rd1, siendo este 4.2 veces mayor que en los cultivos wt. 
Sin embargo, luego de 11 días no encontramos diferencias significativas entre ambos 
cultivos, wt y rd1 (Fig. 3 C). Los cultivos de 11 días tratados con PA024 0,1 uM 
mostraron una disminución en el número de CGM GFAP positivas de 19.6± 6.9% a 
cerca de 6.6 ± 1.0% (Fig. 3 D). El análisis de la expresión de GFAP mediante qrt- PCR 
mostro a día 6 una reducción de 0.5-veces comparado con los cultivos rd1 controles y 
no mostró diferencias significativas a día 11 (Fig. 3 E y F respectivamente). 



 

 

 

 

 
Fig. 3. Expresión de GFAP en cultivos mixtos neurogliales de retinas de ratones wt y rd1; 
y efecto del tratamiento con el agonista PA024. A) Las fotomicrografías de fluorescencia de 
cultivos mixtos de 11 días de retinas de ratones wt y rd1muestran en rojo la presencia de CGM 
GFAP positivas luego del tratamiento con el agonista PA024 y comparando con cultivos 
wt, condiciones control (rd1 DMEM 10% SFB) y suplementados con el vehículo del PA024 
(rd1 DMSO). En verde se muestra la marcación de los receptores RXRalfa y en azul, los núcleos 
marcados con la sonda nuclear TOPRO. En B) se muestra el aumento en el porcentaje de 
CGM GFAP positivas a 11 días en cultivos rd1comparados con su contraparte wt, en C) la 
expresión del ARNm de GFAP a 6 y 11 días en cultivo wt y rd1, en D) se muestra el porcentaje 
de CGM GFAP (+) en los cultivos rd1 luego del tratamiento con PA024 o su vehículo (DMSO) 
y en E y F) se muestra los niveles de ARNm de GFAP luego del tratamiento con PA024 o 
su vehículo de cultivos mixtos rd1 a 6 y 11 días respectivamente. Los resultados representan 
el promedio ± SEM de tres experimentos separados (n=3). El análisis estadístico se hizo por 
ANOVA unidireccional seguido de test de tukey (B-F). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
La escala representa 40 μm. 
 
 
Regulación de la expresión génica de citoquinas pro y anti-inflamatorias por los 
RXR en las células de EPR sometidas a estrés oxidativo 
 
La vía NFkB es crucial en la inducción de la respuesta inflamatoria y debido a que 
nosotros previamente hemos demostrado que la activación de los RXR en células del 
EPR (línea celular humana D407) sometidas a estrés oxidativo inhibe su translocación 
nuclear (Ayala Peña y col., 2016), en este trabajo analizamos el rol de los RXR en la 



 

 

 

modulación de la respuesta inflamatoria de las células del EPR sometidas a estrés 
oxidativo, mediante el estudio de la expresión génica de citoquinas pro y anti-
inflamatorias. Cuando analizamos la expresión de IL-6, a las 5 h pos tratamiento con 
H2O2 mediante qrt-PCR, observamos un aumento significativo de dicha expresión, 
siendo este aproximadamente 20 veces mayor que en los cultivos controles (vehículo) 
(Fig. 4 A). Sin embargo, el tratamiento previo con el agonista de los RXR, HX630, 
disminuyó significativamente los niveles de ARNm de IL- 6 a 1,05 veces respecto de la 
condición tratada con H2O2 (Fig. 4 A). Luego analizamos los niveles de ARNm de la 
IL-10, una interleuquina antiinflamatoria. Nuestros resultados mostraron que la 
expresión de IL-10, a las 5 h pos tratamiento con H2O2 mediante qrt-PCR aumento 
significativamente, siendo este aproximadamente 20 veces mayor que en los cultivos 
controles (vehículo) y que el tratamiento previo con HX630 incrementó 
significativamente su transcripción respecto de la condición tratada con H2O2, pasando 
de 13 a 74 veces de aumento (Fig.4 B). 
 
 

 
Fig. 4. Expresión génica de interleuquinas y su regulación por los RXR en células del 
EPR sometidas a estrés oxidativo. Las barras representan los niveles de expresión de los 
genes diana estandarizados mediante el nivel de ARNm 18s en cada muestra y 
normalizados con respecto a los controles de A) Il-6 y B) IL-10 de células D407 tratadas o no 
con H2O2 500 μM durante 5 h en presencia o ausencia de HX630 (1 μM). Los resultados 
representan la media ± SEM de dos experimentos (n = 2). El análisis estadístico fue realizado 
utilizando un ANOVA unidireccional con un post-hoc Prueba de Tukey. ** p<0,01. 

 
 

Regulación de la expresión y secreción de la Interleuquina 10 por los RXR en 
las células de EPR sometidas a estrés oxidativo 
 
Posteriormente evaluamos la liberación de IL-10 mediante un ensayo de ELISA a 
distintos tiempos luego del tratamiento con H2O2 (0, 3, 5 y 9 h). Nuestros resultados 
mostraron que el tratamiento con H2O2 tanto con 200 como 500 uM no alteró la 
liberación de IL-10 basal. El tratamiento con HX630 incrementó significativamente la 
liberación de IL-10 a las 9h pasando de aproximadamente 35 pg/ml en la condición 
control a 80 pg/ml, no así en las condiciones luego tratadas con H2O2 (200 o 500 uM). 
Con lo cual analizamos la expresión del ARNm de IL-10 a las 2,5 h para evaluar si 
HX630 estaría promoviendo la expresión de IL-10 en ausencia de H2O2 a nivel de su 
ARNm a tiempos menores que las 5 h, pudiendo dar tiempo suficiente para detectar un 
aumento en la liberación de dicha interleuquina a las 9 h. Nuestros resultados mostraron 



 

 

 

que el tratamiento de las células de EPR con H2O2 no alteró los niveles de ARNm de 
IL-10 a las 2,5 h respecto al control. La suplementación de los cultivos con HX630 
incrementó dicha expresión a las 2,5 h aproximadamente 25 veces respecto del control, 
siendo dicho incremento más pronunciado que el promovido a las 5 h (Fig. 5 B). Sin 
embargo, el pos-tratamiento de los cultivos tratados con HX630, con H2O2 no promovió 
la expresión de IL-10 a las 2,5 h como si lo hace a las 5h (Fig. 5 B). 
 
 

 
 
 
Fig. 5 Expresión y secreción de IL-10 en células de EPR sometidas a estrés oxidativo y efecto 
del tratamiento con agonistas de los RXR. Las barras representan en A) los niveles de secreción 
de IL-10 de células D407 tratadas o no con H2O2 200 o 500 μM durante distintos tiempos 
(0, 3, 5 y 9 h) en presencia o ausencia de HX630 (1 μM). Las barras en B) representan los niveles 
de expresión del gen IL-10 estandarizados mediante el nivel de ARNm 18s en cada muestra 
y normalizados con respecto a los controles, de células D407 tratadas o no con H2O2 500 μM 
durante 2,5 o 5 h en presencia o ausencia de HX630 (1 μM). Los resultados representan la 
media ± SEM de dos experimentos (n = 2). El análisis estadístico fue realizado utilizando 
ANOVA unidireccional con un post-hoc Prueba de Tukey. * p <0,05. 



 

 

Efecto protector de AN sobre la apoptosis inducida por H2O2 en las células de EPR 
 
Evaluamos la actividad biológica de la nueva molécula AN, potencial agonista de los 
RXR. Para ello analizamos el efecto protector del compuesto AN en los cultivos de 
células de EPR sometidas a estrés oxidativo. Tratamos a los cultivos de EPR (D407) con 
el compuesto AN en diferentes concentraciones o con su vehículo (DMSO) respectivo 
y después de 1 h las tratamos o no con H2O2 durante 5 h. Posteriormente analizamos 
la integridad nuclear por citoquímica con la sonda nuclear DAPI. Nuestros resultados 
mostraron que en ausencia de estrés oxidativo tanto en ausencia como en presencia de 
las distintas concentraciones de AN, las células de EPR poseían sus lamelipodios 
extendidos (Fig 6, línea continua blanca), células con núcleos intactos y células en 
división (fig. flechas negras y blancas). El tratamiento con H2O2 indujo la retracción 
de los lamelipodios (Fig 6, líneas punteadas amarillas) y promovió la condensación y 
fragmentación nuclear de las células de EPR (Fig 6, cabezas de flechas blancas) siendo 
casi indetectable la presencia de células en división. El tratamiento con AN 0,1, 1 y 10 
µM redujeron significativamente el número de células de EPR con núcleos picnóticos o 
fragmentados (Fig. 6, cabezas de flechas blancas). Análisis cuantitativos mostraron que 
el tratamiento con H2O2 incrementó significativamente el porcentaje de células de 
EPR con núcleos fragmentados o picnóticos de aproximadamente 5% en los cultivos 
controles (vehículo) a 30%. El tratamiento previo de los cultivos con AN antes del 
tratamiento con H2O2 en las tres concentraciones estudiadas disminuyó 
significativamente el porcentaje de células de EPR con núcleos fragmentados o 
picnóticos inducido por el H2O2 (Fig 6 B), siendo el tratamiento con AN 1 µM la 
concentración más efectiva. Sin embargo, AN 0,1 µM y en menor medida AN 1 no así 
AN 10 µM, inhibieron la retracción de los lamelipodios promovida por el estrés oxidativo 
(Fig 6 A). 
 
 

 
 
 
Fig. 6 Efecto protector del AN sobre la apoptosis inducida por estrés oxidativo en las 
células del EPR. A) Microfotografías de fase (primera y tercera fila) o fluorescencia 
(segunda y cuarta fila) de cultivos de la línea celular D-407 tratadas o no con AN 0,1, 1 y 10 
μM una hora antes del tratamiento o no con H2O2 500 µM durante 5 h. Los cultivos fueron 
marcados con la sonda nuclear DAPI, usado para evaluar la fragmentación y condensación 



 

 

nuclear (cabezas de flechas blancas). Las flechas negras y blancas indican células con núcleos 
intactos y células en división respectivamente. Las líneas continuas blancas muestran 
lamelipodios extendidos y las líneas punteadas amarillas muestran la retracción de los 
lamelipodios. B) Las barras indican el % de células de EPR con núcleos picnóticos o 
fragmentados. Los resultados representan la media ± SEM de tres experimentos (n = 3). 
El análisis estadístico fue realizado utilizando un ANOVA unidireccional con un post-hoc 
Prueba de Tukey. * p <0,05, ** p <0,01. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
La señalización de los RXR es esencial para el desarrollo normal (Mascrez y col., 1998) 
y participa en el desarrollo del sistema nervioso (Solomin y col., 1998). En particular, 
la isoforma RXRalfa es fundamental para el desarrollo del ojo. Se ha demostrado que 
mutantes nulos de RXRalfa muestran malformaciones oculares graves y que los 
knockouts de RXRalfa mueren in utero (Mori y col., 2004), apoyando así un papel 
principal para dicha isoforma de los RXR en la señalización de retinoides in vivo. 

Utilizando el modelo de degeneración de la retina, rd1, nuestros resultados mostraron 
que en cultivos mixtos neurogliales rd1 y wt, tanto FR como CGM expresaron la 
isoforma alfa; siendo en los primeros momentos del desarrollo los niveles de ARNm 
de RXRalfa más altos en los cultivos rd1 que en los wt, mientras que más tarde en el 
desarrollo, cuando la muerte masiva de los FR había comenzado en las retinas rd1, no 
se observaron diferencias significativas entre los cultivos rd1 y wt. De manera similar, 
los niveles de ARNm de RXRgamma fueron más altos en los cultivos de rd1 que en 
los de wt. 

Por otra parte, se ha demostrado que la activación de RXR trans-regula su expresión. 
Al respecto, se ha visto que el bexaroteno, un agonista de los RXR, induce cambios 
en la expresión de diversas isoformas de los RXR en células de neuroblastoma en 
cultivo, así como en el cerebro in vivo, y esta modulación depende de la concentración 
del agonista (Dheer y col., 2018). Aquí demostramos que la suplementación de cultivos 
neurogliales con PA024 aumentó selectivamente la expresión de RXRgamma al día 6 
sin afectar la expresión de RXRalfa. Es de destacar que la expresión de esta última 
isoforma se conservó en las neuronas, independientemente de que mantuvieran o 
perdieran su viabilidad, y tanto en las CGM positivas como negativas para GFAP, en 
presencia o ausencia de PA024. La isoforma gamma posee un patrón de expresión en 
el ojo más restringido que las isoformas alfa y beta, encontrándose principalmente en 
los FR del tipo conos en la retina adulta (Mori y col., 2001). Por otra parte, en trabajos 
recientes se ha demostrado la participación del RXRgamma en la diferenciación de 
los oligodendrocitos, un tipo específico de células gliales, induciendo la 
remielinización de axones en modelos de desmielinización focal (Huang y col., 2011). 
Esta diferenciación también se ha observado en muestras de pacientes con Esclerosis 
Múltiple (Hanafy y Sloane 2011). Investigaciones futuras permitirán determinar si esta 
isoforma se encuentra involucrada en la adquisición de un determinado fenotipo por 
parte de las CGM. 

Dentro de los enfoques terapéuticos para las enfermedades neurodegenerativas se 
encuentran por un lado lograr la disminución de la muerte neuronal directa, utilizando 
factores tróficos o regulando sus vías de señalización, y por otro modular a los 
mediadores del proceso inflamatorio con la consecuente promoción de la supervivencia 
neuronal (Moshiri y col., 2004; MacLaren y col., 2006; MacLaren y Pearson. 2007). 
Existen investigaciones que muestran los efectos benéficos de la activación de los RXR 



 

 

en modelos de neurodegeneración, tanto por acción directa de la activación de los RXR 
en las neuronas afectadas o indirectamente por la activación de los RXR en las 
células con capacidad inmunomoduladora. En un modelo murino de la enfermedad de 
Alzheimer se ha mostrado que el tratamiento con bexaroteno disminuye la inflamación 
y promueve la eliminación del péptido b-amiloide por las células microgliales (Cramer 
y col., 2012). El uso de este agonista en bajas dosis también rescata neuronas 
dopaminérgicas en un modelo animal de Parkinson (McFarland y col., 2013). Por su 
parte, el 9-cis ácido retinoico (AR) (ligando endógeno de los RXR) posee un efecto 
anti-inflamatorio sobre la microglia en un modelo murino de esclerosis múltiple. 
Mientras que una combinación de 9-cis AR y agonistas de otros receptores nucleares, 
como los PPAR (peroxisome proliferatoractivated receptor), inhiben la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias incluyendo IL-1β, TNFα e IL-6 (Xu y col., 2005). 
Previamente hemos establecido que la activación de los RXR es esencial para el efecto 
protector del ácido docosahexaenoico (DHA, agonista endógeno de los RXR) en los FR 
y que agonistas sintéticos de los RXR mimetizan dicho efecto protector (German y col., 
2013). Asimismo, hemos demostrado que estos ligandos protegen a las células del EPR 
de la apoptosis inducida por el H2O2 (Ayala y col., 2016) y que el tratamiento de 
cultivos mixtos neurogliales de retinas de ratones rd1 con el agonista PA024 disminuye 
el número de FR apoptóticos a 11 días (German y col., 2016). 

Dado que la reactividad glial y la hipertrofia de las CGM son características que 
pueden encontrarse luego de un daño en la retina, ya sea este agudo o crónico. En 
este trabajo evaluamos la expresión de GFAP como marcador de reactividad glial, ya 
reportado in vivo en retinas de ratones con neurodegeneración (Roesch y col., 2012). 
Los resultados mostraron en los cultivos mixtos neurogliales de retinas rd1 que hubo 
un aumento del número de CGM reactivas y un aumento de la expresión de GFAP 
a días tempranos en cultivo que fue inhibido por el agonista PA024. 

La utilización de los cultivos mixtos neurogliales nos permite mantener la supervivencia 
de los FR en cultivo hasta que comienza la degeneración propia por la mutación en el 
gen que codifica para la fosfodiesterasa 6B. Sin embargo, no nos permite determinar 
si el efecto provocado por el agonista utilizado se debe a la activación de los RXR en 
las neuronas, en las CGM o en ambas y es aquí donde surgen dos posibles hipótesis: 
Una de ellas nos haría suponer que la activación de los RXR en las neuronas modularía 
la comunicación neuroglial promoviendo la disminución de GFAP en las CGM. La 
segunda hipótesis implicaría un efecto directo sobre las CGM, disminuyendo su 
reactividad y posiblemente favoreciendo la supervivencia neuronal mediante, por 
ejemplo, la liberación de factores tróficos y/o antiinflamatorios. Sin embargo, no se 
puede descartar un efecto directo de los agonistas en la supervivencia de los FR 
activando vías de supervivencia tal como se demostró en distintos modelos de muerte 
de los FR de rata en cultivo (German y col., 2013). 

Estos resultados mostraron que la utilización de un agonista sintético de estos 
receptores disminuye la reactividad glial en el modelo animal de neurodegeneración 
retiniana rd1. Por ello sería de gran interés en investigaciones futuras, desde el ángulo 
terapéutico y farmacológico, profundizar el estudio de la vía de acción de los RXR tanto 
en las neuronas como en las CGM en la retina. 

Por otra parte, se ha propuesto que agonistas endógenos de los RXR poseerían un 
efecto anti-inflamatorio en distintos tipos celulares sometidos a diversos tipos de estrés 
(Xu y col., 2005; Bazan y col., 2011). En el ojo, bajo diversos estímulos inflamatorios, 
se ha detectado la producción local de la interleuquina pro-inflamatoria 6 (IL-6) por 
células residentes y células de infiltrado (De Vos y col., 1992; Biswas y col., 2006). 



 

 

El promotor de IL-6 contiene sitios de unión para la familia de factores de 
transcripción de NFκB,  y esta proteína es requerida para la inducción de IL-6 (Rong y 
col., 1992; Matsusaka y col., 1993; Patel y col., 1998; Amici y col., 2001; Paludan, 
2001). La proteína IκB suprime la expresión de los genes que regula NFκB, incluyendo 
a IL-6 (Paludan, 2001). Previamente hemos demostramos que la activación de los RXR 
en las células del EPR sometidas a estrés oxidativo inhibe la translocación al núcleo de 
p65NFκB (Ayala-Peña y col., 2016). En este trabajo, nuestros resultados mostraron que 
el HX630 inhibe el incremento de los niveles de ARNm de IL-6 en las células de EPR 
sometidas a estrés oxidativo. Asimismo, el tratamiento de los cultivos controles con 
HX630 moduló la expresión de IL-10, una interleuquina antiinflamatoria que previene 
la inmunopatología en varias enfermedades y modelos de enfermedad, tanto en la 
periferia como en el SNC (Lobo-Silva y col., 2016). Varios estudios implican 
directamente la producción o señalización defectuosa de L-10 en pacientes y modelos 
animales de enfermedades neurológicas (Van Boxel-Dezaire y col., 1999; Arimoto y 
col., 2007; Hesse y col., 2011; Kiyota y col., 2012). En nuestro sistema HX630 
incrementó los niveles de ARNm de IL-10 tanto a las 2,5 h como a las 5 h. Sin 
embargo, HX630 no incrementó los niveles de ARNm a las 2,5 h frente al estrés 
oxidativo, pero sí a las 5 h. Esto junto a nuestros resultados que mostraron que el 
tratamiento con H2O2 no alteró la liberación de IL-10 basal y que el tratamiento con 
HX630 incrementó significativamente la liberación de dicha citoquina a las 9hs, no así 
en las condiciones luego tratadas con H2O2, nos sugieren que la promoción de la 
liberación de IL-10 por el HX630 en las condiciones tratadas con H2O2 se podría 
evidenciar a tiempos mayores que los analizados, lo cual podría ser el foco de próximos 
estudios. 

En conjunto, nuestros resultados ya publicados y los aquí descriptos proponen un rol de 
los receptores RXR en la funcionalidad de las células del EPR. Dilucidar la 
configuración de los RXR involucrada es esencial para contar con agonistas más 
selectivos. Al respecto el grupo del Dr. Vitale ha sintetizado compuestos de estructura 
novel que se asemejan en su estructura tridimensional a los agonistas de los RXR, 
pero que no derivan de las vías clásicas de obtención de los agonistas sintéticos de 
los RXR (Perez y col., 2012; Wagner y col., 2017). Utilizando uno de estos compuestos 
llamado “AN” en el modelo de estrés oxidativo en células del EPR en este trabajo 
mostramos que no existió efecto tóxico del compuesto a ninguna de las dosis ensayadas 
(que van en el orden de nano a micro molar) y que poseen un efecto protector sobre las 
células del EPR sujetas a estrés oxidativo siendo más eficiente la concentración de 1 
uM. Sin embargo, observamos que dicho compuesto es poco soluble en medio acuoso 
dificultando su administración. Por lo tanto, es de gran interés continuar con estos 
estudios obteniendo y analizando compuestos derivados del AN más solubles. 

En conclusión, estos hallazgos agregan versatilidad al control de la neurodegeneración de 
la retina y es de gran interés desde el ángulo terapéutico y farmacológico, adquiriendo 
relevancia el beneficio terapéutico que podría resultar de la utilización de compuestos 
sintéticos capaces de atravesar la barrera hematoencefálica y hematorretiniana, sin ser  
metabolizados ni sensibles al daño oxidativo como el agonista endógeno de los 
RXR, DHA. La activación de los RXR con distintos agonistas con este fin podría ser 
beneficiosa en diversas patologías neurodegenerativas de la retina. 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
Retina neurodegenerative diseases, which have no effective treatments, share as a 
final common step the death of photoreceptors (PhR) involving sometimes degeneration 
or altered functionality of retinal pigmented epithelium (RPE) cells. Inflammation 
participates in these pathologies as well, involving cell with immunomodulatory capacity 
such as Müller glial and RPE cells. Therapeutic strategies aim to reduce neuronal death 
and/or the effect of inflammation in the initiation/progression of these diseases. 

Retinoid X receptors (RXR) have a unique role in modulation and integration of multiple 
cell functions. Their agonists have shown beneficial clinical effects in chronic 
inflammatory diseases animal models. Since little is known about the roles of RXR 
in the retina, we investigated whether these receptors might control inflammation, 
focusing on MGC and RPE cells. Using a retinitis pigmentosa animal model, the rd1 
mouse, we demonstrated that in mixed neuroglial cultures both MGC and PHR 
expressed RXRalpha and its expression increased in the rd1 compared to wt. The 
activation of RXR by PA024 selectively increased RXRgamma transcription and reduced 
MGC reactivity, evidenced by GFAP decrease. 

Additionally, we demonstrated that in RPE cells subjected to oxidative stress, the 
RXR agonist HX630 decreases the IL-6 and increases the IL-10 transcription 5 hs 
after H2O2 treatment. Remarkably, IL-10 increase was greater at 2.5 hs and it was not 
observed in cells co-treated with H2O2 as it was at 5 hs. HX630 increased IL-10 release 
at 9 hs, but not in the conditions co-treated with H2O2, suggesting that this agonist could 
modulate IL-10 release upon oxidative stress with more time. Moreover, in this model, we 
verified a protective effect of the novel compound "AN". 

Together, these results suggest that RXR activation might promote an anti-
inflammatory response on MGC and RPE cells, thus supporting the potential of RXR 
agonists as pharmacological tools for treating retina degenerative diseases.  
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PRINCIPALES APORTES Y LOGROS DEL PROYECTO 
 
A la hora de estudiar los efectos del consumo materno de alcohol durante la gestación 
sobre la descendencia es fundamental considerar la mayor cantidad de factores posibles 
a modo de obtener información completa y precisa. Esto implica contemplar el patrón de 
consumo y no olvidar que, entre las mujeres embarazadas, la cantidad de alcohol que 
beben no suele superar una dosis moderada equivalente a ≥1 UBE (López, 2015). Por 
esto es que consideramos importante la implementación de investigaciones en modelos 
animales que reproduzcan este tipo de consumo, ya que, en su mayoría, los estudios de 
este tipo de centran en consumo de tipo “binge” (Flak et al., 2014). Por lo tanto, este 
trabajo aporta valiosa información relativa al efecto de la exposición temprana a dosis 
moderadas de alcohol (consumo mayormente reportado por madres gestantes) sobre la 
conducta social y las respuestas de ansiedad. Nuestros resultados sugieren un efecto 
dimórfico de esta exposición temprana a la droga sobre la conducta social. Por otra parte, 
estos resultados confirman y profundizan las evidencias que demuestran que el etanol 
prenatal genera un fenotipo más ansioso en la descendencia adolescente. Estos cambios 
en la conducta social y de ansiedad, así como también la mayor preferencia al alcohol 
durante la adolescencia observada en trabajos previos, sean posiblemente mediados en 
parte por los cambios en el balance de los sistemas OT/AVP a nivel de la amígdala y el 
BNST en los animales prenatalmente expuestos al alcohol. 

El desarrollo de este proyecto, además, ha permitido dentro del marco del mismo dos 
pasantías de estudiantes de grado UNC (psicología), una tesina de grado en la misma 
dependencia (ya presentada para su defensa oral) y la presentación a dos congresos uno 
nacional y otro internacional. Asimismo, ha permitido el fortalecimiento y la continuidad 
de la colaboración con el laboratorio de la Dra. Georgina Renard (Universidad Santiago 
de Chile). Por otra parte,  durante este periodo se han obtenido 2 publicaciones 
internacionales en revistas de referato internacional y 9 presentaciones a congresos por 
parte de los miembros del equipo del proyecto en sus líneas de investigación. 

 



DIFICULTADES ENCONTRADAS DURANTE EL DESARROLLO DEL 
PROYECTO 
 
Número muestral: Para definir el orden en que las pruebas conductuales fueron 
conducidas, se tuvieron en cuenta los aportes de Yang et al. (2011) donde se menciona 
que los animales no deben ser “experimentalmente ingenuos” por lo que en un principio 
se decidió que en el primer día se evaluara locomoción y ansiedad, y al día siguiente se 
sometiera a los sujetos al test de interacción social. Durante las pruebas preliminares, al 
respetar este orden, encontramos que los animales que habían sido evaluados en el Open 
Field y el Laberinto Elevado en Cruz permanecieron inactivos, en “Freezing” durante los 
30 minutos totales que dura la prueba de interacción social. Por esto es que decidimos 
conducir los experimentos en orden inverso al observar que, al ser evaluados primero en 
locomoción y ansiedad y posteriormente en interacción social, los animales se 
comportaban de manera normal. 

Se realizó un análisis de la varianza en luyendo el factor “día de evaluación” para 
determinar si podíamos incluir en la muestra aquellos animales utilizados en las pruebas 
preliminares de Open Field y Laberinto en Cruz Elevado. Al no haber diferencias 
estadísticamente significativas entre aquellos sujetos evaluados en el primer y el segundo 
día se decidió incluir todos los animales evaluados en estos tests. Es por esta razón que 
se cuenta con un buen número muestral en las pruebas de Open Field y Laberinto Elevado 
en Cruz. Por el contrario, para el test de interacción social contamos con un menor número 
muestral y lo mismo ocurrió para la PCR en Tiempo Real donde en esta última se 
utilizaron solamente machos por lo que no pudimos completar el número de casos 
requeridos para un análisis de la varianza. Por esta razón se deberá continuar con estos 
resultados hasta alcanzar un número muestral suficiente para su publicación. 

PCR en tiempo real (análisis de la expresión génica): Para cumplir con los objetivos 3 y 
4 se adquirieron los primers propuestos, sin embargo, cuando se realizó la curva de 
calibración de cada uno de los primers, algunos no tuvieron una eficiencia aceptable (100 
± 15%) y no se pudo analizar su expresión en la muestra. Por ello, solo se analizó la 
expresión de AVPhn, OTR y AVP1a. 

Análisis epigenético (objetivo 5 proyecto inicial) y determinación de componentes 
OT/AVP en la madre (objetivo 2 proyecto inicial): Por tiempo, equipamiento y costo de 
los insumos requeridos para el experimento no pudimos realizar estos objetivos 
planteados inicialmente en la solicitud. 

Edad de evaluación y áreas de análisis: dado la extensión del proyecto, solo se analizó el 
efecto del alcohol durante la adolescencia donde nuestros datos previos indicaban una 
mayor preferencia al alcohol. Dejando para otra etapa los análisis en la adultez del EPA. 
En cuanto a las áreas para determinar la expresión de los sistemas OT/AVP, se extrajeron 
muestras de varias de las áreas límbicas, del circuito de recompensa e hipotalámicas. Sin 
embargo, sólo se llegó a hacer la determinación de la expresión génica a nivel de la 
amígdala y BNST. En un corto plazo se analizarán las otras áreas. 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años un meta-análisis demostró que a pesar de las conocidas consecuencias 
de la exposición prenatal a dosis elevadas de alcohol durante largos periodos en la preñez, 
como síndrome fetal de alcohol y otros desórdenes dentro del espectro del alcohol fetal, 
los efectos de la exposición a leves y moderadas dosis de alcohol sobre el neurodesarrollo 
y a nivel neurofisiológico son inconsistentes en la literatura (Flak y cols., 2014). Este tipo 
de consumo, de dosis leves a moderadas de alcohol y de tipo episódico, es más frecuente 
en la población de mujeres embarazadas (Mugri y cols., 2007, López y cols., 2015) y es 
por tanto importante determinar si estos patrones de consumo inducen alteraciones a nivel 
conductual y fisiológico en la progenie. La relación entre los eventos ocurridos durante 
la temprana ontogenia/ período perinatal y la predisposición a desarrollar ciertos 
trastornos y/o enfermedades deberían en última instancia, implicar cambios en la 
expresión génica es decir, procesos epigenéticos. Durante la embriogénesis temprana, el 
DNA sufre desmetilaciones y remetilaciones; procesos que implican un etiquetado de 
algunos genes, de origen materno o paterno que establece marcas a nivel químico-celular 
para la posterior inactivación de estos genes (Reik y cols., 2001). Así, cambios en el 
medio ambiente intrauterino pueden conducir a alteraciones en la expresión génica, a 
través de modificaciones en el patrón de metilación del DNA o de otros mecanismos 
epigenéticos, resultando a largo plazo en un aumento de la susceptibilidad a desarrollar 
algunos trastornos y/o enfermedades durante la adultez (Waterland & Jirtle, 2004). Por 
ejemplo, se han encontrado cambios epigenéticos en el gen de oxitocina (OT) y de su 
receptor (OTR) asociados a medidas de sociabilidad en humanos (Haas et al., 2016) y en 
pacientes con autismo o clínicamente deprimidos respectivamente (Elagoz Yuksel et al., 
2016; Reiner et al., 2015). Existen numerosos estudios que asocian la exposición prenatal 
de alcohol (EPA) con déficit social, trastornos de ansiedad y alcoholismo (Wellmann y 
cols., 2015). Se ha reportado en roedores cambios en la conducta social luego de la 
exposición a alcohol durante el desarrollo cerebral. Estas alteraciones incluyen 
disminución de la interacción y exploración de pares, actividad de juego alterada, un 
incremento en las reacciones agresivas, cambios en respuesta al estímulo social, y en la 
memoria de reconocimiento social. Estos cambios han sido observados luego de la 
exposición a altas o moderadas dosis de etanol y a través de un amplio espectro temporal 
(Mooney y cols., 2011, Kelly y cols., 2009, Varlinskaya y Mooney, 2014). Existen otros 
factores como la duración y la frecuencia de exposición etílica y la edad al momento de 
la medición de la conducta que son importantes en el análisis de los efectos de la EPA. 
Un incremento de riesgo del desarrollo de trastornos de ansiedad y depresión también han 
sido asociados con EPA (Hellemans y cols., 2010). Un reciente estudio demostró la 
interrelación entre bajas dosis de EPA y las respuestas de ansiedad en la progenie 
observando específicamente un aumento de las respuestas ansiogénicas ante un estrés 
crónico moderado en la adultez. La desregulación del eje pituitario hipofisario parece ser 
el mecanismo neurobiológico involucrado en este efecto y se ha observado en particular 
un incremento en la expresión del RNAm de la hormona liberadora de corticotrofina y de 
la vasopresina (AVP) en el núcleo paraventricular (PVN) hipotalámico en ratas machos 
(He 2014). En humanos, un reciente resultado demostró que el olor a alcohol provoca 
expresiones faciales apetitivas en los neonatos expuestos prenatalmente a la droga (Faas 
y cols., 2015). Nuestras evidencias previas con ratas han mostrado que la administración 
de dosis bajas a moderadas de etanol (1-2 g / kg) del tipo episódico en hembras preñadas 



(durante los días gestacionales 17 al 20) incrementa la preferencia al alcohol durante la 
adolescencia (Molina y cols., 1995, Godino y cols., 2015,Godino y Renard 2018) y 
además produce la alteración de la actividad neuronal crónica, evidenciada por la 
inmunoreactividad a FRA, en diferentes áreas como en el hipotálamo, la amígdala central 
(CeA), núcleo del lecho de la stria terminalis (BNST), núcleo del tracto solitario y núcleo 
dorsal del rafe. Por otra parte, observamos un aumento de la actividad crónica de las 
neuronas AVP positivas del PVN en concordancia con una respuesta conductual 
compensatoria alterada ante un desafío homeostático (Godino y cols., 2015, Godino y 
Renard 2018). 

Los neuropéptidos AVP y OT y sus receptores cerebrales [OTR y receptor tipo 1 a de 
AVP (AVPR1a y AVPR1b)] están involucrados en la regulación de varias conductas 
sociales, filiales y agresivas en modelos animales de depresión y ansiedad y por lo tanto 
han emergido como posibles drogas blancos para el tratamiento en numerosos trastornos 
psiquiátricos (Bowens y cols., 2011; Baribeau y cols., 2015; Hammok 2015). En roedores, 
ambos sistemas comienzan a desarrollarse tempranamente en los días embrionarios 14-
15 y sus receptores están distribuidos en numerosas áreas hipotalámicas, límbicas y del 
circuito de recompensa (Tribollet y cols 1998; Jing y cols., 1998). Estos sistemas son 
inhibidos por una exposición aguda a alcohol, y se ha demostrado que la exposición 
crónica durante la preñez afecta su normal desarrollo ontogénico sugiriendo que podrían 
tener efectos organizacionales sobre el cerebro y la conducta (Hammock et al 2015). 
Aunque existe un grupo de evidencia que asocia alteraciones en los sistemas OT/AVP 
centrales con la exposición a dosis altas a moderadas de alcohol durante prolongados 
periodos de la gestación (Williams y cols., 2009, Wellmann y cols., 2015), hasta ahora 
no se ha estudiado sistemáticamente su relación como sustrato neurobiológico de la 
conducta en un modelo de exposición episódico a dosis moderadas de alcohol que 
representa el patrón de consumo más frecuente en la población de mujeres embarazadas 
(Mugri y cols., 2007, López y cols., 201). En suma, es posible hipotetizar que la EPA 
(episódico y en dosis moderadas) causa alteraciones conductuales, produciendo déficit 
social, aumento en la preferencia al alcohol y respuestas ansiógenicas durante la 
adolescencia y la adultez, y que este efecto sea posiblemente mediado por alteraciones en 
la expresión génica de los componentes de los sistemas OT/AVP centrales (OT, AVP, 
OTR, AVP1a y AVP1b), producidos posiblemente por procesos epigenéticos (objetivo 
5). Nuestro objetivo general es investigar, en un modelo animal con ratas Wistar, los 
efectos de la exposición prenatal al alcohol (EPA) en un modelo de consumo episódico 
de dosis moderadas, frecuente en las mujeres embarazadas, sobre la conducta del tipo 
social (objetivo 1) y ansiogénica (objetivo 2) durante la adolescencia y la adultez de la 
progenie. Además, nos proponemos estudiar el sustrato neurobiológico de estos efectos, 
específicamente si los sistemas OT/AVP centrales son afectados también por el 
tratamiento del alcohol durante el neurodesarrollo (Objetivo 3 y 4) . Es decir, evaluar si 
el contacto temprano con la droga produce cambios neuroadaptativos a nivel central 
(expresión génica de OT/AVP, OTR, AVP1a y AVP1b) que modificarían la capacidad 
de respuestas conductuales del organismo ante distintos contextos (estímulos sociales y 
ansiogénicos). Finalmente, de encontrar cambios en los niveles de expresión génica de 
los sistemas OT y AVP centrales y/o de sus componentes, evaluaremos si estos cambios 
son producidos por marcado epigenético (objetivo 5). 

 



OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Objetivo específico 1: Analizar el efecto de la exposición prenatal episódica [día 
gestacional 17 al 20 (G17-20)] a dosis moderadas de alcohol (2 gr/kg) sobre la conducta 
de interacción social durante la adolescencia de la descendencia. 

Objetivo específico 2: Analizar el efecto de la exposición prenatal episódica [día 
gestacional 17 al 20 (G17-20)] a dosis moderadas de alcohol (2 gr/kg) las respuestas 
asociadas con la ansiedad durante la adolescencia de la descendencia. 

Objetivo específico 3: Analizar el efecto de la exposición prenatal episódica (G17-20) a 
dosis moderadas de alcohol (2 gr/kg) sobre la expresión génica de OT y AVP a nivel 
hipotalámico (núcleo supraóptico y paraventricular) y extrahipotalámico (en Amígdala y 
bed nucleus de la stria terminalis) durante la adolescencia de la descendencia. 

Objetivo específico 4: Analizar el efecto de la exposición prenatal episódica (G17-20) a 
dosis moderadas de alcohol (2 gr/kg) sobre la expresión génica de los receptores OTR, 
AVPR1a y AVP1b en áreas del sistema límbico (hipocampo, complejo de la amígdala 
extendida y área septal) y del circuito de recompensa (núcleo accumbens y corteza 
prefrontal) durante la adolescencia de la descendencia. 

Objetivo específico 5: Analizar el efecto de la exposición prenatal episódica (G17-20) a 
dosis moderadas de alcohol (2 gr/kg) sobre estatus de metilación del promotor del DNA 
de los componentes del sistema OT y AVP central (OT, AVP, OTR, AVP1a,b) en las 
crías, en las áreas y componentes que se hayan observado alterado previamente (objetivos 
3 y 4). 
 
 
RESULTADOS 
 
Objetivo 1: Test de Interacción Social: Efecto de la exposición prenatal a etanol 
sobre la latencia y el tiempo de permanencia en la recámara social del Test de 
Interacción Social. 

Para analizar los cambios en la conducta social durante la adolescencia (DPN: 28/30) en 
la descendencia EPA utilizamos el test de interacción social de tres cámaras previamente 
descrito por Wellmann et al., 2015. Las recámaras están dispuestas de manera lineal y 
conectadas por compuertas que pueden abrirse y cerrarse de forma manual. 
Posteriormente, de uno en vez, los animales fueron depositados en la recámara central de 
la caja de prueba durante 10 minutos y luego, se abrieron las compuertas para que el sujeto 
explorara los tres compartimentos del aparato por 10 minutos (habituación). Por último, 
se confinó al sujeto a la cámara central y se introdujeron un compañero de juego no tratado 
del correspondiente peso, edad y sexo y un objeto novedoso en sus respectivas recámaras 
de la caja de prueba de interacción social. Al abrirse las compuertas se dejó que el animal 
explorara e interactuara libremente durante 10 minutos (evaluación). La cantidad de 
tiempo que el sujeto permaneció explorando y olfateando a la otra rata y/o al objeto novel 
en cada recámara se registró como una medida de la conducta social. 

La Figura 1 muestran las medias por minuto del tiempo de permanencia de los animales, 
machos y hembras respectivamente, en la recámara social del test de Interacción Social, 



tanto en el periodo de Habituación (min 1 a 10) como en la fase de Evaluación (min 11 a 
20). Como puede observarse, las hembras y machos tratados con alcohol tienen una 
conducta diferente en relación el tiempo de permanencia en la recamara social, las 
hembras EtOH permanecen más tiempo en la recamara social mientras que los machos 
menos tiempo en relación a sus respectivos controles (hembra agua y macho agua). Sin 
embargo, ese efecto diferencial del tratamiento temprano no alcanza a ser 
estadísticamente significativo (interacción tratamiento X sexo X tiempo: 
F(19,285)=1,5533, p=0,06744; ANOVA medidas repetidas). El análisis de los factores 
principales tampoco arrojó un valor significativo para el tratamiento (F(1,15)=,22424, 
p=0,64264) ni el sexo (F(1,15)=2,0048, p=0,17723). 
 
 

 
 

En el test de interacción social, se analizó, además, la latencia en (o tiempo de demora) 
en dirigirse a la recámara lateral (Sujeto u Objeto) durante la fase de habituación y 
evaluación respectivamente. El ANOVA medidas repetidas no arrojó ningún valor 
significativo ni para la interacción (tratamiento X sexo X tiempo: F(1,15)=1,2897, 
p=0,27392), ni para los factores principales: tratamiento (F(1,15)=,82972, p=0,37676) y 
sexo (F(1,15)=1,0418, p=0,32359). 
 
 
Objetivo 2: Prueba de Campo Abierto: Efecto de la exposición prenatal a etanol 
sobre el número de cruces totales en la prueba de Campo Abierto. 

Para analizar los cambios en la actividad locomotora y respuesta de ansiedad en la 
adolescencia (DPN: 29/31) de las crías se utilizó la prueba de Campo Abierto (descrito 
en Seibenhener y Wooten, 2015). La misma consiste en un cilindro de 35cm de diámetro 
con paredes de 33cm de alto y que consta de un piso cuadriculado y se registró la 
frecuencia que el sujeto cruzó las líneas trazadas en el suelo como medida de actividad 
locomotora. El número de ingresos al cuadrado central, así como el tiempo de 
permanencia en el mismo se contabilizó como medida de niveles bajos de ansiedad. Como 
se observa en la Figura 2, el análisis de la varianza mostró un efecto estadísticamente 
significativo sobre el número de cruces totales en el factor tratamiento (F(1,46)=7,40; P= 
0,009) y en el factor sexo (F(1,46)= 4,75; P=0,034). Sin embargo, la interacción entre los 
factores no fue estadísticamente significativa. Es decir, la exposición temprana a etanol 



produjo una disminución en el número de cruces en relación al grupo control y los machos 
mostraron una menor cantidad de cruces con respecto a las hembras. 
 

 
 

Efecto de la exposición prenatal a etanol sobre el tiempo de permanencia y número 
de cruces a través del área central en la prueba de Campo Abierto. 

El Análisis de la Varianza mostró un efecto estadísticamente significativo del tratamiento 
sobre el número de veces que los animales atravesaron el área central de la prueba de 
Campo Abierto (F(1,46)= 3,98; P=0,05). Esto indica que la exposición prenatal a dosis 
moderadas de etanol genera una disminución en la frecuencia en la que los animales 
atraviesan el centro de una prueba de Campo Abierto. No se observaron efectos 
significativos en el factor sexo (F(1,46)=0,42; P=0,52) ni la interacción de los factores 
(F(1,46)= 0,99; P=0,32). 

Con respecto al tiempo de permanencia en el área central, no se observaron diferencias 
significativas en el factor tratamiento (F(1,46)= 37,94; P=0,68), en el factor sexo 
(F(1,46)= 1,5-3; P=0,96) ni en la interacción de los factores (F(1,46)= 1,25; P=0,26)(Ver 
Figura 3). 
 
 

 

 



 
 
Objetivo 2: Prueba de Laberinto en Cruz Elevado: Efecto de la exposición prenatal 
a etanol sobre el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y cerrados en la 
prueba de Laberinto en Cruz Elevado. 

Para analizar los cambios en la conducta de tipo ansiosa durante la adolescencia (DPN: 
29/31) en la descendencia EPA se utilizó la prueba del laberinto en cruz elevado que fue 
previamente descrito Wellmann et al., 2015. Como su nombre lo indica, el Laberinto está 
compuesto por cuatro pasarelas dispuestas en forma perpendicular elevadas a 50cm del 
suelo. Dos de los brazos poseen paredes de 40cm de alto que brindan protección, las otras 
dos están descubiertas y no brindan resguardo alguno. La frecuencia de ingresos y el 
tiempo de permanencia en los brazos abiertos y cerrados del laberinto se tomaron como 
indicadores de conducta de tipo ansioso. Otra conducta evaluada fue la cantidad de veces 
que los animales se asomaban en los brazos abiertos para mirar por debajo del laberinto 
(“Head Dipping”) y es indicador de baja ansiedad. Si analizamos la Figura 4 podemos 
observar que hubo un efecto del factor tratamiento en el tiempo de permanencia tanto en 
brazos abiertos como en brazos cerrados. Los animales expuestos prenatalmente a alcohol 
permanecieron un mayor tiempo en brazos cerrados (F(1,47)= 5,43; P= 0,024)  y menor 
tiempo en abiertos en comparación con sus respectivos controles (F(1,47)= 5,83; P= 
0,019). No se evidenció un efecto del factor sexo tanto en el tiempo de permanencia en 
brazos cerrados (F(1,47)= 0,2; P= 0,65) ni abiertos (F(1,47)= 1,21; P= 0,27). Tampoco se 
observó un efecto de la interacción de los factores (F(1,47)= 0,13; P= 0,72 para brazos 
cerrados y F(1,47)= 0,01; P= 0,9 para abiertos). 

En cuanto al número de asomos (Head Dipping) el análisis de la varianza mostró un efecto 
estadísticamente significativo del factor tratamiento, en tanto que los animales expuestos 
a etanol durante la gestación se asomaron una menor cantidad de veces en los brazos 
abiertos del laberinto que los controles (F(1,47)= 15,98; P=0.0002). No se encontraron 
diferencias significativas en el factor sexo para esta variable analizada (F(1,47)= 2,06; 
P=0.15) ni en la interacción de los factores (F(1,47)=0,16; P=0.68) (Figura 4B). 

 

 

 



Objetivo 3 y 4: PCR en Tiempo Real: Efecto de la exposición prenatal a etanol sobre 
la expresión génica de AVPhn y los receptores OT, AVP1a a nivel de la Amígdala y 
BNST. 

Con el fin de determinar si la exposición de tipo episódica de dosis moderadas a etanol 
produce, además de los cambios conductuales, alteraciones en los sistemas oxitocinérgico 
y vasopresinérgico central analizamos la expresión génica (RNAm) tanto de AVP 
(sintetizada de novo, “Vasopresina heteronuclear” AVPhn) como de los receptores 
AVP1a, OTR en la Amígdala y en el BNST. Cabe destacar que los datos representados a 
continuación fueron obtenidos de dos casos solamente por lo creímos pertinente no 
realizar un análisis estadístico hasta completar el número muestral y referirnos con cautela 
a las “tendencias” observadas hasta el momento. 

Al analizar la expresión de los genes de AVPhn, AVP1a y OTR en la amígdala pudimos 
observar una tendencia en animales expuestos prenatalmente a alcohol a aumentar la 
expresión del gen (RNAm) del receptor AVP1a con respecto a los controles. En cuanto a 
la expresión de OTR y AVPhn no se aprecian grandes cambios en esta área. Por su parte, 
en el Núcleo del Lecho de la Stria Terminalis (NBST) pudimos observar una tendencia a 
disminuir la expresión de los genes de los receptores AVP1a y OTR en los animales EtOH 
en relación al grupo control. Por el momento no hemos encontrado diferencias entre los 
animales controles y expuestos prenatalmente a etanol en la expresión del gen de AVPhn, 
al menos con las muestras analizadas. 
 

 
 
DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
 
Los resultados del presente trabajo profundizan el conocimiento actual sobre el efecto del 
consumo de alcohol de tipo episódico de dosis moderadas de alcohol tanto a nivel 
conductual como neurobiológico en la adolescencia. Nuestros resultados muestran que el 
contacto temprano con la droga incrementa el patrón de respuestas ansiosas 
disminuyendo la exploración en zonas expuestas tanto en la prueba de Campo Abierto 
como en el Laberinto Elevado en Cruz y conductas de riesgo tales como asomarse. 
Además, observamos que la administración materna de etanol tiende a modificar la 



conducta social diferencialmente en las crías hembras y machos durante la adolescencia, 
sin embargo, este último resultado no llega a ser estadísticamente significativo. 

Los datos obtenidos en las pruebas de campo abierto y laberinto elevado en cruz 
demuestran que los animales prenatalmente expuestos al alcohol presentan un fenotipo 
más ansioso que el grupo control. Específicamente observamos que los animales EtOH 
realizan menos cruces totales y al centro y desarrollan menos conducta de pararse en dos 
patas, implicando una menor actividad locomotora y exploratoria. Asimismo, observamos 
que las hembras se paran con mayor frecuencia en dos patas que los machos, 
independientemente del grupo experimental. Estos resultados confirman lo observado 
recientemente por Wille-Bille et al., 2018 en el mismo protocolo de administración 
temprana de alcohol, donde utilizan distintas pruebas, (caja luz/oscuridad y prueba de 
campo cuadrado concéntrico), que demuestran que los animales prenatalmente expuestos 
a alcohol presentan un patrón de hipolocomoción y de respuestas ansiosas más marcado 
que los controles. Por otra parte, los resultados que obtuvimos en el laberinto elevado en 
cruz, prueba específica para medir ansiedad, indican que los animales con contacto 
temprano a etanol pasan más tiempo en los brazos cerrados y menos en los abiertos en 
comparación al grupo control. Estos datos conjuntamente confirman y fortalecen la 
hipótesis que establece la exposición episódica de dosis moderadas de alcohol es capaz 
de aumentar los niveles de ansiedad de los sujetos durante la adolescencia. Este patrón 
conductual puede influir en la mayor preferencia/consumo de alcohol que se ha 
demostrado previamente en sujetos con esta misma exposición temprana durante la 
infancia y adolescencia (Godino et al., 2015, Molina et al., 1995; Spear y Molina, 2005; 
Fabio et al., 2013). 

Las razones por las cuales el contacto temprano con alcohol afecta su posterior consumo 
y el patrón de ansiedad en la descendencia no está completamente claro hasta el momento. 
Se ha propuesto que posiblemente cambios en los sistemas de neurotransmisión o 
cambios en la actividad de distintas áreas cerebrales podrían estar modulando estos 
efectos. En ese sentido, se ha demostrado en este mismo protocolo de administración 
gestacional, que la exposición temprana a alcohol provoca un aumento de la actividad de 
las neuronas dopaminérgicas (Fabio et al. 2015) y un aumento del ARNm de prodinorfina 
y el receptor opioide en el área tegmental ventral de la descendencia adolescente (Wille-
Bille et al., 2018). Además, estos cambios en el ARNm han sido asociados a mecanismos 
epigenéticos inducidos por la exposición temprana a la droga (Wille- Bille et al., 2018). 
En nuestros trabajos previos encontramos también que esta estimulación temprana con 
etanol provoca un aumento crónico en la actividad neuronal en la Amígdala Central (ACe) 
y el Núcleo de Lecho de la Stria Terminalis (BNST) y en las neuronas vasopresinérgicas 
(Godino et al., 2015). Estas estructuras son reguladores críticos de la conducta relativa a 
respuestas de ansiedad, aversión y adicción (Oreland et al., 2011, Cui et al., 2017; Bedse, 
Centanni, Winder y Patel, 2019; Gilpin, Herman y Roberto, 2015). Por otra parte, existen 
reportes que indican que estas áreas (Ace y BNST) están involucradas en el aumento del 
consumo de alcohol asociado a la exposición crónica de alcohol y a la abstinencia 
(Roberto, Gilpin y Siggins, 2012; Kash, 2012). En línea con estos hallazgos, un trabajo 
reciente en humanos, que compara adolescentes que beben alcohol desde temprana edad, 
con adolescentes con un inicio tardío en el consumo de la droga, demuestra que dichos 
sujetos presentan un aumento en la actividad de la amígdala, medido por resonancia 
magnética funcional, en relación a los abstemios o de inicio tardío, asimismo estos  



sujetos tuvieron diferencias en los cuestionarios de autoreporte de la valoración del estrés 
y en la interacción social (Elsayed et al., 2018). De acuerdo con estos antecedentes, en el 
presente trabajo nosotros analizamos a nivel de la amígdala y el BNST la expresión de la 
AVP heteronuclear (cambios rápidos en la expresión ante nuevos estímulos) (Ma, Levy 
y Lightman, 1997, Kovács y Sawchenko, 1996), y de los receptores OTR y AVP1a. Estos 
resultados demuestran (tendencia sin significación estadística) que también existen 
cambios, inducidos por el tratamiento gestacional, en la expresión génica de los sistemas 
OT/AVP en estas estructuras, aumentando el ARNm del receptor AVP1a en la amígdala 
y disminuyendo el ARNm de AVP1a y OTR en el BNST, regulando posiblemente el 
fenotipo más ansioso y el consumo mayor de alcohol. En ese sentido se ha demostrado 
que oxitocina tiene efectos ansiolíticos y se la postula como un posible tratamiento de la 
adicción (Bowen et al., 2011; Leong, Cox, King, Becker y Reichel, 2018) y vasopresina 
tiene un efecto ansiogénico central (Hammock, 2015; Neumann, 2008). Un reciente 
trabajo indica que la administración de AVP en la amígdala aumenta el fenotipo ansioso 
en el laberinto elevado en cruz mientras que el bloqueo del AVP1a revierte ese efecto 
(Cragg, Ji y Neugebauer, 2016). Asimismo, el OTR a nivel del BNST se vio involucrado 
en el aprendizaje de claves de amenaza, permitiendo codificar y diferenciar entre 
estímulos amenazantes de seguros (Moaddab y Dabrowska, 2017). Además, en un 
modelo de animales con deleción del gen de AVP1a se observó que presentan un 
incremento en el consumo y en la preferencia del alcohol (Sanbe et al., 2008). En conjunto 
con nuestros resultados, los datos indicarían que los cambios en la expresión del AVP1a 
en la amígdala podría mediar el incremento en las respuestas ansiosas y promover el 
consumo de alcohol, y la disminución del OTR en el BNST podría disminuir la capacidad 
de discernir estímulos seguros aumentando las conductas tendientes a evitar el peligro 
como permanecer en los lugares protegidos. La conducta social es muy compleja en 
humanos, por lo que el uso de modelos animales para investigar tanto su naturaleza y sus 
bases neurales como el efecto de la exposición a drogas de abuso sobre ellas, significa un 
gran aporte experimental. En el análisis del test de tres cámaras, que permite evaluar la 
sociabilidad o la motivación social, observamos que los machos tienden permanecer más 
tiempo en la recámara social (con el nuevo congénere) que las hembras (grupos controles) 
durante la evaluación. Estos datos están de acuerdo con datos previos que muestran que 
el reconocimiento de la memoria social es también un fenómeno sexualmente dimórfico, 
mostrando grandes diferencias en el tiempo total de investigación del sujeto novel entre 
hembras y machos; este mayor efecto exploratorio en los machos se ha encontrado 
mediado por la modulación de los andrógenos sobre el sistema vasopresinérgico central 
(Bluthé y Dantzer, 1992; Kelly, Leggett y Cronise, 2009). Por otra parte, nuestros 
resultados muestran que el contacto prenatal con dosis moderadas de alcohol es capaz de 
provocar un cambio antagónico en esta conducta dependiente de género: los machos 
EtOH disminuyen el tiempo en la recámara social, mientras que las hembras EtOH lo 
aumentan en relación a los controles. Como mencionamos anteriormente, el efecto del 
tratamiento temprano con alcohol depende de varios factores, siendo el periodo 
ontogénico durante el cual se produce la exposición a etanol y la dosis dos variables muy 
importantes. Por ejemplo, en un reciente trabajo se ha demostrado que la exposición 
temprana a etanol no afecta el tiempo de permanencia de la cámara social durante la 
temprana o tardía adolescencia (Holman, Ellis, Morgan y Weinberg, 2018), sin embargo, 
el protocolo de exposición a alcohol en ese trabajo abarca prácticamente toda la gestación 
y sólo analizan sujetos machos. Por el contrario, Kelly et al., 2009 mostraron que la 



exposición a alcohol en etapas tempranas altera distintos componentes de la conducta 
social en machos y hembras, disminuyendo la duración de la memoria social y la 
codificación de la memoria social respectivamente. En estos trabajos se ha observado que 
el tratamiento con alcohol disminuye y aumenta la unión y la expresión del OTR en la 
amígdala en hembras y machos respectivamente (Holman et al., 2018; Kelly et al 2009). 
Sin embargo, estos trabajos utilizan una exposición a alcohol mucho más severa y 
prolongada que la nuestra. Cabe destacar que los resultados de nuestro trabajo, a pesar de 
estar en línea con la bibliografía, no alcanzaron un valor estadísticamente significativo 
(P=0,067), creemos que posiblemente el número muestral bajo que tenemos en estos 
ensayos de interacción social le ha quitado fuerza estadística. 

Avalando este efecto dimórfico del alcohol sobre la conducta social, un reciente trabajo 
indica que la exposición intermitente a etanol en adolescentes causa a largo plazo una 
disminución en la preferencia social (aumento en la ansiedad social) en machos pero no 
en hembras, y demuestra que este dimorfismo es causado en parte por un desbalance en 
los sistemas OT/AVP (Dannenhoffer et al., 2018). En ese sentido se ha demostrado que 
los sistemas OT y AVP son sexualmente dimórficos y tienen efectos opuestos en la 
regulación de la preferencia social: oxitocina modulando la preferencia y vasopresina 
mediando la evitación o aversión social (Lukas et al., 2011; Bredewold et al., 2014; 
Dumais y Veenema 2016). Desafortunadamente en nuestro estudio solo analizamos la 
expresión de los componentes de estos sistemas en machos, pero observamos que el 
contacto temprano con la droga tiende a aumentar la expresión del receptor AVP1a en la 
amígdala (área blanco en la modulación la ansiedad y aversión, entre otras cosas) y tiende 
a disminuir la expresión del OTR y AVP1a en el BNST, dejando el abierto el interrogante 
si hay cambios dimórficos también en la expresión génica de los sistemas AVP/OT ante 
el tratamiento temprano con etanol. En conjunto, estos antecedentes con nuestros 
resultados indican que la exploración social es una conducta basalmente dimórfica 
mediada en parte por el sistema vasopresinérgico/oxitocinergico central, y la exposición 
temprana al alcohol es capaz de alterarla tanto en la adultez como en la adolescencia. Es 
posible que esos cambios en los machos ante la exposición gestacional con alcohol en los 
sistemas AVP y OT centrales, en áreas claves, modulen la tendencia a disminuir la 
sociabilidad en los machos (aumentando la ansiedad social), aumente las respuestas de 
ansiedad observadas en los otros test de campo abierto y laberinto elevado en cruz y 
promuevan el mayor consumo de alcohol en la descendencia adolescente (Godino et al., 
2015, Molina et al., 1995; Spear y Molina, 2005; Fabio et al., 2013). 
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FIEBRE HEMORRÁGICA ARGENTINA 
 
 
Aspectos históricos 
 
La Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA), también conocida como el mal de los rastrojos, 
es una enfermedad endemo-epidémica de tipo zoonótica y origen viral que afecta 
principalmente a trabajadores rurales en la República Argentina. Esta enfermedad fue 
reconocida en 1955, mientras que el agente etiológico fue identificado y designado virus 
Junín (JUNV) por la región en la cual se aisló en 1958 [revisado en (Gomez et al., 2011)]. 
 
Epidemiología y transmisión 
 
Desde su aparición, la zona endémica se ha extendido en forma ininterrumpida y 
actualmente incluye parte de las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos, La Pampa, Santa 
Fe y Córdoba, estimándose que la población en riesgo de infección es de más de 5 
millones de personas (Gomez et al., 2011). El vector natural y reservorio del virus es el 
roedor Calomys musculinus, aunque también se ha encontrado en otros roedores Calomys, 
cuya distribución y comportamiento explica la zona endémica de esta patología (Charrel 
and de Lamballerie, 2010). El roedor infectado suele no presentar síntomas, siendo una 
infección persistente. La transmisión a seres humanos se da principalmente a partir de los 
fluidos del animal infectado, tales como la orina, saliva y sangre. La infección ocurre en 
el contacto con material contaminado, por medio de escoriaciones de la piel o por las 
mucosas oral o conjuntival, o bien la inhalación de aerosoles [revisado en (Gomez et al., 
2011)]. 
 
Historia natural 
 
El periodo de incubación del JUNV varía entre 6 y 12 días, al final del cual se manifiestan 
los síntomas iniciales de la FHA. Durante la primer semana, los síntomas se asemejan a 
una gripe pudiendo incluir fiebre, mialgia, artralgia, dolor de cabeza, náuseas, vómito y 



 

diarrea. De producirse hemorragias, estas suelen ocurrir durante las segunda semana y se 
limitan a ser nasales, conjuntivas oculares y/o en las encías, aunque en casos severos y 
menos comunes se producen hematomas, metrorragia, hematuria, melena y otros 
síntomas hemorrágicos. Después de la segunda semana, más del 80% de los pacientes se 
recuperan. Sin tratamiento, la enfermedad puede llevar al paciente a la muerte, siendo la 
tasa de mortalidad del 30% para estos casos [revisado en (Gomez et al., 2011)]. 
 
Diagnóstico 
 
El diagnóstico de la FHA se basa en información clínica y de laboratorio. Un número de 
plaquetas menor a 100000/mm3 en combinación con un número de células blancas en la 
sangre inferior a 2500/mm3 para pacientes en áreas endémicas se consideran indicadores 
útiles para identificar individuos infectados [revisado en (Gomez et al., 2011)]. No 
obstante, puede establecerse un diagnóstico y la confirmación de la FHA mediante un 
ensayo RT-PCR (del inglés, reverse transcription polymerase chain reaction) [revisado 
en (Gomez et al., 2011)]. 
 
Tratamiento 
 
El tratamiento se basa en medidas que mantengan la homeostásis del paciente. La 
transfusión de plasma de pacientes convalescientes en dosis de 3000 unidades/kg peso) 
de anticuerpos neutralizantes durante la fase inicial de la FHA reduce la mortalidad a 
menos del 1% (Enria et al., 2008). 
 
Prevención 
 
En la década de 1990 se introdujo una vacuna contra la FHA, que emplea la cepa atenuada 
Candid 1 (C#1). Esta vacuna resultó muy efectiva para reducir la tasa de infección y 
prevenir el desarrollo de la FHA (Enria et al., 2008). Sin embargo, la vacuna por ser a 
virus atenuado, no puede emplearse en embarazadas ni inmunodeprimidos y la FHA 
persiste como una infección potencialmente letal y por lo tanto reviste interés nacional. 
 
Macrófagos 
 
Los macrófagos son células del sistema inmunitario derivadas de monocitos de sangre 
periférica o PBMCs (del inglés, Peripheric Blood Mononuclear Cells) los cuales migran 
hacia un tejido en respuesta a un estímulo inflamatorio. Como todas las células 
hematopoyéticas, se originan de una célula precursora madre en la médula ósea, la cual 
puede diferenciarse hasta monocitos, que son liberados al torrente sanguíneo (Gordon, 
2007). 

Los macrófagos tienen una alta capacidad fagocítica, la cual se encuentra ligada a su 
función como célula presentadora de antígenos. Se consideran las células con mayor 
plasticidad del sistema hematopoyético, y se encuentran en todos los tejidos. Además los 



 

macrófagos presentan distintos perfiles transcripcionales y habilidades funcionales, 
requeridos para el mantenimiento de la homeostásis del organismo (Gordon, 2007). 

La función característica de los macrófagos es la fagocitosis para eliminar células 
apoptóticas, células dañadas o tumorales, residuos celulares, partículas extrañas 
inanimadas y microorganismos (Gordon, 2007). Este proceso puede acelerarse por la 
opsonización previa de dicho elemento, en la cual el elemento a fagocitarse se recubre de 
moléculas que facilitan el reconocimiento de receptores en la superficie del macrófago y 
favorecen el proceso de fagocitosis. Una vez dada la fagocitosis, el fagosoma resultante 
se fusiona con lisosomas primarios generando los fagolisosomas. Es dentro de los 
fagolisosomas donde diferentes enzimas, como hidrolasas ácidas, peroxidasas y lisozimas 
y sustancias reactivas de oxígeno, como peróxido de hidrógeno, terminan degradando el 
material fagocitado. Los péptidos degradados pueden llegar a unirse a moléculas del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase II, después de lo cual se 
direccionarán a la superficie para dar lugar a la sinápsis inmunológica con células T y así 
comenzar una respuesta inmunitaria específica (Wynn et al., 2013). 

La activación de los macrófagos tiene varios efectos en estas células. Principalmente, la 
activación por linfocitos Th1 le permite a los macrófagos potenciar su capacidad 
fagocítica y a su vez activar diferentes factores de transcripción generándose citoquinas 
como interferones (IFN-I e IFN-II) y el factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) en conjunto 
con diversas moléculas de superficie (Mills, 2015).  

Debido a su función central, tanto en la respuesta inmunitaria innata y su rol en la 
respuesta inmunitaria adaptativa, los macrófagos poseen un rol central en la respuesta 
antimicrobiana. No sorprende, por lo tanto, que varios patógenos hayan desarrollado 
estrategias para contrarrestar las propiedades inmunitarias de los macrófagos (Gordon, 
2007). 
 
Antecedentes del estudio 
 
La infección exitosa de varios virus requiere diferentes mecanismos de evasión de la 
respuesta inmune. Por ejemplo, la infección de células inmunitarias como células 
dendríticas y su posterior modulación permitirían inhibir mecanismos antivirales del 
organismo y/o favorecer una respuesta inmune contraria a la contraproducente para la 
replicación viral. Los macrófagos son células del sistema inmune críticas para el control 
de infecciones, de manera que podrían servir de blancos de infección. 

Estudios previos con los virus Mopeia (MOPV) y Lassa (LASV), ambos pertenecientes 
a la familia arenaviridae al igual que el virus Junín, mostraron que, aunque para ambos 
virus hay replicación en células macrofágicas, LASV no generaba activación en 
macrófagos humanos, a diferencia de MPOV, que si lo hacia. Para los Arenavirus de 
Nuevo Mundo se conoce menos respecto al impacto de su infección en la respuesta 
inmune humana mediada por macrófagos.  

Para estudiar el efecto en macrófagos de la infección con Virus Junín se utilizaron dos 
cepas: la cepa vacunal Candid 1 (C#1) y la cepa patogénica P3441 (P). 



 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Células 
 
Las células BHK-21 y Vero-76 (ATCC, EE. UU.) se mantuvieron como monocapas como 
se describió anteriormente (De Giusti et al., 2015). Los macrófagos derivados de 
monocitos humanos (HMDM) se obtuvieron como se informó anteriormente (Kusne et 
al., 2014). Brevemente, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 
donantes sanos se aislaron mediante centrifugación en gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque (GE), y se realizó una selección positiva de monocitos CD14 + usando un Kit 
de selección positiva CD14 humana EasySep ™ (StemCell Tech, Vancouver, Canadá). 
La diferenciación de los macrófagos se realizó colocando 2,5 x 105 monocitos CD14 + 
en placas de 48 pocillos que contenían 500 µL de RPMI 1640 más 10% de FBS y 1% de 
PS en presencia de rM-CSF (40 ng / ml) y se cultivaron durante 7 días. En experimentos 
seleccionados, se usaron placas de 24 pocillos con doble cantidad de células y medio. 
 
Virus 
 
Ya se ha descrito la cepa virulenta de JUNV originalmente aislada de un paciente con 
FHA (P3441), así como la cepa Candid 1 atenuada (C # 1) (Negrotto et al., 2015). La 
preparación de reservas virales en células BHK-21 y la titulación de infectividad usando 
la línea celular Vero-76 se ha descrito previamente (Negrotto et al., 2015). 
 
Reactivos 
 
El MEM, RPMI y suero fetal bovino se compraron de Invitrogen (Argentina). rM-CSF 
fue adquirido de R&D Systems (Minneapolis, MN, EE. UU.). Los anticuerpos anti JUNV 
se obtuvieron de recursos de BEI, EE. UU. Anti CD71, CD14, CD86, CD80, HLA-DR, 
CD11b, CD11c, CD64, CD163, CD206 se obtuvieron de BioLegend (San Diego, CA, 
EE. UU.). Anti-humanos APC-MERTK (IgG1 de ratón), Biotin-AXL (IgG de cabra) y 
controles de isotipo se obtuvieron de R&D Systems (Minneapolis, MN, EE. UU.). Anti-
TYRO3 (IgG de conejo) se obtuvo de Novus Biological (Littleton, CO, EE. UU.). DAPI 
fue comprado de Invitrogen (Argentina). Los kits de ELISA para TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-
10 e IL-12 se obtuvieron de eBioscience, Ready Set Go). El kit Cytofix / Cytoperm se 
adquirió en BD Bioscience (San Diego, CA, EE. UU.). 
 
Infecciones celulares 
 
Para la infección viral, las células se lavaron con PBS dos veces antes de incubar con el 
virus a una multiplicidad de infección (MOI) de 1 en medio sin suero. Después de 1 h de 
incubación a 37 ° C, las células se lavaron con PBS dos veces más y se suplementaron 
con un medio de cultivo completo. Se realizó una infección simulada añadiendo a la 
monocapa celular el mismo volumen de sobrenadante de cultivo celular BHK-21 en lugar 
de JUNV. Las células se observaron diariamente usando un microscopio invertido con 



 

una cámara Olympus SP-320 y se procesaron adicionalmente con el software Photoshop 
6.0. 
 
Estudios de inmunofluorescencia indirecta 
 
Las células se cultivaron en insertos de vidrio de 12 mm de diámetro antes de la infección 
viral. En el punto de tiempo indicado, los insertos se fijaron con paraformaldehído al 4% 
(PFA) durante 20 minutos y se permeabilizaron con Tween al 0,1% durante 10 minutos. 
Los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4 ° C con un conjunto de anticuerpos 
monoclonales específicos contra JUNV (Negrotto et al., 2015). Luego se aplicaron Igs 
anti-ratón conjugados con FITC a los portaobjetos lavados con PBS durante 30 minutos 
a temperatura ambiente (RT). Los anticuerpos se diluyeron con PBS que contenía suero 
bovino fetal al 5% y suero de cabra al 5% como reactivos de bloqueo. Los portaobjetos 
se contratiñeron con DAPI y se examinaron bajo un microscopio Nikon E200 equipado 
con filtros de fluorescencia y una lámpara de mercurio de 100 W. Las imágenes se 
adquirieron con una cámara refrigerada Tucsen TCC 5.0 bajo el control del software IS 
listen y se procesaron con el software Photoshop 6.0. 
 
Análisis de citometría de flujo 
 
La tinción de superficie para CD11b, CD64, CD206, CD14 (caracterización fenotípica de 
macrófagos) o CD11b, HLA-DR, CD86 y CD80 (estado de activación) se realizó 
siguiendo el protocolo estándar. Brevemente, las células cosechadas se lavaron con PBS 
y se bloquearon en PBS más FBS al 2% (PBSF) en hielo durante 30 minutos. Las células 
se lavaron con PBS y los cócteles de Abs respectivos (preparados en PBSF) se añadieron 
al sedimento celular y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Se usó un tinte de 
viabilidad reparable de acuerdo con las instrucciones del fabricante para activar las 
células vivas. Después del lavado, las células se fijaron con un kit Cytofix / Cytoperm 
(BD Biosciences), se lavaron nuevamente y se analizaron en un citómetro de flujo FACS 
Canto I (Becton Dickinson) o Partec-Sysmex CyFlow (Görlitz, Alemania). Todos los 
análisis se llevaron a cabo con el software FlowJo (Tree Star). La tinción intracelular se 
realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante para Cytofix / Cytoperm Kit. El 
bloqueo y la preparación de anticuerpos de cóctel se realizó con PBSF. 
 
Ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) 
 
Los niveles de IL-6, IL-12, TNFα e IL-10 se evaluaron en sobrenadantes de cultivo con 
kits ELISA Ready-SET-Go (e-Bioscience) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 
 
Aislamiento de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real 
 
Para el análisis de la expresión génica, las células de cultivo se lavaron y luego se 
cosecharon con Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) y se obtuvo ARN 
total siguiendo las instrucciones del fabricante. La transcripción inversa se realizó 



 

utilizando 100 ng de ARN empleando el kit de síntesis de ADNc iScript (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EE. UU.). Las reacciones de qPCR se evaluaron usando 1 µl de ADNc y 
usando Sso Advanced Universal mix con Sybr Green y equipos CFX-Connect (Biorad, 
EE. UU.). La reacción se normalizó a los niveles de expresión génica de mantenimiento 
y la especificidad de los productos amplificados se verificó mediante análisis de curvas 
de disociación. 
 
Análisis estadístico 
 
Todos los resultados se expresan como la media ± SEM. Se usó una prueba t pareada de 
Student para determinar diferencias significativas entre las medias de 2 grupos, y los 
valores de P inferiores a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. Cuando se 
compararon varios grupos, se utilizó un análisis de varianza de uno o dos sentidos 
(ANOVA) seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey o Fisher para 
determinar diferencias significativas entre los grupos. Todos los análisis estadísticos se 
realizaron con el software Prism 6 (GraphPad). Cada experimento se realizó con 3-4 
donantes diferentes. 
 
 
RESULTADOS 
 
Las dos variantes de JUNV replican similarmente en macrófagos humanos 
 
Las células macrofágicas derivadas de monocitos humanos HMDM (del inglés, human 
monocyte-derived macrophages) fueron infectadas con una multiplicidad de infección = 
1 para la cepa atenuada Candid 1 o la cepa patogénica P. Las células HMDM mostraron 
cambios morfológicos claros, tales como el aplanamiento y extensión, tan temprano como 
a las 24 horas posinfección para ambas cepas de JUNV (figura 1A). El título de virus 
infeccioso liberado en el sobrenadante fue medido a lo largo de 6 días por el ensayo de 
formación de placas. La infección con ambas cepas virales llevaron a niveles similares de 
virus infecciosos, alcanzando un pico a los 3 días posinfección y decayendo hasta el final 
del estudio (Figura 1B). Un antígeno viral fue estudiado a los 3 días posinfección por 
inmunofluorescencia (IF) y citometría de flujo (FC). El teñido de proteína viral fue 
similarmente positivo para ambas cepas (Figura 1C). Como se esperaba, el análisis de FC 
confirmo que estos resultados mostraban que un 58% de las células HMDM eran 
infectadas con la cepa C#1 mientras que el 57.6% eran positivas para la cepa P (Figura 
1D). 
 



 

Figura 1. Los 
macrófagos 

humanos son igual 
de susceptibles a las 
dos variantes de 
JUNV. Células 

macrofágicas 
derivados de 
monocitos humanos 
(HMDM) fueron 
infectados a una 
multiplicidad de 
infección igual a 1 

con la cepa atenuada C#1 y la cepa patogénica P de JUNV. (A) Observación de la 
morfología celular. Células infectadas con JUNV son más aplanadas y extendidas. (B) 
Titulación Viral de sobrenadantes de células realizados en células virales durante 6 días 
por medio de un método estánda de Unidades Formadoras de Placas (PFU). (C) Antígenos 
Virales fueron detectados por immunofluorescencia con un pool de anticuerpos y anti-
JUNV-FITC, y los núcleos fueron contra-colorados con DAPI. (D) Células HMDM 
fueron infectadas con cepa C#1 o P y a los 3 días post-infección fueron tenidas con anti-
JUNV-FITC y el porcentaje de células con antígeno viral positivo fueron analizadas por 
citometría de flujo. El porcentaje de células infectadas fue comparados usando el 
ANOVA No Paramétrico de una dirección seguido del test de comparación múltiple de 
Dunn. Los resultados fueron graficados como la media (min-máx, la línea horizontal 
indica la media). Al menos tres donantes independientes fueron usados para cada ensayo. 
 
Las cepas C#1 y P3441 aumentan la expresión de CD71 de manera diferenciada 
 
Como se mencionó previamente, JUNV utiliza el receptor transferrina humano 1 (hTFR1 
o CD71) como receptores de la superficie celular para ingresar a la célula. Estudios 

anteriores demostraron que la 
infección de JUNV aumenta la 
expresión de hTFR1 en células 
precursoras CD34+, lo que sugiere 
que la infección viral promueve su 
propia diseminación (Pozner et al., 
2010). Por medio de citometría de 
flujo se observó que la infección de 
JUNV en macrófagos humanos 
incrementa la expresión de CD71, 
siendo más pronunciado en la 
infección con la cepa P (Figuras 2A-

C). 
 



 

Figura 2.| JUNV aumenta la expresión de CD71 en macrófagos humanos, siendo mayor 
ante la infección con P. Células HMDM fueron infectadas a multiplicidad de infección 
(MOI = 1) con la cepa C#1 o P de JUNV. Después de 3 días post-infección, las células 
fueron doble-teñidas con anti-JUNV y anti-CD71 y analizadas por citometría de flujo. 
(A) Dot-plots representativos mostrando señal positiva para antígeno viral en macrófagos. 
(B) Histograma representativo mostrando la expresión de CD71 después de gating en 
células positivas para antígeno JUNV y controles negativos. (C) Nivel de expresión de 
CD71 analizado como promedio de intensidad fluorescente (MFI) en el gráfico. Las 
diferencias significativas entre grupos fue detectado usando el ANOVA No Paramétrico 
de una dirección seguido del test de comparación múltiple de Dunn, *P < 0,05. Los 
resultados fueron graficados como la media (min-máx, la línea horizontal indica la media) 
de al menos cuatro donantes independientes por ensayo. 
 
La producción de citoquinas y activación de macrófagos difiere luego de la infección 
entre las cepas C#1 y P 
 
Se analizó el patrón de expresión de marcadores de co-estimulación como CD80 y CD86, 
y el marcador de superficie de presentación de antígeno (HLA-DR). Los resultados 
muestran que la expresión difiere entre una cepa y otra. Porcentajes mayores de células 
CD14+CD86+ fueron observadas después de infectar con la cepa C#1, mientras que 
CD80 no mostró diferencias significativas entre células infectadas. Al mismo tiempo, 
macrófagos infectados con la cepa P mostró los mayores porcentajes de células CD14+ 
HLA-DR++ (figuras 3A-B). 

Considerando la activación inducida por la infección de JUNV en macrófagos observada, 
se analizó el nivel de varias citoquinas en los sobrenadantes de HMDM a los 3 días 
posinfección. Encontramos un perfil distintivo claro, dado que mayores niveles de TNF-

, IL-10 y IL-12 fueron detectadas en los sobrenadantes de macrófagos infectados con 
C#1 mientras que sólo IL-6 mostró niveles aumentados usando la cepa P. Notablemente 
no hubo diferencia significativa en la producción de IL-1, en comparación con las 
condiciones de mock (figuras 3C-G). El porcentaje de células viables no mostró 
diferencias significativas comparándose Mock, C#1 y P, aunque pequeños incrementos 
en células AnnV+ fueron observadas con P cuando se compararon con C#1 y Mock. 
 



 

Figura 3. JUNV activa 
macrófagos humanos y 
modula selectivamente 
la producción de 
citoquinas. Células 
HMDM fueron 
infectadas con cepas 
C#1 o P de JUNV (MOI 
= 1) y a los 3 días 
posinfección fueron 
evaluadas la expresión 
de activación y co-
estimulación CD80, 
CD86 o el presentador 
de antígeno HLA-DR 
en células CD14+ por 
citometría de flujo. (A) 

Dot-plots 
representativos 

mostrando CD14+ y 
cada marcador. (B) El 
porcentaje de doble 

positivas 
CD14+CD86+, 

CD14+CD80+ y 
CD14+HLA-DR++ 

están graficadas. El 

umbral fue establecido para cada marcador basado en el FMO. La expresión de TNF- e 

IL-1 (C), IL-12 (D), IL-10 (E). IL-6 (F) e IL-1 (G) fueron medidos en el sobrenadante 
de macrófagos infectados a las 72 horas, utilizando kits comerciales de ELISA. Las 
diferencias significativas entre grupos fue detectado usando el ANOVA No Paramétrico 
de una dirección seguido del test de comparación múltiple de Dunn, *P < 0,05, **P < 
0,01. Los resultados fueron graficados como la media (min-máx, la línea horizontal indica 
la media) de al menos cuatro donantes independientes por ensayo. 
 
La polarización macrofágica depende de la cepa 
 
Teniendo en cuenta el hecho que el JUNV modula la activación de macrófagos acorde a 
la cepa usada, se decidió evaluar diferentes marcadores de superficie para distinguir la 
polarización M1/M2 en HMDM después de la infección con JUNV. El porcentaje de 
células CD64+(M1), CD206+ y CD163+ (M2) expresadas en células CD11b+ fueron 
analizadas por citometría de flujo. Se encontró un mayor porcentaje de células 
CD11b+CD64+CD206- cuando las células HMDM eran infectadas con la cepa C#1 
respecto a Mock y P, con porcentajes promedios de 18% contra 8% y 3.2%, 



 

respectivamente. No obstante, el fenotipo M2 CD11b+CD206+CD64- era 
significativamente mayor después de la infección con P comparada a aquella de C#1 o el 
Mock, con promedios de 34 contra 10.1% y 17.5%, respectivamente. Esto indica que 
JUNV modula la polarización acorde a la patogenicidad de la cepa (figuras 4A-B). 
Adicionalmente, otro fenotipo de M2 analizado como doble positivo, células 
CD206+/CD163+, mostraron una tendencia hacia un aumento de porcentaje después de 
la infección con la cepa P comparada a la infección Mock y con la cepa C#1. 
 

 
Figura 4. JUNV 
modula la 
polarización M1/M2 
en macrófagos. 
Células HMDM 
fueron infectadas 
con las cepas C#1 o 
P de JUNV (MOI = 
1) y a los 3 días 
posinfección las 
células expresando 
CD64+ (M1) y 
CD206+ (M2) en 
CD11b+ fueron 

evaluadas por citometría de flujo. (A) Dot-plots representativos de CD64 vs. CD206 
después de gating en CD11b para cada condición. (B) Información independiente son 
graficadas mostrando el cambio a M1 después de infección con C#1 y a M2 después de 
infección con P. Las diferencias significativas entre grupos fue detectado usando el 
ANOVA No Paramétrico de una dirección seguido del test de comparación múltiple de 
Dunn, *P < 0,05. Los resultados fueron graficados como la media (min-máx, la línea 
horizontal indica la media) de cinco donantes independientes. El umbral de cuadrante está 
basado en el FMO de cada marcador. 
 
La expresión de MERTK fue modulada diferencialmente por las variantes de JUNV 
 
Los receptores tirosina-quinasa TYRO3, AXL y MERTK (TAM) han demostrado tener 
un rol prominente en la regulación de la respuesta inmune innata (Rothlin et al., 2015), 
polarización de macrófagos y fagocitosis actuando en coordinación con señalización por 
citoquinas (Bosurgi et al., 2017), y varios aspectos de la respuesta del hospedante a la 
infección viral (Miner et al., 2015; Schmid et al., 2016). Considerando nuestras 
observación que JUNV modula la polarización de macrófagos y que tanto AXL y 
MERTK son expresadas diferencialmente en macrófagos M1 pro-inflamatorios y M2 
anti-inflamatorios, respectivamente (Zagorska et al., 2014), evaluamos la expresión de 
TAM en HMDM después de la infección con cada cepa. Los resultados muestran que 
mientras macrófagos TYRO3+ o AXL+ se encontraban en cantidades similares ante la 



 

infección de ambas cepas, el porcentaje de células MERTK+ estaba reducido para las 
infectadas con C#1 y aumentada para la infección de la cepa P (figuras 5A-B). Dado que 
la activación de MERTK dispara la inducción del supresor de señalización de citoquina 
1 (SOCS1) y SOCS3, se analizó el nivel de transcripción para estos genes por medio de 
RT-qPCR. Adicionalmente analizamos el factor regulatorio de interferón (IRF-1) como 
gen blanco de infección y un miembro de la familia de factores regulatorios de 
interferones (Dou et al., 2014). Como era esperado, se observó niveles mayores de 

transcripción para IRF-1, SOCS1 y SOCS3 con niveles inferiores de IFN- en 
macrófagos infectados con la cepa P comparadas a condiciones Mock después de 24 horas 
posinfección (figuras 6A-D) 
 

Figura 5. JUNV modula 
selectivamente la expresión 
TAM en macrófagos humanos. 
Células HMDM fueron 
infectadas con las cepas C#1 o P 
de JUNV (MOI = 1) y a los 3 días 
posinfección la expresión de los 
receptores TYRO3, AXL, y 
MERTK fueron evaluados por 
citometría de flujo. (A) Se 
muestra el Dot-plot 
representativo de cada receptor y 
el porcentaje de macrófagos 
expresando receptores TYRO3, 
AXL, y MERTK están 
graficados en (B). Las 
diferencias significativas entre 
grupos fue detectado usando el 
ANOVA No Paramétrico de una 
dirección seguido del test de 
comparación múltiple de Dunn, 
**P < 0,01. Los resultados 

fueron graficados como la media (min-máx, la línea horizontal indica la media) de siete 
donantes independientes. El umbral de cuadrante está basado en el FMO de cada 
marcador. 
 
 
 
 
 
 



 

Figura 6. JUNV P aumenta 
los niveles de transcripción 

de IRF-1, IFN-, SOCS1 y 
SOCS3. Células HMDM 
fueron infectadas con cepas 
C#1 o P de JUNV (MOI = 
1) y después de 1 día 
posinfección los niveles de 
transcripción de (A) IRF-1, 
(B) SOCS1, (C) SOCS3, y 

(D) IFN-, fueron 
estudiados por RT-qPCR. 
El método Comparativo Ct 

(2-CT) fue usado para 
analizar los niveles de 

expresión para los genes blanco. Las diferencias significativas entre grupos fue detectado 
usando el ANOVA No Paramétrico de una dirección seguido del test de comparación 
múltiple de Dunn, *P < 0,05. Los resultados fueron graficados como la media (min-máx, 
la línea horizontal indica la media) de cinco donantes independientes. 
 
 
RESUMEN 
 
En el presente estudio, demostramos que tanto las cepas atenuadas C # 1 como las 
patógenas P JUNV indujeron un cambio de fenotipo en los macrófagos humanos 
primarios tan pronto como 1 dpi lo que se interpretó como maduración y / o activación 
de macrófagos. Además, observamos títulos de infectividad similares en los 
sobrenadantes y un porcentaje similar de células infectadas con monocapa. Esto contrasta 
con la replicación mínima reportada de las cepas JUNV XJ (patógenas) y XJ-Cl3 
(atenuadas) en células de macrófagos de ratas adultas (Blejer et al., 1986) y la infección 
más eficiente de una cepa patógena de JUNV que el TACV, apatogénico no humano 
(Groseth et al., 2011). En el primer caso, las diferencias pueden atribuirse a que los 
macrófagos eran de una especie donante diferente, mientras que en el segundo caso, las 
diferencias pueden atribuirse a especies de virus diferentes. 

Anteriormente demostramos que la infección por JUNV regula a la TfR1 en células madre 
hematopoyéticas CD34 + (Pozner et al., 2010). Aquí estamos demostrando que ambas 
cepas de JUNV también aumentaron la expresión de CD71 en HMDM infectado, con P 
mostrando valores más altos, respaldando la hipótesis de que JUNV promueve su propia 
diseminación no solo en células hematopoyéticas indiferenciadas sino también en un 
linaje diferenciado y que P explota esto mecanismo más. 

Los marcadores de activación y maduración diferencial observados y el perfil de 
expresión de citoquinas, dependiendo de qué cepa JUNV infecta a los macrófagos, 
respaldan firmemente la noción de que la cepa C # 1 y P son capaces de provocar una 



 

respuesta inmune diferencial. En este sentido, una mayor citocina proinflamatoria (IL-12 
y TNF-α) junto con un mayor marcador coestimulador CD86 demuestran la capacidad de 
la cepa C # 1 para montar una respuesta inflamatoria adecuada para permitir en el huésped 
la generación de inmunidad protectora contra el virus en ausencia de enfermedad. Por el 
contrario, la cepa P patógena provoca un estado de activación más atenuado de los 
macrófagos al disminuir las citocinas proinflamatorias prototípicas, pero al inducir 
niveles más elevados de IL-6, una citocina asociada también con la inmunomodulación 
(Hunter and Jones, 2015), y al aumentar el porcentaje de CD14 + HLA-DR + dos señales 
que indican una respuesta antiinflamatoria que podría permitir la evasión inmune 
temprana, facilitando la diseminación viral en el huésped y la enfermedad posterior. 

Nuestros resultados están parcialmente en contraste con los observados con LASV, que 
aunque puede replicarse en macrófagos humanos, no los activa (Baize et al., 2004), lo 
que brinda soporte adicional de que los arenavirus pueden tener diferentes mecanismos 
patogénicos al menos en células de macrófagos (Kerber et al., 2015). 

Se ha demostrado que la mayoría de las infecciones virales agudas del virus patogénico 
están asociadas con la activación de macrófagos a un estado M1 que promueve la 
inflamación (Sang et al., 2015). En cuanto a M2, los primeros estudios se realizaron con 
virus asociados a infecciones crónicas, y el primer paradigma aceptado fue que la 
infección viral activa los macrófagos que inducen un perfil M1 durante la fase aguda y 
surgió un perfil M2 durante la eventual fase crónica de la enfermedad (Sang et al., 2015; 
Zink et al., 2002). En muchos de estos estudios, la respuesta propensa a M2 se relacionó 
con una producción mejorada de IL-10, que indirectamente, ejerce potentes efectos 
inmunosupresores (Richter et al., 2013; Wilson and Brooks, 2011; Zdrenghea et al., 
2015). Aún más, algunos virus, como los herpesvirus y los poxvirus, codifican ortólogos 
funcionales de IL-10 (vIL-10s) (Ouyang et al., 2014) o IL-6 (Hunter and Jones, 2015). La 
IL-6 viral también podría inhibir la inmunidad antiviral a través de la inhibición del IFN 
tipo I, lo que permite que el HHV8 evada la detección inmune (Chatterjee et al., 2002). 

Nuestros resultados muestran claramente una potente respuesta proinflamatoria 
provocada cuando los macrófagos se infectaron con C # 1 concordante con un fenotipo 
M1. Sin embargo, la cepa P provocó una respuesta M2 más antiinflamatoria asociada con 
un mayor nivel de IL-6 y una mayor expresión de células CD11b + CD206 + CD14 + y 
HLA-DR, lo que sugiere que la P cambia la respuesta de los macrófagos en un programa 
regulador (Martinez and Gordon, 2014). Interesante, aunque en un modelo diferente, la 
citocina IL-6 se ha asociado recientemente para promover el fenotipo M2 (Sanmarco et 
al., 2017) y es un potente inductor de SOC3 (Hunter and Jones, 2015). Además, se ha 
demostrado la generación de poblaciones de células mieloides inmunosupresoras 
humanas en ratones NOG transgénicos IL-6 humanos (Hanazawa et al., 2018). 

Durante la infección viral aguda, se sabe muy poco sobre la polarización de los 
macrófagos M2, ya que la respuesta antiviral temprana se asocia normalmente a la 
respuesta inmune proinflamatoria (Mills, 2015). En este sentido, un análisis 
transcriptomático reciente de macrófagos infectados con cepas de virus de la influenza 



 

atenuadas o virulentas, mostró un perfil temprano y claro de genes asociados al fenotipo 
M2 desencadenado por el virus de la influenza patógena (Zhang et al., 2018). 

Se ha demostrado que los receptores AXL y MERTK se modulan de manera diferencial 
en los macrófagos M1 y M2 inducidos por citoquinas, donde los niveles mejorados de 
MERTK se asociaron a la polarización de M2 (Zagorska et al., 2014). El IRF-1 se 
describió inicialmente como regulador de la expresión de IFNα y MHC-I mediante la 
unión a regiones reguladoras de sus promotores (Miyamoto et al., 1988). Sin embargo, el 
IRF-1 es uno de los genes más importantes estimulados por IFN para la inmunidad 
antiviral innata y adaptativa que forma una red compleja con otros factores de 
transcripción para finalmente tener una respuesta específica (Abou El Hassan et al., 2017; 
Brien et al., 2011; Xu et al., 2016). En este sentido, IRF-2 y 8 pueden inhibir la inducción 
de transcripción mediada por IRF-1 compitiendo por el sitio de unión del promotor 
(Harada et al., 1990; Hida et al., 2000), o bloqueando las interacciones proteína: proteína 
(Harman et al., 2011; Sgarbanti et al., 2002) apoyando la hipótesis de que el virus puede 
manipular la inducción de IFN e ISG para mejorar su replicación. En este sentido, la 
modulación selectiva de la MERTK, así como los niveles más altos de IRF-1, SOCS1 y 
SOCS3 durante la infección por P resaltan no solo la propiedad sesgada de esta cepa, sino 
también la capacidad de usurpar vías inmunomoduladoras (TAM / SOCS1 y 3) y 
potencialmente usarlos para la evasión inmune. 

Nuestros resultados muestran que el virus Junin desencadena la activación diferencial de 
los macrófagos y modula la polarización de acuerdo con la patogenicidad de la cepa viral, 
lo que induce respuestas celulares distintas que podrían facilitar una vigilancia 
inmunológica correcta o un evento de evasión y diseminación viral que terminan en la 
enfermedad proporciona importantes conocimientos mecanicistas sobre la comprensión 
de la patogénesis de JUNV y Las respuestas inmunes del huésped multifacéticas en la 
infección por arenavirus. 

Tomando nuestros resultados junto con los hallazgos recientes mencionados por otros, se 
puede especular que en alguna infección viral aguda, la subversión de la respuesta 
proinflamatoria M1 convencional a una respuesta antiinflamatoria M2 por virus 
patógenos agudos será más frecuente que anteriormente describió que merece más 
estudios, ya que puede permitir potenciales nuevos candidatos a objetivos terapéuticos. 
 
 
ABSTRACT 
 
The NewWorld arenavirus Junin (JUNV) is the etiological agent of Argentine 
hemorrhagic fever (AHF). Previous studies of human macrophage infection by the Old-
World arenaviruses showed that while the non-pathogenic Mopeia virus replicates and 
activates human macrophages, the pathogenic Lassa virus replicates but fails to activate 
human macrophages. Less is known in regard of JUNV infection on the macrophage 
response. Macrophage are critical for controlling infections but could also be usurped 
favoring immune evasion. Therefore, it is crucial to understand how the JUNV infection 
modulates macrophage plasticity to clarify its role in AHF pathogenesis. With this aim in 
mind, we compared infection with the attenuated Candid 1 (C#1) or the pathogenic P 
strains of the JUNV virus in human macrophage cultures. The results showed that both 
strains similarly replicated and induced morphological changes. However, both strains 



 

differentially induced the expression of CD71, the receptor for cell entry, the activation 
and maturation molecules CD80, CD86, and HLA-DR and selectively modulated 
cytokine production. Higher levels of TNF-a, IL-10, and IL-12 were detected with C#1 
strain, while the P strain induced only higher levels of IL-6. We also found that C#1 strain 
infection skewed macrophage polarization to M1, whereas the P strain shifted the 
response to an M2 phenotype. Interestingly, the MERTK receptor, that negatively 
regulates the immune response, was down-regulated by C#1 strain and up-regulated by P 
strain infection. Similarly, the target genes of MERTK activation, the cytokine 
suppressors SOCS1 and SOCS3, were also increased after P strain infection, in addition 
to IRF-1, that regulates type I IFN levels, which were higher with C#1 compared with P 
strain infection. Together, this differential activation/polarization pattern of macrophages 
elicited by P strain suggests a more evasive immune response and may have implications 
in the pathogenesis of AHF and underpinning the development of new potential 
therapeutics. 
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Las rupturas de doble cadena (RDC) en el ADN son lesiones críticas que afectan la 
integridad genómica. La discontinuidad de ambas cadenas puede ser letal para la célula 
si permanecen sin reparar, o producir alteraciones cromosómicas cuando son 
incorrectamente reparadas. Las células humanas cuentan con dos mecanismos principales 
de reparación de las RDC para evitar que estas lesiones se perpetúen: reunión de extremos 
no-homólogos clásica (c-NHEJ) y recombinación homóloga (HR). La deficiencia en 
genes involucrados en estos mecanismos lleva a la célula a emplear una vía alternativa de 
reunión de extremos, alt-EJ, que funciona con una cinética y fidelidad marcadamente 
menores a c-NHEJ y HR, lo cual posibilita la formación de rearreglos cromosómicos. 

Etopósido (ETO), droga utilizada en la terapia antitumoral, actúa como veneno de 
Topoisomerasa II (Top2) estabilizando los complejos entre la enzima Top2 y el ADN y 
generando RDC persistentes en el mismo. 

El empleo de ETO está asociado con severos efectos adversos como el desarrollo de 
leucemias agudas, especialmente leucemia mieloide aguda relacionada con el tratamiento 
(t-LMA) caracterizada por rearreglos cromosómicos del gen de leucemia de linaje mixto 
(MLL). 

El objetivo general de esta investigación fue analizar la participación del mecanismo de 
reparación alt-EJ en la formación de rearreglos cromosómicos inducidos por ETO en 
células humanas tratadas en la fase G2 del ciclo celular y la progresión de las células 
portadoras de estas alteraciones a las sucesivas divisiones celulares con el fin de 
comprender la génesis de las neoplasias secundarias presentes en los pacientes tratados 
con ETO. 

Se realizó el tratamiento celular en la fase G2 debido a que la isoforma α de Top2, blanco 
de ETO, alcanza su máxima expresión en ella y a que las vías de reparación de las RDC, 
c-NHEJ, HR y alt-EJ, operan principalmente en G2. 

En primer lugar, se evaluó la formación de RDC en la fase G2 de células humanas tratadas 
con ETO en un contexto deficiente en c-NHEJ y HR mediante citometría de flujo. 

 

 

 



  

Se utilizaron las células HeLa (carcinoma cérvico-uterino) knock down en Rad21 (HeLa 
Rad21kd). La subunidad proteica Rad21 es un componente del complejo cohesina que 
mantiene la cromátidas hermanas unidas y facilita la reparación por HR. 

El silenciamiento génico se realizó transfectando las células mediante lipofección con un 
plásmido conteniendo un shRNAmir específico contra el ARNm de Rad21 (pGIPZ-
Rad21). Como control se utilizó el mismo plásmido codificando una secuencia no 
silenciante (pGIPZ-NS) para generar la línea celular HeLa NS. 

La expresión residual del ARNm de la línea HeLa Rad21kd (Rad21 knock down) evaluada 
mediante qRT-PCR fue de 32,2 ± 5.8% en relación a la línea HeLa NS considerada con 
100% de expresión del ARNm de Rad21. 

Ambas líneas celulares se expusieron al inhibidor químico de DNA-PKcs, NU7026, 
componente de c-NHEJ. 

Las células HeLa Rad21kd y HeLa NS se cultivaron en medio RPMI 1640 con 10% de 
suero fetal bovino y antibióticos y se mantuvieron en estufa a 37ºC con 5% de CO2. 

Las células se expusieron a diferentes tratamientos: control, 0,5% dimetilsulfóxido 
(DMSO, diluyente de ETO y de NU7026), 10µM NU7026, 2µg/ml ETO durante 2hs o 
una combinación de 10µM NU7026-2µg/ml ETO. 

Inmediatamente, las células se lavaron con PBS y se fijaron con 90% metanol. 

Luego se permeabilizaron con 0,25% Tritón X-100, se resuspendieron en solución 
bloqueante (3% seroalbúmina bovina, SAB, 0,25% Tritón X-100 en PBS) y se realizó la 
inmunomarcación con el anticuerpo primario anti-γH2AX (biomarcador de RDC) y con 
el anticuerpo secundario. Se adicionaron 200µg/ml RNAsa A (libre de DNAsas) y 
10µg/ml ioduro de propidio (IP). La adquisición de 20.000 células/muestra se realizó 
mediante un citómetro de flujo FACSCalibur utilizando el software Cell Quest y se 
determinaron las células γH2AX positivas en la fase G2 en 4 experimentos 
independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1. 

 
Figura 1. Formación de 
rupturas de doble cadena (RDC) 
inducidas por ETO en la fase G2 
de células HeLa NS y Rad21kd. 
A. Gráfico representativo 
(Countour Plot) de las  diferentes 
fases: G1, S y G2 de las 
poblaciones celulares. La región 
marcada indica las células en la 
fase G2. 
B. Histogramas de IF de γH2AX. 
Se establece el número de células 
positivas para γH2AX en los 
cultivos controles (sin tratar, 
tratados con DMSO o con 
NU7026) y en los cultivos 
tratados con ETO o con NU7026-
ETO. 
C. Porcentaje de células HeLa NS 
y HeLa Rad21kd γH2AX+ en la 
fase G2 para los diferentes 
tratamientos (media ± error 
estándar de la media ). 
* p=0,0001, test t de Student. 
 
 
 

 
Los resultados indicaron que el porcentaje de células con RDC (γH2AX+) en la fase G2 
de los cultivos sin tratar, o tratados con DMSO o con NU7026 se encuentra entre el 7,5-
22,9%, mientras que en los cultivos tratados con ETO o con NU7026-ETO, este 
porcentaje aumentó alcanzado valores de 88,2-93,9%, con diferencias estadísticamente 
significativas (p=0,0001) en relación a sus respectivos controles. 

Las RDC inducidas en la fase G2 del ciclo celular pueden dar origen a aberraciones 
cromosómicas (AC) estructurales en la metafase inmediata por falta o incorrecta 
reparación de las mismas. 

Las células Hela Rad21kd y HeLa NS se sembraron en placas de Petri de 60 mm en medio 
completo. Ambas líneas celulares se expusieron a 0,5% DMSO, 10µM NU7026, 2µg/ml 
ETO durante 1h o una combinación 10µM NU7026-2µg/ml ETO. Las células se lavaron 
con PBS y se incubaron en medio completo durante 5-6hs para alcanzar la primera 
metafase posterior a los tratamientos en presencia o no de NU7026 según corresponda. 
Se adicionó colchicina 0,1µg/ml durante 90min para obtener células en metafase. Luego 
las células se tripsinizaron y se realizó el procesado citogenético mediante hipotonía con 
KCl 0,075M, fijación con metanol: ácido acético (3:1) y coloración con Giemsa 10%. Se 
analizaron las AC presentes en 150-250 metafases por tratamiento en 3-4 experimentos 
Independientes (Figura 2). Las aberraciones se clasificaron como rupturas cromatídicas 



  

(resultado de las RDC sin reparar) o intercambios cromatídicos (incorrecta reparación de 
las RDC). 

Además se determinó la progresión del daño cromosómico analizando los micronúcleos 
(MN) en células interfásicas a las 10-11hs de efectuados los tratamientos (fase G1 
posmitótica). Los MN se forman a partir de cromosomas enteros (efecto aneugénico) o 
fragmentos acéntricos (efecto clastogénico) excluidos de los núcleos durante anafase 
mitótica. 

Las células HeLa Rad21kd y HeLa NS crecidas sobre cubreobjetos en placas de Petri de 
35 mm se cultivaron en medio completo y se expusieron a los tratamientos ya 
mencionados. Se agregó citocalasina B 3μg/ml (inhibidor de la citocinesis) durante las 
últimas 4hs de cultivo para obtener células binucleadas (BN). 

Las células se fijaron con paraformaldehído 2% y se permeabilizaron con Tritón X-100 
0,25% a temperatura ambiente. Luego del bloqueo (3% BSA con 0,25% Tritón X-100 en 
PBS), las células se incubaron en solución bloqueante conteniendo el anticuerpo anti 
γH2AX, se lavaron con PBS y se incubaron con solución bloqueante conteniendo el 
anticuerpo secundario. Finalmente, se procedió a montar los cubreobjetos en portaobjetos 
utilizando 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) como contracolorante. Se analizaron los 
MN presentes en 500 células BN por tratamiento en 2-4 experimentos independientes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

Los resultados preliminares se muestran en la Figura 2. 
 

 
 
Figura 2. Daño cromosómico inducido por ETO en células HeLa NS y Rad21kd 
A. Porcentaje de células anormales en las líneas HeLa NS y Rad21kd evaluadas a las 5-
6hs posteriores a los diferentes tratamientos. *p=0,037 y #p=0,031, NU7026-ETO vs. 
ETO. Chi-cuadrado. B. Porcentaje de rupturas cromatídicas. Foto representativa de un 
cromosoma con una ruptura cromatídica. C. Porcentaje de figuras de intercambio 
cromatídico. Fotos representativas de dos figuras de intercambio cromatídico: 
cuadrirradial y trirradial. 
D. Micronúcleos (MN) en células binucleadas (BN) en las líneas HeLa NS y Rad21kd 
analizadas a las 10-11 hs posteriores a los diferentes tratamientos. *p=0,001 ETO vs. 
DMSO. #p=0,001 NU7026-ETO vs. NU7026. test t de Student. Fotos representativas de 
una célula binucleada y de una célula binucleada con un MN. 
 
 
 



  

En ambas líneas celulares, el tratamiento combinado NU7026-ETO indujo un aumento 
de células con aberraciones cromosómicas estructurales (células anormales), en 
comparación con las células tratadas solo con ETO y este incremento fue mayor en las 
células HeLa Rad21kd pretratadas con NU7026 y tratadas con ETO (Figura 2A). Las 
células anormales presentaron rupturas e intercambios cromatídicos, siendo el valor más 
alto en las células HeLa Rad21kd luego de la exposición a NU7026-ETO (Figura 2B y 
Figura 2C). 

Además, los tratamientos con ETO y NU7026-ETO mostraron una frecuencia de MN 
aumentada en células BN de las líneas HeLa NS y Rad21kd en la fase G1 posmitótica en 
relación a los cultivos controles tratados con DMSO o NU7026 (Figura 2D). 

El daño cromosómico inducido por ETO en células deficientes en c-NHEJ y HR activaron 
los puntos de control del ciclo celular con el fin de facilitar la reparación de las RDC 
producidas. A continuación se detallan los cultivos celulares realizados para evaluar el 
ciclo celular. 

Las células HeLa Rad21kd y HeLa NS se sembraron en placas de Petri de 35 mm en medio 
completo. Ambas líneas celulares se expusieron a 0,5% DMSO, 10µM NU7026, 2µg/ml 
ETO durante 1h o una combinación 10µM NU7026-2µg/ml ETO. Las células se lavaron 
con PBS y se incubaron en medio completo durante 8hs. Luego se realizó la fijación con 
90% metanol, se lavaron en PBS y se suspendieron en PBS conteniendo 200µg/ml RNAsa 
A (libre de DNAsas) y 10µg/ml IP. La distribución celular en las fases G1, S y G2/M se 
determinó mediante citometría de flujo. Se adquirieron 30.000 células/muestra utilizando 
el software Cell Quest y el análisis del ciclo celular se realizó utilizando el software 
ModFit en 4 experimentos independientes. 

La distribución de las poblaciones celulares en las fases G1, S y G2/M frente a las RDC 
inducidas por ETO y NU7026-ETO se muestra en la Figura 3. En ambas líneas celulares 
se produjo una acumulación de células en la fase G2/M de ~60% luego del tratamiento 
con NU7026-ETO. 

 
 
 

 
 
Figura 3. Distribución de las poblaciones celulares en las fases G1, S y G2/M del ciclo 
celular (media±EEM). A. Las células HeLa NS mostraron una acumulación de células 



  

en la fase G2/M de ~4 veces entre las tratadas con NU7026-ETO en relación a las 
tratadas con NU7026. B. En las células HeLa Rad21kd esa relación fue de ~2,5 veces. 
 
 
Luego se continuó con el análisis de la progresión del daño cromosómico mediante la 
cuantificación de RDC (γH2AX) en los MN y en los núcleos principales de células BN 
en la fase G1 posmitótica a las 10-11hs de efectuados los tratamientos. Se evaluó la 
presencia de focos γH2AX en 500 células BN y el porcentaje de células BN en 1.000 
células por tratamiento.  
 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4. 

 
 

 
 
Figura 4. Progresión de células HeLa NS y Rad21kd con daño en el ADN a la fase G1 
posmitótica. 
A. Porcentaje de células BN con MN γH2AX+. 

A 

B 

C 



  

B. Porcentaje de células BN con focos γH2AX en los núcleos principales. * p=0,0001 
ETO vs. NU7026-ETO, porcentaje de células con >20 focos γH2AX, test t de Student. 
C. Porcentaje de células BN en 1.000 núcleos interfásicos por tratamiento. * p=0,005 
ETO vs. NU7026-ETO, test t de Student. 
 

En la línea HeLa NS, el tratamiento con ETO y con NU7026-ETO provocaron un 
aumento del porcentaje de células BN con MN conteniendo RDC en relación a sus 
respectivos controles (p=0,0001). En cambio, en la línea HeLa Rad21kd, si bien se observó 
un aumento en las células tratadas respecto a sus controles (p=0,0001), este porcentaje no 
difirió entre los tratamientos con ETO y NU7026-ETO (Figura 4A). Cuando se analizaron 
los focos γH2AX en los núcleos principales de la línea Rad21kd, el 82,8±2,1% de las 
células BN presentaron >20 focos luego del tratamiento con NU7026-ETO, siendo este 
valor de 21,7±3,2% en la línea NS (Figura 4B). En este sentido, la deficiencia de las vías 
principales de reparación de las RDC, c-NHEJ y HR generó un aumento importante de 
RDC persistentes, es decir, de células portadoras de rupturas en el ADN que permanecen 
sin reparar y progresan al siguiente ciclo celular. En relación al porcentaje de células BN 
(Figura 4C), tanto en las células HeLa NS como en las células HeLa Rad21kd, el 
tratamiento combinado NU7026-ETO redujo este porcentaje en relación al tratamiento 
con ETO. 

Las RDC persistentes en los núcleos de células BN generarán AC estructurales en la 
siguiente metafase a las 28hs de efectuados los tratamientos, es decir, en la segunda 
división mitótica. Para evaluar las AC se realizó el procedimiento citogenético 
convencional. 

Las células HeLa Rad21kd y HeLa NS se trataron con NU7026 durante todo el tiempo de 
cultivo, con ETO 2µg/ml por 1h o una combinación NU7026-ETO, se lavaron con PBS 
y se mantuvieron en medio completo durante 28hs. Se adicionó colchicina 0,1µg/ml 
durante los últimos 90min, se realizó la hipotonía con KCl 0,075M, la fijación con 
metanol: ácido acético (3:1) y la coloración con 10% Giemsa. 

Se analizaron los cromosomas dicéntricos presentes en 150-250 metafases por 
tratamiento en 3-4 experimentos independientes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

La Figura 5 muestra los cromosomas dicéntricos inducidos por NU7026, ETO y la 
combinación NU7026-ETO en ambas líneas celulares. 
 

         
Figura 5. Aberraciones cromosómicas estructurales inducidas en la segunda metafase 
de células HeLa NS y Rad21kd a las 28hs posteriores a los diferentes tratamientos 
(media±EEM). A. Metafase de una célula HeLa Rad21kd tratada con NU7026-ETO 
analizada a las 28 hs. La flecha señala un cromosoma dicéntrico.  
B. Dicéntricos por célula inducidos por NU7026, ETO y NU7026-ETO. * p=0,0001 HeLa 
NS vs HeLa Rad21kd. 
 
 
El tratamiento combinado NU7026-ETO en células HeLa Rad21kd produjo un substancial 
aumento en la frecuencia de cromosomas dicéntricos por célula en relación al número 
presente en células HeLa NS. Precisamente, la frecuencia de dicéntricos en las células 
HeLa NS tratadas con NU7026-ETO fue de 0,6±0,1 y en las células Rad21kd tratadas con 
ETO de 0,4±0,1. Por último, las células Rad21kd tratadas con NU7026-ETO presentaron 
una frecuencia de 1,8±0,1. De este modo, la deficiencia de ambas vías, c-NHEJ y HR, 
produjo un aumento sinérgico de los cromosomas dicéntricos/célula inducidos por ETO. 

Por último, se evaluó la sobrevida celular mediante el ensayo clonogénico. Este ensayo 
permite analizar las células que sobreviven al daño inducido dando origen a colonias 
(Figura 6). 

Las células HeLa Rad21kd y HeLa NS se sembraron a baja densidad (800 células/placa) 
y se cultivaron en medio completo. A las 24 hs, las células se trataron o no con 10µM 
NU7026 durante 2 hs y con concentraciones crecientes de ETO: 0,05; 0,1; 0,5 y 1,0 µg/ml 
por 16 hs. Las placas se lavaron con PBS, se adicionó medio completo y se dejaron crecer 
en estufa a 37ºC con 5% de CO2 durante 14 días. Transcurrido este tiempo, las células se 
lavaron con PBS, se fijaron con 100% metanol absoluto por 5 min y se tiñeron con cristal 
violeta 0,1% durante 5 min. El recuento del número de colonias se realizó manualmente 
utilizando un microscopio invertido y se contabilizaron las colonias conteniendo más de 
50 células en 2-4 experimentos independientes. 

 
 



  

 
Figura 6. Sobrevida de células HeLa NS y Rad21kd tratadas con concentraciones 
crecientes de ETO en presencia o no de NU7026 y evaluadas a los 14 días. Se representa 
el porcentaje de sobrevida celular en relación a los cultivos controles (el número de 
colonias presentes en los controles representa el 100%) para cada línea celular. * p< 
0,03 HeLa NS vs HeLa Rad21kd. 
 
 
En ambas líneas celulares, el tratamiento combinado NU7026-ETO a partir de 0,5 µg/ml 
disminuyó la viabilidad celular, siendo más sensible la línea HeLa Rad21kd con respecto 
a la línea HeLa NS, sin existir diferencias entre las líneas HeLa Rad21kd y HeLa NS 
tratadas o no con NU7026 
 
 
CONCLUSIONES 
 
ETO es una droga antitumoral que actúa como veneno de Top2 estabilizando los 
complejos entre la enzima y el ADN y generando RDC persistentes en el mismo. 

El empleo de ETO está asociado al desarrollo de t-LMA caracterizada por rearreglos 
cromosómicos del gen MLL. En este sentido, este gen, ubicado en el cromosoma 11q23, 
es el más frecuentemente involucrado en las translocaciones cromosómicas típicas de 
estas leucemias que se manifiestan en un período de latencia corto luego del tratamiento. 

Debido a la elevada frecuencia con la cual los regímenes antineoplásicos que utilizan 
venenos de Top2 inducen tumores secundarios relacionados a la terapia de diversas 
patologías, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la contribución de la vía alt-EJ en 
generar rearreglos cromosómicos e inestabilidad genómica en células humanas frente a 
las RDC persistentes inducidas por ETO. 

ETO produjo RDC en la fase G2 del ciclo celular de las líneas HeLa Rad21kd y HeLa NS. 
Estas RDC pueden dar origen a rupturas cromatídicas o cromosómicas por la falta de 
reparación de las mismas o a intercambios cromatídicos (figuras de intercambio) o 
cromosómicos (dicéntricos) como resultado de su incorrecta reparación. 

En ambas líneas celulares, el tratamiento combinado NU7026-ETO indujo un aumento 
de AC en la primera metafase en relación con las células tratadas solo con ETO y este 
incremento fue mayor en las células HeLa Rad21kd. Específicamente, cuando se 
evaluaron los intercambios cromatídicos, la deficiencia de c-NHEJ y de HR provocó un 
aumento sinérgico de los intercambios en comparación con las deficiencias individuales 
de cada vía de reparación. El incremento de las AC se asoció con una acumulación de 



  

células en la fase G2/M de ~60% luego del tratamiento con NU7026-ETO en ambas 
líneas. 

Asimismo, en los núcleos de células BN de la línea HeLa Rad21kd tratada con NU7026-
ETO se observó un importante aumento de RDC persistentes. Estas células con lesiones 
sin reparar progresaron a la segunda división celular dando origen a un aumento sinérgico 
de cromosomas dicéntricos ante la falta de las vías principales de reparación c-NHEJ y 
HR. A su vez, el tratamiento combinado NU7026-ETO redujo el porcentaje de células 
BN. 

Del mismo modo la sobrevida celular de las células Rad21kd disminuyó frente a las 
concentraciones más altas de ETO en relación a las células NS. 

La vía mutagénica alt-EJ genera rearreglos cromosómicos y RDC persistentes 
favoreciendo la inestabilidad genómica y la transformación maligna relacionadas con la 
inducción de neoplasias secundarias asociadas al tratamiento con el veneno de Top2 ETO. 
 
 
ABSTRACT 
 
Etoposide (ETO) is an anticancer agent that acts as a Topoisomerase II (Top2) poison 
stabilizing the DNA-protein complexes that result in persistent DNA-double-strand 
breaks (DSB). ETO is associated with the development of therapy-acute myeloid 
leukemia in treated patients. Human cells employ two main pathways to repair DSB: 
classical non-homologous end joining (c-NHEJ) and homologous recombination (HR). 
An alternative error-prone DSB repair pathway, alternative end-joining (alt-EJ), 
contributes to genome rearrangements and tumorigenesis. 

Our objective was to evaluate alt-EJ role in the generating of chromosomal 
rearrangements and genome instability in human cells exposed to ETO under conditions 
where this pathway was favored. HeLa Rad21kd (HR deficient) and NS (non-silencing 
control) cells were cultured in the presence of the DNA-PKcs chemical inhibitor, NU7026 
(c-NHEJ inhibition), and ETO. 

ETO and NU-ETO treatments induced DSB in G2 phase of HeLa Rad21kd and NS cell 
lines. These unrepaired or misrepaired DSB lead to structural chromosome aberrations 
(CA) formation. At 5-6h post-treatment, NU7026-ETO induced CA increase in both cell 
lines compared to ETO-treated cells and this increment was higher in HeLa Rad21kd cells. 
Specifically, c-NHEJ and HR deficiencies caused a synergistic increase in chromatid 
exchanges per cell compared to deficiency of each pathway. This effect was associated 
with a cell accumulation in G2/M phase (~60%) after NU7026-ETO treatment in both 
HeLa Rad21kd and NS cells. Similarly, NU7026-ETO increased the percentage of 
binucleated Rad21kd cells with DSB in their main nuclei at G1 phase. These cells with 
unrepaired lesions progressed to the following metaphase producing a synergistic 
increase in dicentric chromosomes per cell. Simultaneously, the combined NU7026-ETO 
treatment reduced the percentage of binucleated HeLa Rad21kd cells in comparison with 
NS cells. 

Alt-EJ mutagenic pathway generates chromosomal rearrangements and persistent DSB 
favoring genome instability and malignant transformation related to the induction of 
secondary malignancies associated with ETO treatment. 
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RESUMEN 
 
Los pacientes que padecen esclerosis lateral amiotrófica (ELA) presentan degeneración 
de motoneuronas que conduce a atrofia muscular, disfagia y disartria. El ratón Wobbler 
(WR), un modelo animal de ELA, muestra una pérdida selectiva de motoneuronas, 
astrocitosis y microgliosis en la médula espinal. La incidencia de ELA es mayor en los 
hombres; sin embargo, aumenta en las mujeres después de la menopausia, lo que sugiere 
un papel de los esteroides sexuales en la ELA. La testosterona es un esteroide complejo 
que ejerce sus efectos directamente a través de los receptores de andrógenos (AR) o 
Sigma-1 e indirectamente a través de los receptores de estrógeno (ER) después de la 
aromatización en estradiol. Su metabolito reducido 5α-dihidrotestosterona actúa a través 
de AR. Este estudio analizó los efectos de la testosterona en WRs sintomáticos machos. 
Los controles o WRs recibieron tubos de silástico vacíos o con testosterona durante 2 
meses. Las médulas espinales cervicales de los WR tratados con testosterona mostraron 
(1) niveles de andrógenos similares a los del control no tratado y (2) niveles aumentados 
de testosterona y sus metabolitos reducidos en 5α, 5α-dihidrotestosterona y 3β-
androstanodiol, pero (3) niveles indetectables de estradiol en comparación con Wobblers 
no tratados. Los controles tratados con testosterona mostraron concentraciones de 
esteroides comparables a las de su contraparte no tratada. En los WR+testosterona, se 
demostró una reducción de AR, ERα y aromatasa y niveles altos de ARNm del receptor 
Sigma-1. El tratamiento con testosterona aumentó la inmunorreactividad de ChAT y el 
mediador antiinflamatorio TGFβ, mientras que disminuyó las motoneuronas vacuoladas, 
la astrogliosis GFAP+, la densidad de microgliosis IBA1+, los mediadores 
proinflamatorios y el estrés oxidativo/nitrosativo. Clínicamente, el tratamiento con 
testosterona en WRs enlenteció la progresión de la atrofia de miembros anteriores y 
mejoró el rendimiento en rotarod. En conjunto, nuestros hallazgos indican un efecto 
antiinflamatorio y protector de la testosterona en la médula espinal en degeneración. Estos 
resultados coincidieron con una alta concentración de derivados reducidos de andrógenos 
después del tratamiento con testosterona, lo que sugiere que el perfil de esteroides puede 
tener un papel beneficioso en la progresión de la enfermedad.  

 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 
Patients suffering of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) present motoneuron 
degeneration leading tomuscle atrophy, dysphagia, and dysarthria. The Wobbler mouse, 
an animal model of ALS, shows a selective loss of motoneurons, astrocytosis, and 
microgliosis in the spinal cord. The incidence of ALS is greater in men; however, it 
increases in women after menopause, suggesting a role of sex steroids in ALS. 
Testosterone is a complex steroid that exerts its effects directly via androgen (AR) or 
Sigma-1 receptors and indirectly via estrogen receptors (ER) after aromatization into 
estradiol. Its reduced-metabolite 5α- dihydrotestosterone acts via AR. This study 
analyzed the effects of testosterone in male symptomatic Wobblers. Controls or Wobblers 
received empty or testosterone-filled silastic tubes for 2 months. The cervical spinal cord 
from testosterone-treated Wobblers showed (1) similar androgen levels to untreated 
control and (2) increased levels of testosterone, and its 5α-reduced metabolites, 5α- 
dihydrotestosterone, and 3β-androstanediol, but (3) undetectable levels of estradiol 
compared to untreated Wobblers. Testosterone-treated controls showed comparable 
steroid concentrations to its untreated counterpart. In testosterone- treated Wobblers a 
reduction of AR, ERα, and aromatase and high levels of Sigma-1 receptor mRNAs was 
demonstrated. Testosterone treatment increased ChAT immunoreactivity and the 
antiinflammatory mediator TGFβ, while it lessened vacuolated motoneurons, GFAP+ 
astrogliosis, the density of IBA1+ microgliosis, proinflammatory mediators, and 
oxidative/nitrosative stress. Clinically, testosterone treatment in Wobblers slowed the 
progression of paw atrophy and improved rotarod performance. Collectively, our findings 
indicate an antiinflammatory and protective effect of testosterone in the degenerating 
spinal cord. These results coincided with a high concentration of androgen-reduced 
derivatives after testosterone treatment suggesting that the steroid profile may have a 
beneficial role on disease progression. 
 
 
INTRODUCCIÓN 

 
La Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) es la enfermedad degenerativa de motoneurona 
más frecuente de inicio en el adulto  (Zufiria y col, 2016) y el ratón Wobbler (WR) es un 
modelo mundialmente utilizado para esta enfermedad (Ikeda y col. 2015, Thielsen y col., 
2013, Bigini y col. 2012, Dahlke y col.2015, Ratliff y col., 2018, Gonzalez Deniselle y 
col., 2012). El WR presenta intenso estrés oxidativo en la médula cervical y (Gonzalez 
Deniselle et al 2012). La ELA es una condición devastadora con una incidencia mayor en 
hombres (♂/♀-3,5/1) y aumento de la incidencia en mujeres luego de la menopausia 
(♂/♀-1,5/1). Estudiamos el efecto de la administración de testosterona sobre la patología 
del WR. Previamente, demostramos aumento de testosterona sérica en mujeres con ELA 
vs. mujeres controles (Gargiulo Monachelli y al, 2014), asociado a parámetros de mal 
pronóstico (Gargiulo Monachelli y al, 2014). Existen datos que apoyan que los 
andrógenos actúan como agentes neuroprotectores, aumentando la remielinización, y 
ejerciendo efectos anti-inflamatorios en modelos de Alzheimer, de desmielinización 
(Hussain y col., Brain 2013), e injuria de la médula espinal (Sengelaub y col., 2018).  

La enfermedad del WR se produce por una mutación espontánea en el gen que codifica 
para la proteína de transporte Vps 54 encargada del transporte retrógrado de endosomas 
al trans-Golgi. Los ratones sintomáticos wr/wr son estériles y presentan bajos niveles de 
testosterona (Gonzalez Deniselle y col 2016). Considerando la posible influencia 



 

androgénica en el desarrollo de la ELA, nos propusimos estudiar si el tratamiento exógeno 
con testosterona en WR clínicamente afectados regula la progresión de la enfermedad.  

 
 
MATERIALES Y METODOS 
 
Animales de experimentación   
 
Ratones machos de fenotipo normal (NFR) y ratones WR fueron obtenidos de la colonia 
del Instituto de Biología y Medicina Experimental. La colonia experimental se mantuvo 
bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (22°C), con luz-oscuridad  07:00 
am -07.00 pm y alimentados con alimento balanceado standard de ratón. Los ratones 
wr/wr  se identificaron por genotipificación de acuerdo a trabajos previos (Rathke-
Hartlieb et al., 1999). Los ratones WR se emplearon en estadio sintomático (2 meses de 
edad) cuando presentan temblor, leve flexión de las patas delanteras, dificultad 
ambulatoria, y disminución de fuerza muscular (Meyer et al., 2010). Los animales fueron 
seguidos clínicamente y pesados durante el transcurso de los experimentos.  

Los procedimientos siguieron las normas de la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales 
de Laboratorio” (Guía del NIH, Instituto de Biología y Medicina Experimental, 
Certificado de Garantía # A5072-01) y aprobados por la Comisión del Instituto de Uso y 
Cuidados de Animales.  

 
Tratamiento Hormonal: Se utilizaron a) controles de la cepa NFR/NFR, b) WR (wr/wr) 
de 2 meses de edad machos, implantados con tubos de silásticos vacíos y c) WR machos 
+ testosterona en tubos silásticos de 10 mm x 60 días. Se evaluó una vez por semana: 1) 
grados clínicos de miembros anteriores, 2) estudio de la coordinación motora en rotarod 
y 3) peso corporal.  Al finalizar el tratamiento, los animales se anestesiaron mediante 
Xilacina (6mg/kg) y Ketamina (75 mg/kg), y fueron perfundidos por vía intracardíaca con 
solución salina (NaCl) y paraformaldehído 4%. La médula cervical se obtuvo por 
laminectomía dorsal.  
 
Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia: Secciones de 5m de micrótomo o de 
30um de crióstato se lavaron en buffer fosfato y sumergieron en H2O2 0.3% en metanol 
para bloquear la peroxidasa endógena. Luego de una preincubación en albúmina bovina 
(BSA) al 5% por 10 min a 37oC, se incubaron toda la noche con el 1er anticuerpo a 4oC. 
Luego, las secciones se incubaron con el 2do anticuerpo biotinilado. Para revelar la 
reacción se agregó el complejo ABC (Vector Labs, CA) y se reveló con diaminobencidina 
(DAB, 0.25mg/ml) en presencia de 0.01% de H2O2. 

Para inmunofluorescencia, los tejidos se crioprotegieron en sacarosa 20% para luego 
formar los tacos embebidos en Tissue-Tek sobre hielo seco. Se obtuvieron secciones 
transversales de 16 o 30 um de espesor. Para la marcación de astrocitos se usó GFAP o 
Iba1 para microglia. La marcación no específica se identificó en cortes donde no se colocó 
el 1er anticuerpo. El análisis cuantitativo del número de células inmunoreactivas se 
realizó utilizando un sistema de análisis computarizado mediante software Bioscan 
Optimas VI  (González Deniselle et al., 2007; Meyer et al., 2010; Meyer et al., 2012). El 
análisis de la immunofluorescencia de células microgliales IBA1+ fue realizada a través 
del software Image J. Se analizaron los fenotipos microgliales reactivos, ameboides a 
través de una visualización de volumen de las imágenes “Z-stack” utilizando el visor 



 

gratuito EZ-C1 3.70 que permitió la identificación de las cuatro características 
morfológicas distintas: ramificadas, cebadas, reactivas y ameboides.  

 
Análisis cuantitativo del número de neuronas vacuoladas: Secciones de 5 um de 
espesor se tiñeron con violeta de cresilo y se utilizaron para la cuantificación del número 
de neuronas con vacuolización citoplasmática. Las secciones se fotografiaron utilizando 
un microscopio óptico Axiophot Zeiss.  
 
Determinación de ARNm por medio de RT-PCR en tiempo real: Los tejidos se 
extrajeron en condiciones libres de ARNasas y se colocaron inmediatamente sobre hielo 
seco. Los resultados se expresaron como los niveles de aumento con respecto al control. 
Se realizó la curva de melting para confirmar la especificidad de la amplificación y la 
ausencia de dímeros. La concentración del primer varío entre 0.2 and 0.4 uM.  
 
Parámetros Clínicos: Para el análisis clínico de los animales, se evaluó el peso corporal 
y deformidad por atrofia de los miembros anteriores. La deformidad de los miembros 
anteriores se graduó como: 1) atrofia de los digitos; 2) dígitos flexionados; 3) muñeca 
flexionada; 4) miembro en flexión completa sobre el pecho (Mitsumoto et al., 1994). 
Estas determinaciones se realizaron semanalmente desde el inicio (pre-tratamiento) hasta 
el final del tratamiento y se expresaron como un índice de deformidad de miembros 
anteriores entre el día de evaluación sobre la primera evaluación.  

La prueba de Rotarod se utilizó para evaluar el rendimiento del motor (aparato Rotarod 
Modelo 755 Stoelting, IL). Los ratones se colocaron en una barra de aceleración (1 a 15 
rpm) durante un período de 180 s. La prueba mide la capacidad del ratón para mantenerse 
en una barra que gira acelerándose a velocidades crecientes. Los animales se entrenaron 
previamente durante 7 días antes de la implantación Se estudiaron de 9-10 animales por 
grupo. 

 
Análisis estadísticos: Las comparaciones estadísticas de las variables paramétricas para 
más de 2 grupos se realizaron mediante la prueba ANOVA de una vía seguida por la 
prueba post-hoc de Newman-Keuls y para 2 categorías de variables la ANOVA de dos 
vías seguida por la prueba post-hoc de Bonferroni. El software utilizado para el análisis 
estadístico y elaboración de los gráficos fue GraphPad-Prism 6.01 (San Diego, California, 
USA). Un valor de p <0.05 fue considerado significativo.  
 
 
RESULTADOS 
 
Los WR que recibieron tratamiento con testosterona por 60 días, mostraron un aumento 
del peso de las glándulas seminales/próstata, una acción trófica sobre su receptor de 
andrógenos (AR) y una reducción del peso testicular, mientras que no se demostró 
alteraciones del peso de la glándula hipofisaria, tejido sensible a estrógenos (Figura 1). 
Posteriormente, se evaluaron los efectos de 2 meses de tratamiento con testosterona sobre 
la neuropatología neuronal, para lo cual se analizó el grado de vacuolización de las 
neuronas del asta ventral de la médula espinal cervical. En los WR tratados con 
testosterona se observó una reducción del % neuronas vacuoladas (figura 2.) Se estudió, 
también, el efecto esteroide sobre las células gliales. Demostramos que el tratamiento con 
testosterona, redujo la astrogliosis GFAP+ en asta ventral (figura 3) y el funículo 
ventrolateral (FVL).  



 

 

 
 
 
Figura 1: Peso de las glándulas seminales + próstata (gráfico en panel superior izquierdo) 

en relación al peso 
corporal, peso de 
los testículos 
(panel superior 
derecho) y peso de 
hipófisis (panel 
inferior). 
 
 
Figura 2: 

Neuronas 
vacuoladas en asta 
ventral en WR y 
WR + 
Testosterona.  
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Figura 3: Reducción del área inmunoreactiva y numero de los astrocitos GFAP+ en asta 
ventral por testosterona. 

 
 
 
Efectos de la testosterona sobre la activación microglial: Se demostró una densidad 
2.5 veces mayor de células IBA1+ en asta ventral de WR vs controles (Fig. 4A, p<0.0001) 
que se redujo en WR + testosterona (p<0.01 vs. WR). Resultados similares se observaron 
en la densidad de microglía IBA1+ en regiones de sustancia blanca (Fig 4B-Cp<0.0001). 
Sin embargo, el análisis por medio de ANOVA de 2 vías de las características fenotípicas 
de las células IBA1+ no mostró diferencias significativas entre WR y WR+ testosterona, 
si bien se puede observar una tendencia a mayor % de células ramificadas y menor % de 
células cebadas (primed) (Fig. 4D). La células IBA1+ de WR muestran fenotipo reactivo 
(Fig. 4E, WR). Se observó un aumento significativo del ARNm para CD11B en WR en 
comparación con controles (Fig.4F, p <0.05) mientras que el tratamiento con testosterona 
disminuyó significativamente este marcador (Fig. 4F vs WR; p<0.01). Por lo tanto, los 
resultados indican que la testosterona regula negativamente los marcadores de activación 
microglial.  

En concordancia con los datos provistos por los marcadores microgliales, aumentaron los 
ARNm para los factores proinflamatorios TNF (Fig. 4A), el receptor tipo I para 
TNF(Fig. 4G), y TLR4 (Fig. 4G) en médula cervical de WR. El tratamiento con 
testosterona de WR redujo estos parámetros. En contraste, el ARNm para el factor 
antiinflamatorio TGF aumentó en médula cervical de WR (Fig. 4G), y el tratamiento 
con testosterona de WR potenció este aumento en 58% (p<0.01 vs. WR). Estos datos 
sugieren que la testosterona posee efectos anti-inflamatorios.  
 
 
 
EFECTO DE TESTOSTERONA SOBRE RECEPTORES DE ESTEROIDES Y 
ENZIMA AROMATASA EN MÉDULA ESPINAL CERVICAL 
 
En la médula espinal cervical comprobamos reducción de los ARNm para AR, ER y 
aromatasa luego del tratamiento con testosterona (Figura 5). La 5 alfa-reductasa no 
mostró diferencias entre grupos. 
Por otra parte, el ARNm para el receptor Sigma 1 se mostró significativamente aumentado 
en la médula espinal cervical de WR tratados con testosterona vs. los WR no tratados y 
vs.controles (Figura 5c).  
 
El análisis de los datos por un ANOVA de medidas repetitivas mostró una reducción 
significativa en las anormalidades de miembros anteriores en WR que recibieron 
testosterona durante 60 días (FIG 6 A). Sin embargo, se observaron diferencias 
significativas entre el peso corporal de los ratones WR y los ratones Controles (p<0.001). 
 



 

Fig.4

 
 



 

 
 
Figura 5: Estudio de la expresión por RT-PCR en tiempo real de a: receptor androgénico 
AR, b: estrogénico ERalfa y c: receptor Sigma 1, d: enzima aromatasa, e: enzima 5 alfa 
reductasa.  
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Figura 6: A1: Progresión del grado de atrofia de miembros anteriores. Se observó una 
menor progresión en animales que recibieron tratamiento androgénico (p<0.05, WR vs 
WR+testosterona), A2 Evolución de la latencia a caer en segundos en evaluación por 
Rotarod de los distintos grupos de animales, observándose mayor latencia en semanas 7 
y 8 en WR+testosterona. B: Evolución del peso corporal: El tratamiento con testosterona 
no mostró diferencias significativas en WR. Se observó un mayor peso corporal en 
controles vs WR y vs. WR testosterona (***p<0.001). No se encontraron diferencias entre 
WR y WR testosterona. 
 
 
DISCUSIÓN 
 
En este estudio, demostramos que el tratamiento con testosterona ejerció efectos 
protectores en el modelo murino WR. Clínicamente, la testosterona ralentizó la 
progresión de atrofia de miembros anteriores, e indujo un mejor rendimiento en rotarod. 
Asimismo, testosterona reduce la degeneración vacuolar neuronal, la reactividad 
astroglial, microglial y los ARNm para factores proinflamatorios en médula espinal 
cervical, región donde se observa mayor degeneración de motoneuronas en este modelo. 
El tratamiento con testosterona de WR, también, disminuyó la expresión de AR, ERα y 
aromatasa, y aumentó la expresión del Receptor Sigma1. Los agonistas Sigma1 se han 
postulado como agentes neuroprotectores en WR y para pacientes que padecen la forma 
esporádica de ELA [Peviani y col, 2014].  

Asimismo, este tratamiento aumentó los niveles de testosterona en la médula espinal, y 
sus metabolitos: 5α-DHT, 3α-androstanodiol y 3β-androstanodiol (datos no mostrados). 
Por tanto, los efectos protectores demostrados en este trabajo pueden estar mediados por 
la molécula madre testosterona y / o su metabolito neuroactivo. 

A1 B 



 

No se observaron efectos sobre el peso corporal y el peso pituitario. Sin embargo, los WR 
más testosterona mostraron un mayor peso de vesículas seminales, efecto que puede ser 
mediado por testosterona o su derivado 5α-DHT. Es importante señalar que estos 
resultados fueron obtenidos con dosis de testosterona exógena que produce 
concentraciones dentro de un rango fisiológico y no por dosis farmacológicas. La 
testosterona, también, ralentizó la progresión de la atrofia en miembros anteriores y 
favoreció un mayor rendimiento en rotarod. Estos hallazgos sugieren un efecto protector 
sobre el trofismo muscular y función motora. Los efectos positivos sobre las anomalías 
clínicas podrían depender de la modulación del receptor AR o Sigma-1 en motoneuronas. 
De hecho, las motoneuronas de las extremidades que degeneran en ELA expresan AR.  

En conclusión, demostramos que el tratamiento con testosterona de los ratones WR 
presentó acción antiinflamatoria y neuroprotectora. En las células gliales, la testosterona 
atenuó la microgliosis, reactividad astroglial y factores proinflamatorios. Curiosamente, 
la expresión del receptor Sigma-1 aumentó, mientras que se observó baja de ARNm para 
AR y ER. En consecuencia, queda analizar a futuro el papel que juegan el receptor Sigma-
1 en el efecto androgénico en el mecanismo neuroprotector de la terapia exógena con 
testosterona. 
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ANTECEDENTES 
 
El cáncer de mama ocupa el primer lugar entre las causas de muerte por cáncer en las 
mujeres adultas y su tasa de incidencia en nuestro país es una de las más altas del mundo. 
La principal causa de muerte por cáncer de mama es el desarrollo de metástasis [1]. Estos 
focos de crecimiento secundario provienen de células diseminadas cuya proliferación se 
detuvo por largos períodos (fenómeno conocido como quiescencia o dormancy) y 
reanudaron el crecimiento anormal. La enfermedad diseminada que persiste luego del 
tratamiento primario se denomina enfermedad mínima residual (EMR), y es indetectable 
en las evaluaciones clínicas convencionales. Estas células pueden persistir tanto en el sitio 
donde se encontraba el tumor primario o en órganos distantes en forma de células 
tumorales diseminadas [2-5].  

La enzima CK2 es una enzima de expresión constitutiva, está involucrada en procesos 
como replicación, reparación del DNA, remodelación de la cromatina, crecimiento y 
proliferación y se encuentra sobreexpresada en varios tipos tumorales [7-8]. En 
colaboración con el grupo del Dr. Silvio Perea Rodriguez del Laboratorio de Oncología 
Molecular del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología de La Habana, Cuba; se 
obtuvo un inhibidor peptídico de CK2 denominado CIGB-300 [9]. Se obtuvo una 
excelente respuesta antitumoral tanto in vitro como in vivo utilizamos diferentes vías de 
administración, con muy buena aceptación en modelos de cérvix y pulmón [10]. Se 
demostró que la sensibilidad al tratamiento con este inhibidor podría estar asociada a los 
mecanismos de internalización, transporte, degradación y también a su localización 
nucleolar [11-13]. Mediante análisis por microarreglos se demostró que las principales 
rutas de señalización que se alteraban en células de endotelio normal tratadas con el 
péptido CIGB-300 eran las que dependían de VEGF y Notch [14]. Sobre modelos de 
angiogénesis in vitro e in vivo este inhibidor demostró tener un gran efecto 
antiangiogénico.  

Considerando los antecedentes previos se estudiará el rol de la enzima CK2 en la 
progresión de la enfermedad mínima residual de tumores mamarios. Como estrategia 
central de inhibición se utilizará el péptido CIGB-300, al que se sumarán inhibidores 
químicos de la enzima, como el TBB y el CX4945. De manera complementaria, se 
trabajará en la creación de modelos in vivo para el seguimiento y aislamiento de células 
en estadíos quiescentes y proliferativos. Se buscará identificar células tumorales en tumor 
primario, y diseminaciones a médula ósea y pulmón. Este modelo permitirá visualizar 



 
 

qué parte de este camino puede alterarse con la inhibición o activación de la ruta de 
señalización postulada o con cualquier droga antitumoral de acción desconocida. 
 
 
OBJETIVO DEL PROYECTO 
 
El objetivo general de este proyecto es evaluar los mecanismos celulares y moleculares 
involucrados en la progresión de la enfermedad mínima residual (EMR) en modelos de 
cáncer de mama relacionados con la enzima caseína quinasa 2 (CK2). Este proyecto 
pretende investigar el rol de CK2 en el desarrollo tumoral y en la progresión de EMR. Se 
espera modular la progresión mediante la inhibición y/o activación de CK2 utilizando 
inhibidores químicos y peptídicos. Inicialmente se utilizarán dos modelos de líneas 
celulares de tumores de mama humanos como MDA MB 231 (representativa de tumores 
triple negativos) y MCF7 (positiva para receptores de estrógeno, progesterona y HER2-
neu) y la línea de carcinoma mamario murino denominada F3II.  

 

Primera parte: Como estrategia para obtener un modelo de estudio para la EMR, se 
transfectarán las células para que expresen proteínas fluorescentes con el fin de poder 
identificarlas y aislarlas en estadios de colonización temprana. Para ello determinamos 
los siguientes objetivos específicos: 

● Marcación de las líneas celulares para la identificación, aislamiento y caracterización 
mediante la transfección de las células con construcciones que permitan la expresión de 
proteínas fluorescentes.  

● Evaluación de la presencia de micrometástasis o células tumorales diseminadas (DTCs) 
en la médula ósea y pulmones de los ratones portadores de tumor inoculados con células 
tumorales fluorescentes.  

● Seguimiento de la diseminación a distancia e identificación de células tumorales en 
estados de quiescencia y conformando micro focos metastásicos de proliferación activa.  
● Aislamiento de células o grupos celulares en diferentes estadíos de progresión, que 
representen a los dos fenotipos tumorales en estudio.  
 
Segunda parte: Una vez obtenido el modelo de estudio de la EMR, evaluaruaremos los 
perfiles fenotípicos y genotípicos diferenciados de los estadios tumorigénico y 
quiescente. Particularmente, determinaremos las rutas de señalización efectoras 
involucradas en la inhibición de la enzima CK2.  

● Determinación de las proteínas claves para la adquisición de los fenotipos proliferativos 
y quiescentes.  

● Validar el efecto sobre el crecimiento, progresión y diseminación in vivo de las células 
tumorales ante la modulación de la vía de señalización de CK2 en la transición 
proliferación/quiescencia y viceversa.  
 
 
DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Condiciones de cultivo y mantenimiento de líneas celulares 

Las líneas celulares de carcinoma mamario murino F3II y de adenocarcinoma mamario 
humano MDA MB 231 fueron mantenidas en cultivo en monocapa con medio D-MEM 



 
 

(Gibco), suplementado con 10% Suero fetal bovino (SFB), 2 mM glutamina y 80 μg/ml 
gentamicina. Se repicaron utilizando una solución de tripsina y EDTA (Gibco) cuando la 
monocapa alcanzó aproximadamente el 80% de confluencia según el protocolo estándar. 
Las células fueron mantenidas a 37° C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 en aire. 
Para el conteo celular, las células se tripsinizaron, se contaron en cámara de Neubauer y 
se realizaron las diluciones correspondientes según las cantidad de células necesarias para 
cada ensayo.  

 
Animales 

Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones BALB/c hembras y machos, endocriados 
de 8-12 semanas de edad y un peso de 20 - 25 g provistas por el bioterio del Centro de 
Medicina Comparada de la Universidad Nacional del Litoral. Los animales fueron 
mantenidos en condiciones estándar con temperatura y ciclos de luz-oscuridad 
controlados, con libre acceso al agua y alimento. 

 
Transfección de células tumorales utilizando el reactivo Lipofectamine2000 

Se transfectaron células F3II; para ello se sembraron 5 x 104 células por well en una placa 
de 24 wells. Al día siguiente, el plásmido pTagRFP-Actin fue resuspendido en D-MEM 
sin SFB y sin antibiótico en una concentración de 800 ng/well en un volumen final de 50 
μl y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se mezcló con el 
reactivo de transfección, el cual consistió en 2 μl de Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) 
resuspendido en D-MEM en un volumen final de 50 μl y se incubó a temperatura 
ambiente por 20 minutos. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue removido de 
las placas, y se agregaron 100 μl del reactivo de transfección a cada uno de los wells, 
completando el volumen final para cada uno de ellos con D-MEM. Como controles se 
incluyeron, un well al que sólo se le agregó el plásmido, otro sólo con Lipofectamine 2000 
y por último uno que sólo contenía células con D-MEM y SFB. 

Al día siguiente de la transfección, las células fueron tripsinizadas y pasadas a un frasco 
de 25 cm2 en D-MEM y 10% SFB con el agregado del antibiótico de selección geneticina, 
a una concentración de 700 μg/ml para MDA MB 231 y 400 μg/ml para F3II. 

Las células transfectadas fueron observadas al microscopio de fluorescencia (Nikon TE 
2000) los días siguientes con el fin de detectar expresión de proteínas fluorescentes. 
 
Transducción 

Para la expresión de proteínas fluorescentes en células eucariotas, además de las 
transfecciones ya mencionadas, se realizaron transducciones utilizando sistemas virales, 
uno basado en retrovirus y otro en lentivirus con el fin de obtener la inserción del gen 
GFP en el genoma de las células. Para ello, se utilizaron partículas virales que contenían  
el plásmido pGipZ, las cuales fueron cedidas por el Dr. Pablo Bergami de la Universidad 
Maimonides. El plásmido pGipz contiene los elementos regulatorios necesarios para la 
inserción del gen de GFP en el genoma de las células, el gen para la expresión de GFP y 
una resistencia al antibiótico eucariota puromicina para su selección. La suspensión de 
partículas virales fue filtrada utilizando un filtro de 0.45 μm, resuspendida en D-MEM 
con 10% SFB y 4 μg/ml polybrene, y agregada a una monocapa de células F3II al 60% 
de confluencia. Se realizaron en total 6 rondas de infecciones a las células F3II y 
posteriormente fueron seleccionadas con el antibiótico de selección puromicina 
utilizando una concentración de 2 μg/ml. Las células fueron observadas los días siguientes 



 
 

al microscopio de fluorescencia con el fin de detectar la expresión de la proteína de 
interés. La línea obtenida luego de este procedimiento fue nombrada F3II GFP. 

 
Enriquecimiento de células GFP positivas 

Con el fin de enriquecer la población de células F3II con mayores niveles de expresión 
de GFP, se utilizó la herramienta Cell sorter del citómetro de flujo. Para ello, se sembró 
una placa con células F3II GFP en D-MEM, 10% SFB, 2 μg/ml puromicina y se crecieron 
hasta obtener una confluencia del 80%. Las células fueron tripsinizadas, resuspendidas 
en 200 µl de PBS estéril y mantenidas a 4°C. A continuación, se realizó el procedimiento 
de separación de células en el citómetro de flujo, seleccionando en el mismo las células 
con mayores niveles de expresión. La recuperación de las mismas se realizó en 20 ml de 
D-MEM, 20 % SFB. Las células recuperadas fueron centrifugadas a 1200 rpm por 6 
minutos y se sembraron en un well de una placa de 24. Al medio de cultivo de estas células 
se le adicionó además de puromicina, antibióticos para procariotas, como gentamicina, 
con el fin de evitar cualquier tipo de contaminación. Las células obtenidas fueron 
amplificadas y criopreservadas según procedimiento estándar, para su posterior 
utilización. 

 
Control de la expresión de células GFP positivas 

Previo a los ensayos en animales, se realizó un control de la expresión de las células F3II 
GFP mediante citometría de flujo. Para ello, se sembró una placa con células F3II GFP 
hasta obtener una confluencia del 80%, las mismas fueron tripsinizadas, centrifugadas a 
1200 rpm por 5 minutos, resuspendidas en 200 μl de PBS y mantenidas a 4° C. 
Posteriormente, la expresión de GFP fue determinada por citometría de flujo 
(FACSCalibur) y los datos obtenidos se analizaron con el software FlowJo. Se utilizaron 
aquellas células que presentaban valores mayores al 85% de células positivas para GFP.  

 
Ensayo de spiking. Curva de detección de células GFP positivas en órganos 
de ratón 

Con el fin de analizar la sensibilidad de la técnica de citometría de flujo para la detección 
de células fluorescentes en pulmón e hígado de ratones BALB/c, se realizó un ensayo de 
spiking utilizando una suspensión de células provenientes de pulmón e hígado, mezcladas 
con cantidades crecientes de células GFP positivas. Para ello, se utilizó un ratón BALB/c, 
el cual fue sacrificado por dislocación cervical; los pulmones e hígado fueron removidos 
y mantenidos en PBS frío. Posteriormente, se les adicionó 2 ml de una solución de 
colagenasa 1 mg/ml en PBS y se disgregó el tejido con ayuda de tijeras para obtener una 
suspensión homogénea. Ambos órganos se incubaron por 20 minutos a 37° C y luego de 
transcurrido ese tiempo se cortó la colagenización dejando las muestras en frío. A 
continuación, la suspensión fue filtrada utilizando un Cell strainer (BD Falcon), el cual 
consiste en un filtro de nylon que se utiliza para obtener una suspensión monocelular a 
partir de tejidos sólidos. Las células fueron recuperadas en 1 ml de PBS y centrifugadas 
a 1500 rpm por 10 minutos a 4° C. El pellet obtenido fue resuspendido en un buffer de 
lisis de glóbulos rojos NH4Cl 0.16 M, TrisCl 0.17 M  a pH 7.2 e incubado 5 minutos. 
Luego de una centrifugación de 10 minutos a 1500 rpm, las células fueron resuspendidas 
en D-MEM y contadas utilizando la cámara de Neubauer. En paralelo, células F3II GFP 
fueron tripsinizadas y contadas por el mismo método. Para el caso de los pulmones, se 
realizaron suspensiones en PBS de distintas relaciones de células de pulmón/células F3II 
GFP y se mantuvieron en frío. Las mismas fueron 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 y 1:1. Para el caso de 
los hígados, dada la imposibilidad del conteo de las células de este órgano, se tomaron 



 
 

200 μl de la suspensión celular y se mezclaron con cantidades crecientes de células F3II 
GFP que fueron resuspendidas en PBS y mantenidas en frío. Posteriormente, se 
analizaron las distintas suspensiones celulares por citometría de flujo y se realizaron los 
análisis correspondientes.  
 
Colonización metastásica espontánea 
 
Inoculación heterotópica 

Para los ensayos de metástasis espontáneas con células F3II GFP, se utilizaron ratones 
singénicos BALB/c machos y hembras de 6 semanas. Para ello, se realizó a día 0 una 
inyección subcutánea de 2 x 105 células F3II GFP y su variante parental F3II como 
control, en el flanco derecho de los ratones. Generalmente, para ensayos de metástasis 
espontáneas con F3II, la búsqueda de nódulos pulmonares se realiza 50 días post 
inoculación de las células. Con el fin de detectar células diseminadas o micro metástasis, 
el análisis de resultado se realizó a dos tiempos, 20 y 30 días. 

En los correspondientes días de toma de muestras, los ratones fueron sacrificados por 
dislocación cervical y se les realizaron las autopsias correspondientes removiendo 
pulmones, hígado, médula ósea y tumor, este último como control de la expresión de 
GFP. Para el caso de la médula ósea, se extrajeron los fémures, se cortaron ambas epífisis 
de cada uno de ellos y utilizando una jeringa 29G se introdujeron 200 μl PBS en el interior 
de uno de los huesos. La suspensión de células de la médula ósea se colectó en un tubo 
cónico de 1,5 ml para su posterior análisis por citometría de flujo. En el caso del otro 
hueso, se le introdujeron 200 μl de paraformaldehído 4 % en PBS y se recuperaron las 
células provenientes de la médula ósea en un portaobjetos, cubriéndola posteriormente 
con un cubre para su posterior visualización en microscopio de fluorescencia.  

En el caso de los órganos sólidos, se realizó el procedimiento de homogenización y 
colagenización mencionado en el inciso anterior obteniendo una suspensión monocelular 
que fue centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos; el pellet obtenido fue resuspendido en 
200 μl de PBS y analizado por citometría de flujo. 

En la toma de muestras del día 30, además de lo ya mencionado y previo a la dislocación 
cervical se realizó una punción cardíaca a cada uno de los ratones, con el fin de obtener 
una muestra de sangre y analizar la presencia de células tumorales en circulación. Para 
ello, los animales fueron anestesiados con una combinación de Ketamina-Xilacina (30 µl 
de Ketamina y 10 µl de Xilacina por ratón vía intraperitoneal), colocados sobre un soporte 
y con una jeringa 27G de 1 ml que contenía 100 µl de heparina, se insertó la aguja en la 
cavidad torácica, ingresando a la misma desde la base del esternón. La sangre recolectada 
fue transferida a un tubo que contenía heparina y mantenidas en frío. Una vez obtenidas 
las muestras sanguíneas, estas fueron tratadas con buffer de lisis de glóbulos rojos, 
adicionando aproximadamente el mismo volumen de buffer que de sangre. Se incubó 5 
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 1500 rpm. El pellet obtenido fue 
resuspendido en 200 μl de PBS y analizado mediante citometría de flujo para detectar así, 
células que expresen GFP en circulación.  

 
Inoculación ortotópica 

Se realizó un ensayo de diseminación espontánea de células a partir de la inoculación 
ortotópica en el tejido adiposo mamario. Para ello, se realizó una inyección ortotópica de 
células F3II y F3II GFP a una concentración de 1 x 105 células viables en 100 μl de D-
MEM en ratones BALB/c hembras de 6 semanas. Cuarenta días posteriores a la inyección, 



 
 

los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, previo a ello se les realizó una 
punción cardíaca para obtener una muestra de sangre para ser luego analizada. Se 
realizaron las autopsias correspondientes, removiendo pulmón, hígado, tumor, medula 
ósea, y en este caso particular cerebro, dado que esta reportado que en este modelo puede 
haber diseminación metastásica hacia dicho órgano. Los órganos fueron procesados 
utilizando la misma metodología que el modelo heterotópico, obteniendo suspensiones 
monocelulares que fueron analizadas por citometría de flujo. 
 
Colonización metastásica experimental 

Para este ensayo, se utilizaron ratones BALB/c hembras y machos de 6 semanas, a los 
cuales se les inyectó por vía intravenosa en la vena lateral de la cola células F3II GFP y 
F3II a una concentración de 2 x 105 células viables en 200 μl de D-MEM y el análisis de 
las muestras se realizó a los 7 y 15 días posteriores a la inoculación. En ambas 
oportunidades, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y se les realizaron 
las autopsias correspondientes, removiendo en este caso particular pulmón, hígado y 
médula ósea. Los órganos fueron procesados utilizando la misma metodología que los 
ensayos anteriormente mencionados y las suspensiones monocelulares fueron analizadas 
por citometría de flujo. 
 
Búsqueda de células tumorales fluorescentes a 24 y 48 h metastásica 

A día 0 del ensayo, las células F3II GFP fueron inyectadas por vía intravenosa en la vena 
lateral de la cola en ratones BALB/c a una concentración de 1 x 106 de células viables en 
200 µl de D-MEM. Como control se incluyeron animales inoculados con la variante 
parental F3II. 24 h después, se tomó una muestra de sangre de los ratones, realizando un 
corte con bisturí en el extremo de la cola de los mismos. La sangre fue recuperada y 
extendida en un portaobjetos; luego se tiño con Giemsa según procedimiento estándar y 
se analizó por microscopía. A continuación, los ratones fueron sacrificados por 
dislocación cervical, los pulmones fueron removidos, disgregados y procesados siguiendo 
la metodología anteriormente utilizada. Las suspensiones monocelulares fueron 
analizadas por citometría de flujo. Se repitió el ensayo, analizando la presencia de células 
fluorescentes 48 h después de la inoculación.  
 
Análisis de resultados 

Los resultados obtenidos en las citometrías de flujo fueron analizados a través del 
software FlowJo 7.6.  

Para los análisis estadísticos, se utilizó el software GraphPad Prism 6. En todos los casos 
se realizó un test de normalidad y en los casos que las muestras se ajustaran a una 
distribución normal, se realizó un test paramétrico (Student’s t test). En aquellos casos, 
donde las muestras no se ajustaran a una distribución normal, se realizó un test no 
paramétrico (Mann-Whitney test).  
 
 
RESULTADOS 
 
Primera parte 
 
● Marcación de las líneas celulares para la identificación, aislamiento y 
caracterización mediante la transfección de las células con construcciones que 
permitan la expresión de proteínas fluorescentes. 



 
 

Como primer abordaje a la generación de un modelo que permita detectar la presencia de 
células tumorales diseminadas en órganos secundarios, se buscó generar una línea estable 
de células que expresen proteínas fluorescentes constitutivamente. Esta estrategia nos 
permitiría identificar rápidamente células tumorales en un entorno de un tejido normal. 
Para ello, se realizaron dos métodos, uno basado en liposomas, utilizando reactivos como 
Fugene HD y Lipofectamine2000 y otro basado en transducciones virales, utilizando 
retrovirus.  

Con el plásmido pTAgRFP-actin purificado se procedió a realizar una transfección en las 
líneas celulares F3II y MDA-MB-231 utilizando el lípido catiónico Fugene HD. Por 
microscopía de fluorescencia, se observó que las células transfectadas no presentaban 
expresión de la proteína fluorescente. Como consecuencia, decidimos cambiar el reactivo 
de transfección por Lipofectamine 2000 y repetir el procedimiento. Luego de 48h de 
transfección, observamos la presencia de células fluorescentes; no obstante, la expresión 
fue transciente Por lo tanto, se procedió a la transducción con lentivirus. Luego de las 
transducciones con las suspensiones virales en la línea F3II, se observó expresión de GFP 
tanto a nivel nuclear como citoplasmático. Debido a las distintas intensidades de 
expresión observadas, decidimos realizar una selección por sorting, obteniendo 
finalmente, la línea celular F3II-GFP. El análisis por citometría de flujo de estas células 
arrojó como resultado, un porcentaje de un 95.4% de células positivas para GFP y una 
media geométrica de fluorescencia de 132 (FIGURA 1). 

 

 
Figura 1. Generación de la línea estable F3II-GF. Se realizaron transducciones en la línea F3II 
utilizando lentivirus y luego de sucesivas rondas y selección por sorting, se obtuvo la línea F3II-
GFP. (A) Células F3II vistas al microscopio de fluorescencia en campo claro (izquierda) y células 
F3II observadas con el filtro de fluorescencia (derecha) (aumento 200X). Para el análisis por 
citometría de flujo, células F3II y F3II-GFP fueron tripsinizadas y evaluadas en el citometro. (B)  
Dotplots de Células F3II (control negativo, línea parental) y Células F3II GFP. (C) Histograma 
comparativo entre la línea parental y la línea F3II-GFP. En la tabla se muestran los valores de la 
intensidad media de fluorescencia (IMF) para ambas poblaciones. 



 
 

 
● Evaluación de la presencia de micrometástasis o células tumorales diseminadas 
(DTCs) en la médula ósea y pulmones de los ratones portadores de tumor inoculados 
con células tumorales fluorescentes. Y seguimiento de la diseminación a distancia e 
identificación de células tumorales en estados de quiescencia y conformando micro 
focos metastásicos de proliferación activa.  

Con el objeto de determinar la sensibilidad de la técnica para la detección de células F3II-
GFP diseminadas en órganos secundarios, se tomaron muestras de tejidos de un ratón 
BALB/c, las cuales fueron disgregadas y mezcladas con células F3II-GFP in vitro para 
ser analizadas por citometría de flujo. Esto nos permitiría determinar si a través de esta 
técnica podríamos identificar células tumorales fluorescentes en el entorno del tejido 
normal.  

Con respecto a las células de pulmón e hígado, la cantidad de células detectadas aumenta 
de manera proporcional a la cantidad de células F3II-GFP agregadas. Este resultado nos 
permitió determinar, en la proporciones ensayadas, el límite del método de citometría de 
flujo para detectar células tumorales que se encuentren diseminadas en órganos 
secundarios, y que la cantidad de células detectadas es proporcional a la cantidad de 
células presentes en el órgano (Figura 2-3). 

 

 
 
Figura 2. Ensayo de spiking con células F3II-GFP y células pulmonares de ratón. Se 
obtuvieron muestras de pulmón de ratones BALB/c, que fueron disgregadas y homogenizadas 
con células F3II-GFP en cantidades crecientes para determinar la sensibilidad en la técnica de 
detección de células diseminadas. (A) Dotplots correspondientes a mezclas de relación creciente 
de izquierda a derecha de células GFP positivas con células pulmonares. (B) Gráfica 
correspondiente al porcentaje de células GFP positivas detectadas en cada una de las condiciones 
ensayadas. Cada columna representa el porcentaje de células GFP positivas detectadas en cada 
caso. (C) Histograma comparativo con las distintas proporciones ensayadas. 
 



 
 

 
 
Figura 3. Ensayo de spiking con células F3II-GFP y células de hígado de ratón. Se obtuvieron 
muestras de hígado de ratones BALB/c, que fueron disgregadas y homogenizadas con células 
F3II-GFP en cantidades crecientes para determinar la sensibilidad en la técnica de detección de 
células diseminadas. (A) Dotplots correspondientes a mezclas de relación creciente de izquierda 
a derecha de células GFP positivas con células de hígado. (B) Gráfica correspondiente al 
porcentaje de células GFP positivas detectadas en cada una de las condiciones ensayadas. Cada 
columna representa el porcentaje de células GFP positivas detectadas en cada caso. (C) 
Histograma comparativo con las distintas proporciones ensayadas. 

 
Con el establecimiento de la línea F3II-GFP, se decidió proseguir con los ensayos 
necesarios para establecer un modelo in vivo para la detección de células diseminadas. 
Para ello se diseñaron 4 modelos de diseminación metastásica: dos modelos de 
colonización espontánea y dos modelos de diseminación experimental. Para los modelos 
espontáneos, se realizaron inoculaciones heterotópicas (subcutáneas) y ortotópicas 
(glándula mamaria) y se analizó la presencia de células tumorales diseminadas (CTDs) 
en varios órganos. Los modelos de metástasis espontáneas, imitan todos los pasos 
involucrados en la cascada metastásica, donde las células tumorales diseminan desde el 
tumor primario hacia sitios distantes y colonizan diversos órganos. En los modelos 
experimentales la inoculación de las células se realizó por vía intravenosa (i.v.). 
 
Búsqueda de CTDs en modelo de metástasis espontánea heterotópico 

Para los ensayos de metástasis espontáneas con células F3II-GFP, se utilizaron ratones 
singénicos BALB/c hembras de 6 semanas. Para ello, se realizó a día 0 una inyección 
subcutánea de 2 x 105 células F3II-GFP y su variante parental F3II como control, en el 
flanco derecho de los ratones. Con el fin de detectar células diseminadas o micro 
metástasis, el análisis de resultado se realizó a dos tiempos, 20 y 30 días. En los 
correspondientes días de toma de muestras, los ratones fueron sacrificados por 
dislocación cervical y se les realizaron las autopsias correspondientes removiendo 
pulmones, tumor, hígado, médula ósea y sangre (Figura 4).  

Cuando analizamos las muestras obtenidas el día 20 post-inoculación se observó que los 
tumores provenientes de ratones inoculados con F3II-GFP presentaban mayor expresión 



 
 

de GFP; además, estas células poseían una intensidad media de fluorescencia superior a 
la de los tumores control. En el caso de las muestras de pulmones y médula ósea 
obtenidas, se observó que existe autofluorescencia en los tejidos de animales control, por 
lo que no pudimos identificar diferencias con las muestras obtenidas de ratones 
inoculados con F3II-GFP. Por otro lado, las muestras de hígado presentaron igual 
cantidad de células fluorescentes, tanto en los ratones F3II-GFP como los controles, por 
lo que no se detectó la presencia de células tumorales fluorescentes. El día 30 post-
inoculación, se decidió analizar la presencia de células tumorales en sangre en adición a 
los órganos anteriormente incluidos. En este caso, se observó que los tumores 
provenientes de ratones inoculados con F3II-GFP presentaban una intensidad media de 
fluorescencia similar a los tumores control; sin embargo, los tumores F3II-GFP 
conservaban un porcentaje considerable de células GFP positivas al finalizar el protocolo. 
Tal como observamos a los 20 días, los pulmones control presentaron una 
autofluorescencia que no permitió diferenciar células tumorales fluorescentes en las 
muestras provenientes de ratones inoculados con F3II-GFP. En cuanto a las muestras de 
hígado y médula ósea obtenidas de dichos ratones, pudimos detectar células positivas para 
GFP; sin embargo no podemos considerar esta diferencia significativa. Finalmente, las 
muestras de sangre obtenidas presentaban una autofluorescencia basal que no permitió 
identificar células GFP positivas en los ratones inoculados con F3II-GFP. 

 

 
 
Figura 4. Búsqueda de células diseminadas: modelo heterotópico. Día 20 y 30: La búsqueda 
de células diseminadas se realizó por citometría de flujo y los resultados obtenidos se analizaron 
con el software FlowJo 7.6. Los corchetes en los histogramas representan la población de células 
positivas determinada de acuerdo a los controles. A esa población, se le analizó la intensidad 
media de fluorescencia (IMF). Cada una de las curvas de los histogramas representa una muestra 



 
 

distinta de los órganos tumor, pulmón, hígado y médula ósea. Histogramas comparativos de las 
diferentes muestras pertenecientes a F3II y F3II-GFP y análisis del % células fluorescentes por 
grupo. (n=5). 

 
Búsqueda de CTDs en modelo de metástasis espontánea ortópico 

Continuamos con la búsqueda de CTDs en un modelo de metástasis espontánea 
ortotópico, Para ello, 1 x 105 células F3II-GFP fueron inyectadas en la cuarta mama 
derecha de ratones hembra BALB/c.  Se tomaron muestras a 40 días post-inoculación de 
los órganos: pulmón, hígado, tumor, medula ósea, y cerebro; fueron disgregados y se 
analizó la presencia de células F3II-GFP mediante citometría de flujo (Figura 5).  

Observamos que los tumores provenientes de ratones inoculados con F3II-GFP conservan 
un porcentaje alto de células GFP positivas al finalizar el protocolo, demostrando así que 
la expresión se mantiene aún después de 40 días de crecimiento in vivo (Figura 5). En el 
caso de los pulmones obtenidos se observó una  población de células positivas en las 
muestras provenientes de ratones inoculados con F3II-GFP (Figura 5). Para las muestras 
de hígado y cerebro no pudimos observar diferencias en la presencia de células 
fluorescentes. Por otro lado, la autofluorescencia basal de las muestras de medula ósea no 
nos permitió detectar células positivas en el grupo F3II-GFP; no obstante, pudimos 
detectar una población celular positiva de los tejidos en muestras de sangre provenientes 
de ratones del grupo F3II-GFP. 
 

 
 
Figura 5. Búsqueda de células diseminadas: modelo ortotópico. La búsqueda de células 
diseminadas se realizó por citometría de flujo y los resultados obtenidos se analizaron con el 
software FlowJo 7.6. Los corchetes en los histogramas representan la población de células 
positivas determinada de acuerdo a los controles. A esa población, se le analizó la intensidad 
media de fluorescencia (IMF). Cada una de las curvas de los histogramas representa una muestra 
distinta de los órganos tumor, pulmón, hígado, médula ósea cerebro y sangre. Histogramas 
comparativos de las diferentes muestras pertenecientes a F3II y F3II-GFP y análisis del % células 
fluorescentes por grupo. (n=5). 



 
 

 
Por lo tanto, en cuanto a los modelos de diseminación espontánea, sólo en el caso del 
heterotópico se lograron detectar CTDs en hígado mediante citometría de flujo. Para los 
ratones inoculados de forma ortotópica, no fue posible detectar CTDs en las condiciones 
y tiempos ensayados. 

 
Búsqueda de CTDs en modelo de diseminación experimental 

Evaluamos la presencia de CTDs en un modelo de metástasis expermiental, para ello se 
inocularon 2 x 105 células F3II-GFP por vía endovenosa en la vena lateral de la cola de 
ratones BALB/c. Se utilizó como control ratones inoculados con células F3II. Se tomaron 
muestras de pulmón, hígado y médula ósea obtenidas a días 7 y 15 post-inoculación 
fueron analizadas por citometría de flujo (Figura 6). 

Con respecto a las muestras de órganos obtenidas el día 7 post-inoculación, la 
autofluorescencia de los pulmones no permitió la detección de una población de células 
tumorales fluorescentes en dicho órgano (Figura 6). Por otro lado, no se observaron 
diferencias entre las muestras de los hígados; sin embargo, se observó una población de 
células fluorescentes mayor en la médula ósea de ratones F3II-GFP. Con respecto a las 
muestras obtenidas a día 15, en aquellas correspondientes a hígados y médula ósea, no 
pudieron detectarse diferencias en la presencia de células positivas con respecto a los 
controles. A pesar de ello, detectamos un porcentaje alto de células GFP positivas en 
pulmón en ratones inoculados con F3II-GFP. 

De esta manera pudimos detectar células tumorales fluorescentes diseminadas a pulmón 
15 días post-inoculación.  

 

 
 
Figura 6. Búsqueda de células diseminadas. Modelo diseminación experimental. Día 7 y 15: 
La búsqueda de células diseminadas se realizó por citometría de flujo y los resultados obtenidos 
se analizaron con el software FlowJo 7.6. Los corchetes en los histogramas representan la 
población de células positivas determinada de acuerdo a los controles. A esa población, se le 
analizó la intensidad media de fluorescencia (IMF). Cada una de las curvas de los histogramas 



 
 

representa una muestra distinta de los órganos hígado, médula ósea y pulmón. Histogramas 
comparativos de las diferentes muestras pertenecientes a F3II y F3II-GFP y análisis del % células 
fluorescentes por grupo. (n=5). 
 
Con el propósito de detectar las células tumorales en circulación y anidadas en pulmón, 
se realizó la búsqueda de células fluorescentes en sangre y pulmones 24 y 48 h posteriores 
a su inoculación por vía intravenosa (Figura 7). Cumplidas las 24 h post desafío se 
determinó la presencia de una población celular GFP positiva en ratones inoculados con 
F3II-GFP (Figura 7). A 48 h, se observó que los porcentajes de células GFP positivas 
detectadas disminuyen. Con respecto a los extendidos de sangre, a 48 h, no se observaron 
células fluorescentes en las muestras provenientes de los ratones inoculados con F3II-
GFP. Sin embargo, a 24 h pudimos observar por microscopía de fluorescencia la presencia 
de células tumorales fluorescentes en muestras provenientes de ratones inoculados con 
F3II-GFP.  

De esta manera estableció un modelo que nos permite determinar la carga de células 
circulantes y anidadas de manera temprana a tiempos cortos post-inoculación. 
 
Por lo tanto, con respecto a los modelos de colonización experimental, en ambos casos se 
detectaron CTDs pulmonares a cortos tiempos post-inoculación (24 horas y 15 días) 
mediante citometría de flujo. Adicionalmente, se pudieron observar por microscopía 
células tumorales circulantes, en frotis de sangre, agregándole una utilidad extra a dicho 
modelo.  
 

 
 
Figura 7. Ensayo de búsqueda de células diseminadas a 24 y 48 hs. Se inocularon 1 x 10
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células F3II-GFP i.v en la cola de ratones BALB/c. Como control se inocularon ratones con la 
línea parental F3II. A las 24 h y 48 h post-inoculación, se obtuvieron muestras de sangre de la 
cola de los ratones y se realizó un extendido, se analizó la presencia de células diseminadas en 
pulmón por citometría de flujo. (A) Pulmón. Dotplots y análisis del % de células GFP positivas 
de cada uno de los grupos  24h (*=p<0.01 Student´s t test). (B) Microscopía de los extendidos de 
sangre 24h y 48h. En el panel izquierdo se observan los extendidos en campo claro y en el panel 
derecho utilizando un filtro de fluorescencia. Las flechas señalan las células tumorales 
fluorescentes que fueron detectadas por esta técnica.  
 



 
 

En este primer objetivo, obtuvimos al menos tres modelos que nos permiten detectar y 
cuantificar CTDs y CTCs en bajo número. De esta manera, se podrán aplicar a estudios 
de mecanismos, modulando la actividad y expresión de enzimas y observando cómo se 
ve afectada la diseminación, así como también podremos analizar el efecto de nuevas 
drogas antitumorales sobre la diseminación, anidamiento y primeros pasos de 
establecimiento de focos metastásicos. 
 
Segunda parte 
 
Una vez obtenido el modelo de estudio de la EMR, evaluaremos los perfiles 
fenotípicos y genotípicos diferenciados de los estadios tumorigénico y quiescente. 
Particularmente, determinaremos las rutas de señalización efectoras involucradas 
en la inhibición de la enzima CK2.  

La enzima CK2 es una serina / treonina quinasa que se sobreexpresa en el cáncer de mama 
y su inhibición está asociada a una reducción del crecimiento tumoral y la progresión de 
la enfermedad. CIGB-300 es un péptido antitumoral con un mecanismo de acción 
novedoso, ya que se une a la subunidad alfa catalítica de la proteína quinasa CK2 y a los 
sustratos de CK2 impidiendo así la actividad enzimática. En este objetivo nos focalizamos 
en evaluar los posibles beneficios terapéuticos de CIGB-300 en la enfermedad del cáncer 
de mama utilizando modelos experimentales con relevancia traslacional, especielamente 
en su efecto sobre el crecimiento de recidivas.  

Para ello, en colaboración con el grupo del Dr. Silvio Perea Rodriguez del Laboratorio de 
Oncología Molecular del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología de La Habana, 
Cuba; se obtuvo un inhibidor peptídico de CK2 denominado CIGB-300. Evaluamos la 
acción de CIGB-300 sobre viabilidad, apoptosis, migración, adhesión y capacidad 
clonogénica usando un modelo preclínico de carcinoma mamario triple negativo, la linea 
celular F3II (Figura 8).  

Observamos que CIGB-300 provocó una reducción marcada y dosis dependiente sobre el 
crecimiento celular de las células F3II después de 72 h de incubación, obteniendo un IC50 
de 140 µM (Figura 8A). Se utilizó este valor para definir las concentraciones de CIGB-
300 ensayadas en otros protocolos in vitro, un aumento de aproximadamente ½, 1 y 2 
veces de las concentraciones de IC50. La actividad moduladora del crecimiento también 
se evaluó en cultivos de células de cáncer de mama de baja densidad expuestos a CIGB-
300 durante una semana (Figura 8B). El tratamiento in vitro a largo plazo con CIGB-300 
pudo afectar drásticamente la formación de colonias reduciendo hasta ~ 96 el crecimiento 
clonogénico en F3II. 

Como se mencionó anteriormente, se sabe que CK2 tiene más de 300 sustratos implicados 
en un gran número de funciones celulares tanto en tejidos normales como transformados, 
tales como la replicación, proliferación, diferenciación y la regulación de la muerte 
celular programada. Además, se ha informado anteriormente que CIGB-300 es capaz de 
desencadenar la apoptosis en células pulmonares malignas, así como en células 
endoteliales vasculares [14, 15]. En consecuencia, exploramos más a fondo si la 
inhibición de CK2 en las células de cáncer de mama por CIGB-300 puede activar el 
proceso apoptótico. Para ello utilizamos el ensayo TUNEL, que detecta la rotura del ADN 
que se produce durante la etapa tardía de la apoptosis. Como se observa en la Figura 8, 
CIGB-300 desencadena la apoptosis después de 24 h de incubación, presentando un 
efecto proapoptótico significativo a partir de 280 µM en F3II, (Figura 8 C). 



 
 

La migración y adhesión celular son procesos clave en muchos escenarios patológicos 
relevantes y son aspectos fundamentales del proceso metastásico. Como se muestra en la 
Figura 8D, CIGB-300 inhibió la capacidad migratoria de las células incubadas con CIGB-
300. Además, evaluamos el efecto de CIGB-300 sobre la adhesión de las células 
tumorales. El tratamiento con CIGB-300 pudo reducir hasta ~ 20% la adherencia de las 
células del cáncer de mama después de una exposición de 2 h al péptido (Figura 8E). 

 

 
Figura 8. Evaluación del efecto de CIGB-300 sobre células F3II de TNBC. A- Viabilidad: 
Células F3II fueron tratadas con concentraciones crecientes de CIGB-300 0 to 150 μM por 72h. 
La viabilidad celular fue determinada con un ensayo colorimétrico don cristal violeta ANOVA, 
Dunnett´s Multiple comparison test. B-Apoptosis: Se evaluó la apoptosis por el método de 
TUNEL. C- CFU (unidades formadoras de colonias: Células F3II fueron tratadas con 
concentraciones crecientes de CIGB-300 0 to 150 μM durante 7 días. D- Migración celular: 



 
 

Monocapas confluentes de células F3II fueron tratadas con CIGB-300 y se realizó el ensayo de 
migración por herida en monocapa E- Adhesión celular. las células se sembraron y se incubaron 
con CIGB-300 durante 2 h a 37 ° C. La adhesión celular se determinó mediante un método 
colorimétrico. Los datos representan las medias ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes y se expresaron como porcentaje de adhesión con respecto al control. * p <0.05, 
** p <0.01 vs. control. ANOVA, Prueba de comparación múltiple de Dunnett. 
 
El tratamiento sistémico con CIGB-300 inhibe la metástasis pulmonar del cáncer de 
mama 

La metástasis es la principal causa de muerte relacionada con el cáncer de mama en todo 
el mundo. Además, la metástasis pulmonar es una de las metástasis a distancia más 
frecuentes del cáncer de mama y está fuertemente asociada a un mal pronóstico [16]. Para 
evaluar el efecto de CIGB-300 sobre la diseminación metastásica del cáncer de mama al 
pulmón, primero evaluamos su impacto en la metástasis pulmonar experimental después 
de inyectar células F3II en la vena lateral de la cola de ratones BALB/c 
inmunocompetentes singénicos. Durante cinco días consecutivos, los ratones fueron 
tratados con CIGB-300 a una concentración de 10 mg / kg i.v. y después de 21 días de 
inyección de células tumorales, se sacrificaron los ratones y se contaron los nódulos 
pulmonares. Interesantemente, el tratamiento con CIGB-300 inhibió significativamente 
el desarrollo de nódulos pulmonares en comparación con el grupo de control, reduciendo 
casi un 45% el número de lesiones metastásicas (Figura 9 A). 

En segundo lugar, determinamos si la inhibición de CK2 por el tratamiento con CIGB-
300 podría interferir en el desarrollo de recidivas locales y lesiones metastásicas 
pulmonares después de la extirpación quirúrgica incompleta de los tumores mamarios 
F3II. Para evaluar la eficacia antitumoral adyuvante del péptido, se generaron y resecaron 
tumores primarios singénicos F3II al alcanzar un tamaño predeterminado, y se administró 
CIGB-300 en dos ciclos de cinco 10 mg / kg i.v. dosis diarias después de la resección del 
tumor. Como se muestra en la Figura 9B (izquierda), el tratamiento sistémico adyuvante 
usando i.v. CIGB-300 dañó gravemente la metástasis pulmonar postoperatoria, lo que 
provocó una reducción de ~ 60% en el número total de nódulos pulmonares. 

La actividad antimetastásica de CIGB-300 fue mayor cuando se evaluó la enfermedad 
macrometastásica (nódulos metastásicos mayores de 1 mm de diámetro), inhibiendo en 
un 83% el número de lesiones pulmonares secundarias de F3II en comparación con los 
animales tratados con vehículo (Figura 9B, derecha). El tratamiento con CIGB-300 
también se asoció con una reducción en la prevalencia de ratones portadores de 
enfermedad macrometastásica (85,7% frente a 42,8%, control frente a CIGB-300, 
respectivamente) y ratones con pulmones muy colonizados (71,4% frente a 0%, control 
frente a CIGB- 300, respectivamente). 
 



 
 

 
Figura 9. El tratamiento con CIGB-300 inhibe la metástasis a pulmonar en TNBC.A- 
Metástasis experimental en la vena de la cola (Izquierda): se inyectaron células F3II en la vena 
lateral de la cola de los ratones. Los ratones se trataron con CIGB-300 (10 mg / kg) i.v., durante 
cinco días consecutivos y fueron sacrificado el día 21. El número de nódulos pulmonares por 
animal se representa en el gráfico. (n = 9-10 por grupo experimental). ** p <0.01, Unpaired 
Mann-Whitney test.  B- Metástasis experimental después de la resección quirúrgica incompleta 
del tumor primario (Derecha): se inyectaron células F3II por vía s.c. en el flanco derecho de 
ratones BALB/c para generar tumores primarios. En el día 35 después de la inoculación de células 
tumorales, se realizó una resección quirúrgica incompleta del tumor. Inmediatamente después de 
la cirugía, los ratones se trataron diariamente con 10 mg / kg i.v. de CIGB-300 cinco días 
consecutivos después de la cirugía y cinco días consecutivos después del día 10 después de la 
cirugía. En el día 70 se sacrificaron los animales. n = 7-8 por grupo experimental. Unpaired Mann-
Whitney test. 
 
Finalmente, para confirmar el efecto inhibidor del tratamiento con CIGB-300 sobre el 
crecimiento metastásico del cáncer de mama, realizamos una inoculación ortotópica de 
células F3II. Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con CIGB-300 inhibió 
significativamente el desarrollo de nódulos pulmonares en comparación con el grupo de 
control, reduciendo casi ~ 40% el número de lesiones metastásicas totales. Además, 
demostramos que CIGB-300 redujo significativamente la micrometástasis (nódulos 
metastásicos menores de 1 mm de diámetro). Además, después del tratamiento con CIGB-
300, solo el 45% de los ratones desarrollaron micrometástasis frente al 80% de los ratones 
portadores de micrometástasis para el grupo de control. Aunque no fue de manera 
estadísticamente significativa, el tratamiento con CIGB-300 disminuyó el número de 
macro-metástasis en comparación con el grupo de control (valor de p = 0,071) (Figura 
10). 
 
 



 
 

 
Figura 10. El tratamiento con CIGB-300 inhibe la metástasis pulmonar espontánea del 
cáncer de mama. Se inyectaron células F3II en la almohadilla de grasa mamaria de ratones 
singénicos BALB/c para generar tumores primarios. El día 30 después de la inoculación de células 
tumorales, los ratones se trataron con 10 mg / kg i.v. dosis de CIGB-300 durante cinco días 
consecutivos. Se realizó una segunda ronda de tratamiento 44 días después de la inoculación. El 
día 55 se sacrificaron los animales. n = 9 por grupo experimental. * p <0,05 y *** p <0,001, 
Unpaired Mann-Whitney test. 

 
In vivo, el tratamiento sistémico con CIGB-300 fue capaz de reducir la diseminación de 
células tumorales y la colonización pulmonar en dos modelos experimentales diferentes 
de diseminación metastásica. Interesantemente, la eficacia antimetastásica del péptido fue 
mayor después de evaluar el establecimiento y el crecimiento de tumores pulmonares 
macrometastáticos posquirúrgicos. Nuestros resultados sugieren que CIGB-300 podría 
utilizarse para el tratamiento del cáncer de mama como una terapia adyuvante después de 
la cirugía, limitando la diseminación metastásica del tumor y protegiendo al paciente de 
una recidiva distante. 

 
 

CONCLUSIONES 
 
A partir de los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta los objetivos planteados se 
puede concluir: 

De manera exitosa se logró la obtención de una línea celular con expresión de GFP 
estable, a través de transducciones virales. Por sus características de expresión fue 
utilizada para el diseño de los ensayos in vivo. Esta línea fluorescente representa una 
herramienta de gran utilidad para el estudio de la enfermedad oncológica y la progresión 
metastásica. 

Utilizando la línea F3II-GFP, se diseñaron cuatro modelos de diseminación metastásica 
en ratones singénicos BALB/c. 



 
 

En los modelos de diseminación experimental, a tiempos cortos se pudieron detectar tanto 
células tumorales que colonizaron el pulmón, como células tumorales presentes en 
circulación sanguínea. Este modelo es interesante ya que logra imitar de manera 
experimental el proceso de diseminación de células que se da, por ejemplo, luego de una 
cirugía de remoción tumoral, donde la manipulación de la masa tumoral provoca una 
importante liberación de células malignas al torrente sanguíneo. 

Evaluamos el rol de la enzima CK2 sobre la biología tumoral en carcinoma mamario. El 
péptido CIGB-300 inhibe fuertemente el crecimiento celular, altera la formación de 
colonias, además, la exposición a corto plazo al péptido reduce la adhesión y la migración 
de las células del cáncer de mama.  

In vivo, el tratamiento sistémico con CIGB-300 fue capaz de reducir la diseminación de 
las células cancerosas y la colonización pulmonar en diferentes modelos experimentales 
y espontáneos de diseminación metastásica. Interesamente, la eficacia antimetastásica del 
péptido fue mayor después de evaluar el establecimiento y crecimiento de tumores 
pulmonares macrometastásicos postquirúrgicos.  

Como conclusión final, la obtención de la línea F3II-GFP y la generación exitosa de los 
modelos de diseminación resultan de gran utilidad para el estudio de dos de los 
intermediarios claves del proceso metastásico: las células diseminadas y las 
micrometástasis. Adicionalmente, la evidencia presentada muestra un fuerte potencial 
terapéutico de CIGB-300 que respalda un mayor desarrollo y evaluación del péptido 
como agente antitumoral para el cáncer de mama. 

 
 
ABSTRACT 
 
Breast cancer is the leading cause of female cancer death. After primary treatments, some 
cells may remain dormant for a long period of time without being detected. The aim of 
this work was to evaluate cellular and molecular mechanisms involved in the progression 
of minimal residual disease (EMR) in breast cancer models related to casein kinase 2 
(CK2).  

First, we successfully obtained a cell line with stable expression of GFP (F3II-GFP), by 
means of viral transductions. In vivo models were designed to detect these fluorescent 
cells with a low tumor burden in the target organ. We used F3II-GFP lines in four models 
of metastatic spread that were designed in syngeneic BALB/c mice. We were able to 
detect CTD in models of spontaneous and experimental metastasis in tumor, blood and 
lung.  

Considering that CK2 is a serine-threonine kinase that has been involved in growth and 
apoptosis. Inhibition of CK2 showed antitumor activity in different types of cancer. 
CIGB-300 is an antitumor peptide binds to CK2 substrates thus preventing the enzyme 
activity. We focus on the effect of CK2 inhibition as a modulator of key features of breast 
cancer cell biology. CIGB-300 inhibits cell growth, colony formation, and adhesion and 
migration of F3II cells. In vivo studies using the syngeneic F3II breast cancer model in 
BALB/c mice showed a decrease in the number of lung metastases in mice treated 
systemically with CIGB-300 after primary tumor.  

In this work, we generated the F3II-GFP cell line and we were able to detect CTDs in 
different models of spontaneous and experimental dissemination, which are very useful 
for the study of two of the key intermediaries of the metastatic process. Furthermore, the 



 
 

evidence presented shows a strong therapeutic potential of CIGB-300 supporting further 
development and evaluation of the peptide as an antitumor agent for breast cancer. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer de ovario es la enfermedad ginecológica más difícil de diagnosticar y uno de los 
tipos de cáncer más difícil de detectar y tratar. Es uno de los tumores sólidos que 
presenta mayor respuesta a los tratamientos, pero generalmente esta respuesta es 
temporal, siendo recurrente en la mayoría de los casos. Entre las enfermedades 
ginecológicas es la que posee una mayor relación mortalidad/incidencia y esto se debe 
principalmente a la gran capacidad que poseen las células tumorales de diseminarse a la 
cavidad peritoneal (Yancik 1993). 

El sistema Wnt constituye un camino de señalización altamente conservado que posee 
un rol fundamental en el desarrollo de los órganos y sistemas. Su desregulación provoca 
situaciones patológicas como ser diferentes tipos de tumores (Polakis 2012). En ausencia 
de señalización del camino Wnt, la proteína -catenina, principal componente de 
citoesqueleto, forma un complejo con otras proteínas: Adenomatosis Poliposis Coli 

(APC) y glucógeno sintasa kinasa 3(GSK-3). Esta última fosforila a la -catenina 
marcándola para su degradada vía proteosomas (Boyer, et al. 2010). Cuando la 
señalización Wnt se enciende, cuando sus ligandos interactúan con sus receptores, -
catenina se transloca al núcleo donde interactúa con (Lymphoid Enhancer Factor/T cell 
factor) LEF/TCF activando la expresión de genes asociados a la proliferación. 

En cáncer de ovario epitelial se han detectado mutaciones en genes que codifican 
componentes importantes de esta vía, entre ellos en el gen de la proteína -catenina. 
Además en algunos subtipos de cáncer de ovario se detectó acumulación exacerbada 
de esta proteína en el núcleo (Palacios and Gamallo 1998). Otros coactivadores de la 
vía también se han detectado en mayores niveles en tumores ováricos como ser la 
proteína PYGO y el ARN mensajero de BCL9/LGS (Popadiuk, et al. 2006) y su 
inhibición lleva a la disminución de la proliferación celular o el desarrollo de 
xenotransplantes utilizando células ováricas tumorales. Por otro lado se ha observado 
desarrollo de tumores de granulosa de forma espontánea en ratones que expresan una 

forma dominante estable de la proteína -catenina (Boerboom, et al. 2005). Estas 
alteraciones observadas en factores relacionados estrechamente a la vía de Wnt indican 
una función del sistema en el desarrollo del cáncer de ovario. 



El sistema Wnt indudablemente cumple una función primordial en la metástasis tumoral. 
Esto deriva de la participación de -catenina en la unión célula a célula mediante la 
interacción la proteína E-cadherina. La desestabilización de las uniones celulares, lleva 
a un aumento de -catenina nuclear y/o citoplasmática. Se ha demostrado que un 
inhibidor de -catenina y TCF4 disminuyen la invasión celular (Burkhalter, et al. 2011). 
Una disminución en las uniones intercelulares, incluyendo disminución y re-localización 
de la proteína E-cadherina y β- cadherina de la membrana al núcleo también llevan a un 
aumento de la migración e invasión de las células, además de otros factores que regulan 
transcripcionalmente a estas proteínas. Este es un proceso importante en el cáncer de 
ovario debido a su alto potencial metastásico. Por esto es importante determinar la 
función del sistema Wnt en las capacidades migratorias e in vasivas en cáncer de 
ovario donde aún su función no ha sido completamente estudiada. 

En relación al sistema Notch, en nuestro laboratorio hemos demostrado que el mismo 
(muy ligado al desarrollo y metástasis, así como a la angiogénesis tumoral), bloquea 
la capacidad invasiva y migratoria estimulada por un inductor de la metástasis, como 
lo es TGFβ, en líneas celulares tumorales ováricas (Pazos, et al. 2017). Este sistema 
también es de interés en nuestro laboratorio. En cáncer de ovario se ha observado una 
mayor expresión de algunos de los miembros del sistema Notch comparado a epitelio 
de ovario normal (Euer, et al. 2005, Lu, et al. 2004). Además, nosotros hemos 
demostrado su acción proliferativa en una línea celular tumoral humana de granulosa y la 
existencia de una expresión diferencial de algunos miembros de Notch en células 
tumorales y normales evidenciando una función importante de este sistema en esta 
patología (Irusta, et al. 2013). El sistema Notch demostró estar involucrado en la 
biología tumoral ovárica en diferentes tipos histológicos de cáncer de ovario, desde las 
histologías más frecuentes hasta las menos frecuentes. 

Ambos sistemas mencionados (Wnt y Notch) se encuentran involucrados en la 
angiogénesis durante el desarrollo tumoral (Hu, et al. 2009, Li and Harris 2005, Rehman 
and Wang 2006) y además se encuentran interrelacionados (Corada, et al. 2010). 
Además, es interesante destacar que los embriones que poseen una función exacerbada de 
β- catenina poseen un fenotipo similar a aquellos con la señalización Dll4/Notch también 
aumentada (Trindade, et al. 2008). Por otro lado, existe una relación entre ambos 
sistemas en la tumorigénesis. Existen evidencias de esta interacción en patologías como 
Leucemia aguda linfoblástica (Weerkamp, et al. 2006), cáncer colorrectal (Rodilla, et 
al. 2009) y recientemente se ha demostrado en cáncer hepático (Wang, et al. 2016). 
Debido a la existencia de interacción entre ambas vías en otro tipo de tumores y la 
función de Notch en cáncer de ovario, es esperable que ambas vías se encuentren 
involucradas en la progresión de este tipo de tumores. Sin embargo, hasta el momento 
no se ha estudiado la posible interacción entre estos sistemas en cáncer de ovario 
en relación al crecimiento y diseminación tumoral. La adquisición de conocimientos 
acerca de la función de ambos sistemas en el cáncer de ovario, podría tener 
relevancias en el diagnóstico y tratamiento de estos tumores en los cuales no 
existen alternativas en cuanto a su tratamiento más allá de las conocidas utilizando 
drogas quimioterapéuticas. 



 
 
RESULTADOS 
 
La inhibición de la vía de señalización Wnt/β-catenina disminuyó la proliferación 
en dos líneas celulares de cáncer de ovario epitelial. Utilizamos dos inhibidores de la 
vía: XAV939 e ICG-001. XAV939 es un inhibidor indirecto de la vía que estabiliza la 
formación del complejo destructor de β-catenina en el citoplasma y ello causa un 
aumento de la translocación de la proteína al núcleo y por lo tanto un incremento de la 
transcripción de genes blanco. XAV939 disminuyó significativamente la proliferación 
en células de la línea IGROV-1 cuando las mismas fueron incubadas con XAV939 10, 
20 o 50 µM durante 48 y 72 horas (Figura 1). 
 
 

 
 
 
Por otra parte, determinamos la proliferación celular en presencia del otro inhibidor 
de la vía, ICG-001. Esta molécula inhibe la vía Wnt/β-catenina de una forma más 
directa que el inhibidor utilizado anteriormente, ya que bloquea la interacción entre la 
proteína β-catenina y el co-transcriptor CBP. Al incubar las células en presencia del ICG-
001, tanto la línea celular IGROV1 como la línea SKOV3, disminuyeron su proliferación 
con las concentraciones de 10, 20 and 50 µM del inhibidor (Figura 1B). Para comprobar 
que efectivamente ambos inhibidores se encontraban actuando a través de la vía Wnt/β-
catenina, determinamos los niveles de la proteína β-catenina y la proteína Axina (la cual 
forma parte del complejo destructor de β-catenina), con XAV939 (Figura 2a y b), y los 
niveles de la proteína Ciclina D1 (uno de los blancos principales de la vía Wnt/β-
catenina) en presencia de XAV939 e ICG- 001 (Figura 3). Se observó una disminución 



en los niveles de la β-catenina y un aumento de la proteína Axina con XAV939 1-50 
µM y 50 µM, respectivamente (Figura 2). Ambos inhibidores disminuyeron la expresión 
de Ciclina D1 en la línea celular IGROV1 (Figura 3). 
 
 

 
 
 
Notch y Wnt/β-catenina convergen en la proliferación celular en cultivo de líneas 
celulares de cáncer de ovario epitelial. En un primer momento investigamos el efecto 
de la vía Notch en la proliferación de la línea celular IGROV-1. Se ha demostrado 
que la inhibición de la vía Notch reduce la proliferación en la línea SKOV-3 [3]. Sin 
embargo no hay evidencias del efecto de la inhibición de la vía de Notch en células 
IGROV-1. En nuestros experimentos corroboramos que DAPT 20 µM (inhibidor de la 
vía Notch) disminuyó la proliferación en las células de cáncer de ovario IGROV-1. Una 
vez que constatamos que la inhibición de la vía Notch tiene similar efecto en ambas 
líneas celulares, nos preguntamos si la inhibición de la vía Notch junto con la inhibición 
de la vía Wnt/β- catenina ejercen un efecto diferente a la inhibición de ellas de forma 
separada. Para ello hicimos experimentos in vitro cultivando ambas líneas celulares con 
inhibidores de ambas vías de Notch y Wnt/β-catenina: DAPT 15 µM y XAV939 20 
µM, respectivamente. Observamos que la inhibición simultanea causó una disminución 



significativa de los niveles de proliferación en ambas líneas celulares comparado a 
condiciones controles (sin inhibidores), y que dicha disminución fue del mismo grado 
que la observada al inhibir solo la vía Wnt/β-catenina (Figura 4a y 4b). Estos resultados 
fueron similares cuando analizamos los niveles de la proteína PCNA (Figura 4c y 4d). 
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La inhibición de la vía Wnt/β-catenina aumenta los niveles de genes blanco de la 
vía Notch. Con el objetivo de comprobar la interacción entre las vías Wnt/β-catenina 
y Notch, tratamos a las células IGROV-1 con el inhibidor ICG-001 1, 10 and 20 µM 
por 48 horas. Estudiamos la expresión de los genes blanco del sistema Notch, Hes-1 
(Figura 5a) y Hey-1 (Figura 5b) por PCR en tiempo real. Observamos que la expresión 
de ambos genes se incrementó significativamente en las células tratadas con ICG-001 
10 y 20 µM comparadas con el grupo control (Figura 5). Por lo tanto, la inhibición de 
Wnt/β-catenina incrementó los niveles de los genes blanco de la vía Notch en células de 
cáncer de ovario demonstrando interacción entre ambas vías. 



Figura 5 
 
 

 
 
 
La inhibición del sistema Wnt/β-catenina disminuye la migración de células 
IGROV-1. Para estudiar la migración en células IGROV-1 realizamos un cultivo en 
Transwell e hicimos incubaciones de las células con los inhibidores: DAPT (15 µM), 
XAV939 (20 µM) e ICG-001 (20 µM), y las co-incubaciones con DAPT+XAV939 o 
DAPT+ICG001. En el experimento realizado con DAPT y XAV939 observamos que la 
inhibición de la vía Notch disminuyó significativamente el número de células que 
migraron mientras que, sorpresivamente, no se observaron cambios al incubar con el 
inhibidor XAV939 (figura 6a). Por otra parte, el efecto del inhibidor DAPT se vio 
contrarrestado al co- incubar las células con XAV939. Al incubar las células IGROV-
1 con el inhibidor ICG-001, se observó una clara disminución del número de células 
que migraron respecto de condiciones control (Figura 6b). Dicho efecto fue similar al 
observado en las células incubadas con DAPT y en las células co-incubadas con ambos 
inhibidores. 
 
 
Figura 6 
 

 
 
 
 
 
 



CONCLUSIÓN 
 
La inhibición de la vía Wnt/β-catenina disminuyó la proliferación en líneas celulares de 
cáncer de ovario. Se observó una disminución de la cantidad total de la proteína β-
catenina, de la proteína Axina y del gen blanco Ciclina D1, lo que demuestra que esta 
inhibición en la proliferación, se da a través de la inhibición de la vía Wnt/β-catenina. 
Al co-incubar a las líneas celulares con los inhibidores de las vías Wnt/β-catenina y 
Notch, demostramos que la disminución en la proliferación no se intensificó en 
presencia de ambos inhibidores, es decir, el efecto apreciado fue similar al de la 
inhibición de ambas vías por separado. Esto nos demostró que habría algún mecanismo 
de compensación entre ambas vías o bien que ambas vías poseen un mecanismo molecular 
común a ambas. Mediante el análisis de los niveles de mRNA de Hes-1 y Hey-1 en células 
IGROV-1 incubadas con ICG-001, pudimos comprobar la existencia de una interacción 
entre los sistemas Wnt/β-catenina y Notch, ya que al inhibir al primero, se observa un 
aumento de la actividad del segundo. Esto avalaría el mecanismo compensatorio 
mencionado anteriormente entre ambos sistemas. Los resultados nos indican que una 
inhibición de una de las vías (Wnt/β-catenina) provocó una mayor activación de la otra 
(NOTCH), como mecanismo compensatorio. Por último demostramos que al inhibir la 
vía Wnt/β-catenina con ICG-001 disminuye la migración de las células IGROV-1. Sin 
embargo, no se observa el mismo efecto con el inhibidor XAV939 ya que este inhibe 
la cantidad de β-catenina total celular por lo que afecta las uniones intracelulares. Y el 
anclaje celular a la matriz extracelular. 
 
En resumen, demostramos que ambas vías, tanto Wnt/β-catenina como Notch, son vías 
que favorecen la supervivencia y migración de las células de cáncer de ovario y que 
ambas interactúan de manera de asegurar la proliferación de las mismas, cuando 
alguna se ve disminuida. 

 
 
ABSTRACT 
 
In the last forty years ovarian cancer mortality rates have slightly declined and, 
consequently, it continues to be the fifth cause of cancer death in women. In the present 
study, we showed that β-catenin signaling is involved in the functions of ovarian cancer 
cells and interacts with the Notch system. Wnt and Notch systems showed to be 
prosurvival for ovarian cancer cells and their inhibition impaired cell proliferation and 
migration.  We also demonstrated that the inhibition of β-catenin by means of two 
molecules, XAV939 and ICG-001, decreased the proliferation of the IGROV1 and 
SKOV3 ovarian cancer cell lines. The simultaneous inhibition of β-catenin and Notch 
signaling, by using the DAPT inhibitor, decreased ovarian cancer cell proliferation to 
the same extent as targeting only the Wnt/β-catenin pathway. A similar effect was 
observed in IGROV1 cell migration with ICG-001 and DAPT. Moreover, ICG-001 
increased the Notch target genes Hes-1 and Hey-1, showing a compensatory mechanism 
between these two signaling pathways. Our results suggest that Notch and β-catenin 
signaling cooperate in ovarian cancer to ensure the proliferation and migration of cells 
and that this could be achieved, at least partly, by the upregulation of Notch target 
genes in the absence of Wnt signaling. We showed that the Wnt pathway crosstalks 
with Notch in ovarian cancer cell functions, which may have implications in ovarian 
cancer therapeutics. 
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El fluoruro (F) es un ion que se encuentra en el medio ambiente. El ser humano tiene 
contacto a través del agua de bebida, alimentos y productos de higiene bucal1. Si presenta 
concentraciones en agua mayores a 1.5 ppm se lo considera un problema para la salud a 
nivel mundial. 

Estudios en animales2 como en niños3–5 que consumen agua de bebida con F demuestran 
efectos sobre el coeficiente intelectual y la capacidad de aprendizaje, trastornos de 
ansiedad y depresión6, entre otros aspectos del sistema nervioso. El coeficiente intelectual 
(IQ) de niños que viven en áreas con alto contenido de flúor es más bajo que el de los 
niños que viven en áreas con bajo contenido de flúor3,7. 

La principal fuente de energía de las células del sistema nervioso es la glucosa. Este tejido 
carece la regulación habitual por la hormona insulina. Debido a esta cualidad del sistema 
nervioso, nos referiremos al consumo de glucosa por este tejido como consumo 
independiente de insulina. 

Los datos de trabajos anteriores sobre la relación entre el aprendizaje y la memoria fue 
estudiado en animales y en observaciones realizadas en niños con ingesta crónica en agua, 
sin embargo, no existen estudios que demuestren que ocurre luego de cada ingesta. La 
hipótesis que planteamos es que luego de la ingesta de F se produce una disminución de 
la captación de glucosa y la producción de energía por células del sistema nervioso, que 
conducirá a una disfunción en el proceso de aprendizaje y memoria.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 

A continuación se hace una breve descripción de los experimentos realizados. 

Se evaluó el efecto del fluoruro luego de una dosis oral de fluoruro, y luego de la 
administración de fluoruro en el agua de bebida por 30 días. 

A continuación de cada tratamiento se realizaron 4 experimentos diferentes:  



 

  

1- Test de nado: se midieron los parámetros, tiempo de latencia que está relacionado 
con la capacidad de aprendizaje y el tiempo de permanencia que evidencia la 
relación con la memoria espacial de cada animal. 

2- Prueba de tolerancia oral a la glucosa: con los valores de glucemia e insulinemia se 
obtuvo la velocidad de consumo de glucosa de tejidos independientes de insulina, 
utilizando un modelo matemático8,9.  

3- Perfusión de cerebro que evalúa la captación de glucosa por el sistema nervioso.  
4- Captación de 2-[C14]-desoxi-D-glucosa por el sistema nervioso.  

Los experimentos se llevaron a cabo bajo las normas internacionales de cuidado y uso de 
animales de laboratorio.  

 

A continuación se detallan los experimentos y sus principales resultados: 

 

 Efecto de una dosis de fluoruro: 

Ocho ratas Sprague Dawley hembras de 50 días recibieron una solución de NaF por sonda 
orogástrica (8 mg F/kg peso) mientras que el grupo control recibió el mismo volumen de 
agua destilada. 

 Efecto de la administración de fluoruro en agua de bebida: 
Cinco ratas Sprague Dawley hembras de 50 recibieron agua de bebida con 40 ppm de F 
mientras que el grupo control recibió agua potable sin F.  

 Test de nado: 

Para evaluar el efecto del tratamiento con F sobre el aprendizaje y memoria de referencia 
espacial se utilizó el test de nado. Este sistema consiste en un tanque con agua a una 
temperatura de 26±1°C, se dividido en cuatro cuadrantes iguales. En uno de ellos se 
coloca el animal para que inicie el nado y busque una plataforma de escape de 10 
centímetros. En cada ensayo los segundos empleados para encontrar la plataforma de 
escape, se denominó tiempo de latencia cuyo valor guarda una relación inversa con la 
velocidad de aprendizaje. Los ensayos se realizaron 3 veces por día durante 5 días. 
Durante dos días posteriores consecutivos, para la realización de los ensayos se retiró la 
plataforma y se les permitió nadar a las ratas durante 90 segundos. En este caso se registró 
el tiempo que la rata permaneció en el cuadrante donde se encontraba la plataforma al que 
se denominó tiempo de permanencia que mide la capacidad de memorizar y orientarse en 
el espacio.  

Los resultados del tiempo de latencia luego de una dosis oral de F no presentaron 
diferencias significativas (Test de Mann Whitney, p>0.05) entre el grupo tratado y los 
controles. Tampoco se hallaron diferencias significativas en el tiempo de latencia en los 
diferentes días entre tratados y controles. El tiempo de permanencia no mostró diferencias 
significativas entre los animales a los que se le administró F y controles (Test de Mann 
Whitney, p>0.05). 



 

  

No se observaron diferencias significativas en el tiempo de latencia entre animales 
tratados con F en agua de bebida por 30 días y los controles (Test de Mann Whitney, 
p>0.05).  

El análisis de los datos del tiempo de permanencia en función al tratamiento no mostró 
diferencia significativa entre los grupos planteados (Test de Mann Whitney, p>0.05) 
como tampoco al analizarlos en función de los días. 

 Captación de glucosa por tejidos independiente de insulina: 

Veintiséis ratas Sprague Dawley hembras de 50 días, el total de los 2 experimentos 
divididas en tratadas con F (8 mg F/kg de peso corporal) y controles, recibieron una 
sobrecarga oral de 0.06 g/100 g/peso corporal de glucosa. Se les extrajo sangre y se midió 
glucemia e insulinemia con los que se obtuvo la constante de velocidad del proceso de 
captación de glucosa por el sistema nervioso, utilizando un modelo matemático.  

La constante no difirió entre los grupos luego del tratamiento de una dosis de fluoruro 
0.33, [0.17-3.90] mg glucosa/ (dl*min); en comparación a sus controles, 0.68, [0.10-7.10] 
mg glucosa/ (dl*min) (Test de Mann Whitney, p>0.05). Tampoco se halló diferencias en 
la constante luego de 30 días de tratamiento con fluoruro 0.41, [0.24-0.79] mg glucosa/ 
(dl*min); en comparación a los controles, 0.58, [0.27-1.26] mg glucosa/ (dl*min) (Test 
de Mann Whitney, p>0.05).  

 Captación de 2-[C14]-desoxi-D-glucosa: 

Se evaluó el efecto del fluoruro sobre la captación 2-[C14]-desoxi-D-glucosa (2DGC14) 
en 4 ratas Sprague Dawley de 50 días luego de la administración por sonda orogástrica 
de NaF de 40 ppm (t), y en 4 controles que recibieron agua sin F (c). Se inyectaron 100 
µl de 2DGC14, a los 30 minutos, se las sacrificó y se extrajo cerebro (C), músculo 
gastrocnemio (M) y tejido adiposo abdominal (A) estos últimos utilizados como tejidos 
controles. Cada tejido se pesó, homogeneizó se midió radioactividad. 

Los resultados se expresaron como medias±SD en nmol 2DGC14/g de tejido: C-c: 
0.24±0.09, C-t: 0.16±0.05, M-c: 0.32±0.05, M-t: 0.24±0.05, A-c: 0.12±0.02, A-t: 
0.09±0.02 (ANOVA, p<0.05). Se obtuvo diferencias significativas de la cantidad de 2-
[C14]-desoxi-D-glucosa entre los tratamientos solo en músculo, pero no llega a 
diferenciarse.  

 Perfusión de cerebro:  

Se evaluó el consumo de glucosa por tejidos independiente de insulina a través de 
perfusión de cerebro in situ en ratas. Veintiún ratas hembras Sprague-Dawley de 50 días 
fueron sometidas al procedimiento quirúrgico, se perfundió a través de carótida una 
solución de perfusión con glucosa (1g/l) sin NaF (SP–F) durante 15 minutos. 
Posteriormente, se cambió a una solución con glucosa y 40 µmol de NaF/l (SP+F) 
perfundiendo 15 minutos. Al perfusato recolectado se le midió la concentración de 
glucosa y se calculó velocidad de consumo de glucosa de cada animal durante la 
perfusión. 



 

  

De los 21 animales empleados el 53% fue excluido del análisis, esto se debió a problemas 
en el cateterismo (80%) o en la anestesia (20%). Los animales restantes completaron las 
condiciones para incluirlos en el análisis (43%), los cuales el 33% aumentó la velocidad 
de consumo de glucosa y el 67% disminuyó esta velocidad, aunque no se demostraron 
diferencias significativas. 
 
 
CONCLUSIONES 
 

Los resultados indican que: 

1- El aprendizaje y la memoria espacial de ratas Sprague Dawley no se ve afectado 
por la administración de una dosis de fluoruro por sonda orogástrica o luego del 
tratamiento por 30 días en el agua de bebida.   

2- La captación de glucosa por el sistema nervioso no se ve afectado al ser medido a 
través de un modelo matemático, perfusión de cerebro y captación de glucosa 
marcada. 

3- El fluoruro en las dosis utilizadas afecta la captación de glucosa marcada por tejidos 
dependiente de insulina, pero no lo haría en aquellos que son independientes. 

 
 
RESUMEN 
 
El fluoruro se encuentra disperso sobre la corteza terrestre y principalmente lo ingerimos 
a través del agua de bebida. En concentraciones mayores a 1.5 ppm produce diferentes 
patologías. En el sistema nervioso puede afectar la capacidad de aprendizaje y memoria 
como también el coeficiente intelectual. La energía generada debido a la captación de 
glucosa en este sistema podría verse alterada luego de la administración de fluoruro 
conduciendo a una disfunción del proceso de aprendizaje y memoria. Para comprobarlo 
se evaluó la exposición de ratas Sprague-Dawley de 50 días a una dosis oral de fluoruro 
o a través de agua de bebida por 30 días. Se evaluó el aprendizaje y memoria espacial por 
medio de un laberinto de agua sin encontrar diferencias en los parámetros que evidencian 
estas habilidades en ambos tipos de exposiciones al fluoruro. Por otro lado, se evaluó la 
captación de glucosa por el cerebro por tres mecanismos: 1-Cálculo de la constante de la 
captación de glucosa con la aplicación de un modelo matemático, 2-perfusión de cerebro 
in situ y, 3- captación de 2-[C14]-desoxi-D-glucosa en cerebro. Por ninguno de los tres 
mecanismos aplicados se encontró efectos del fluoruro en la captación de la glucosa en 
sistema nervioso, como tampoco en la forma en la que se administró el ion. Se concluye 
que en la línea y edad de las ratas utilizadas el fluoruro no afecta la captación de glucosa 
por el sistema nervioso ni el proceso de aprendizaje y memoria. 
 
 
 
 



 

  

ASTRACT 
 
Fluoride is dispersed over the earth's crust and we mainly ingest it through drinking water. 
In amounts greater than 1.5 ppm they produce different pathologies. In the nervous system 
it can affect learning and memory capacity as well as IQ. The energy generated by the 
glucose uptake in this system could be altered after the administration of fluoride leading 
to a dysfunction of the learning and memory process. To prove this, Sprague-Dawley rats, 
50-days old, were exposed to an oral dose of fluoride or through drinking water for 30 
days and later, they were evaluated. Learning and spatial memory were evaluated through 
Morris water maze without finding differences in the parameters that demonstrate these 
abilities in both types of fluoride exposures. On the other hand, glucose uptake by the 
brain was evaluated by three mechanisms: 1- Estimation of the constant glucose uptake 
applying a mathematical model, 2- In situ brain perfusion, and 3- Uptake of 2-[C14]-
deoxy-D-glucose in the brain. No effect of fluoride on glucose uptake in the nervous 
system was found by any of the three mechanisms applied, and not even in the way, the 
ion was administered. It is concluded that in the line and age of the rats used, fluoride 
does not affect the uptake of glucose by the nervous system or the learning and memory 
process. 
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RESUMEN 

 

La Hemofilia A (HA), es una coagulopatía hereditaria ligada al X, que se caracteriza por 
una reducida actividad del factor VIII de coagulación (FVIII:C) y es causada por una 
amplia variedad de defectos deletéreos en el gen del FVIII (F8). La severidad del fenotipo 
clínico de la HA no siempre puede ser explicado por el genotipo del F8, y se discute si 
está influenciado por la coparticipación de mutaciones o variantes trombofílicas en F5 
como FV Leiden (rs6025) o variantes del F2 (rs1799963) y SNPs en los genes F11 y 
CYP4V2 (miembro de la familia citocromo P450) entre otros. Recientemente se presentó 
evidencia que sugiere que mutaciones en F5 y F2 contribuyen al riesgo a desarrollar 
inhibidor en HA (INH), indicando la importancia del análisis de estas variantes para poder 
predecir la complicación más seria que puede afectar la terapia sustitutiva del paciente 
con Hemofilia.  

En este contexto, nos propusimos estudiar marcadores genéticos (SNPs) asociados a 
riesgo trombofílico en los genes F2, F5, F11 y CYP4V2, y evaluar su posible impacto en 
el fenotipo del paciente con HA severa, estudiando la mitigación de los síntomas de 
sangrado, su posible asociación con el desarrollo de INH en poblaciones estratificadas 
por genotipo del F8 (i.e, Inversión del intrón 22 (Inv22), causal del ≈42% de las HA 
severas) y edad del paciente.  

Se estudiaron 150 muestras de ADN de pacientes con HA severa mediante el análisis de 
los SNPs: F2:rs1799963, F5:rs6025, F11:rs3756008, y F11:rs2036914 y 
CYP4V2:rs13146272 mediante la técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism). Las pruebas de hipótesis estadísticas sobre tablas de contingencia, 
incluyeron Chi-cuadrado con la corrección de Yates y Fisher-exacto usando el software 
GraphPad Prism 5.0. Asimismo, se calcularon los odds ratio OR, asociados a cada alelo 
del sistema bialélico con su correspondiente intervalo de confianza del 95%.  

Resultados: En pacientes con HA severa e Inv22, CYP4V2:rs13146272 mostró un 
incremento marginalmente significativo de riesgo a desarrollar INH asociado al alelo [C] 
con un OR de 2,118(1,11-4,06)(P=0,0340*) y un OR de 4,156(1,487-11,61)(P=0,0060**) 
respecto al número de exposiciones al FVIII terapéutico recibidas por paciente (N<50) en 
el estrato etario 12-34 años.  



  

Conclusiones: Nuestros datos relativos a las diferencias en las frecuencias de 
CYP4V2:c.775C>A en pacientes con HA-severa son compatibles con la hipótesis del 
origen multifactorial tanto del desarrollo de INH como de la severidad del fenotipo clínico 
en nuestra población. 

 

 

ABSTRACT 

 

Hemophilia A (HA) is an X-linked hereditary coagulopathy characterized by reduced 
coagulation factor VIII activity, caused by a wide variety of deleterious defects in the 
FVIII gene (F8). The severity of the clinical phenotype of HA cannot always be explained 
by the F8 genotype, and it is discussed whether it is influenced by the co-participation of 
mutations or thrombophilic variants in F5 such as FV Leiden or F2 and SNPs in genes 
F11 and CYP4V2 among others. New evidence suggests that mutations in F5 and F2 
contribute to the risk of developing inhibitor (INH), indicating the importance of the 
analysis of these variants to predict the most serious complication related with the 
replacement therapy.  

In this context, we set out to study genetic markers (SNPs) associated with thrombophilic 
risk in the F2, F5, F11 and CYP4V2 genes, and evaluate their possible impact on the 
phenotype of severe-HA patients, studying the mitigation of bleeding symptoms and its 
possible association with the INH development in a stratified population.  

150 DNA samples from severe-HA patients were studied by PCR-RFLP of the SNPs: 
F2:rs1799963, F5:rs6025, F11:rs3756008, F11:rs2036914 and CYP4V2:rs13146272. 
Statistical hypothesis tests on contingency tables, included Chi-square with Yates and 
Fisher-exact correction using GraphPad-Prism 5.0 software. The odds-ratios OR 
associated to each allele with 95% confidence interval were calculated.  

Results: In patients with severe-HA and Inv22, CYP4V2:rs13146272 showed a 
marginally significant increase in risk of INH development associated with the allele [C] 
with an OR 2,118(1,11-4.06)(P=0.0340*) and an OR 4,156(1,487-11.61)(P=0.0060**) 
with respect to the number of therapeutic FVIII exposures received per patient (N<50) in 
the age stratum 12-34 years.  

Conclusions: Our data regarding the differences in the frequencies of CYP4V2:c.775C>A 
in patients with severe-HA are compatible with the hypothesis of the multifactorial origin 
of both the development of INH and the severity of the clinical phenotype in our 
population. 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

La Hemofilia A (HA) es una enfermedad hemorrágica hereditaria, ligada al cromosoma 
X, que afecta a 1 cada 5000 varones nacidos y es causada por defectos en el gen del factor 
VIII de coagulación (F8). Debido al gran tamaño (187 kb) y complejidad (26 exones) del 
F8 [1], pueden identificarse una amplia diversidad de variantes asociadas al fenotipo HA. 
Siendo las inversiones del intrón 22 (Inv22) [2, 3] y del intron 1 (Inv1) [4] las únicas 



  

variantes recurrentes reconocibles, causando el 42% [5, 6] y el 2% [7] de las HA severas, 
respectivamente. En el resto de las HA encontramos todo tipo de variantes incluyendo 
grandes y pequeñas deleciones o inserciones y variantes puntuales asociadas a cambios 
deletéreos tipo missense, nonsense y del splicing.  

Basados en el nivel de actividad del FVIII en sangre (FVIII:C), la hemofilia es clasificada 
como Severa (FVIII:C < 1 IU/dL), Moderada (2-5 IU/dL) o Leve (5-40 IU/dL). En su 
gran mayoría, el fenotipo del paciente correlaciona bien con la variante hallada en el F8. 
Sin embargo, se ha observado que en pacientes con HA no relacionados que tienen 
variantes idénticas en el F8, el fenotipo es variable. Se ha sugerido entonces, que el 
fenotipo clínico puede ser influenciado por la coparticipación de variantes asociadas a 
riesgo protrombótico, como la del factor V Leiden (rs6025) [F5] [8–10].  

Varios estudios, aunque con ciertas discrepancias, han demostrado que las variantes 
trombofílicas del FV G1691A o FII G20210A influencian significativamente la expresión 
de la HA severa, retardando la edad del primer sangrado sintomático en niños, 
disminuyendo la frecuencia de sangrado anual y evidenciando un daño menos severo en 
articulaciones [11-12]. Adicionalmente, un análisis multivariado estratificado por el 
genotipo del F8, intensidad de tratamiento y tipo de concentrado de FVIII usado en la 
primer exposición, reveló que la presencia de las variantes en el F5/F2 
independientemente, incrementan el riesgo de desarrollo de anticuerpo inhibidor [13], la 
complicación más seria a la que se enfrentan ≈30% de los pacientes con HA severa, y que 
puede generar problemas permanentes que afectan seriamente la salud y la calidad de 
vida, y que requiere intervención médica y farmacéutica en extremo costosa, indicando 
la importancia de ser analizados. 

Considerando lo anterior, estudios realizados en trombosis venosa profunda (DVT) han 
informado varios marcadores genéticos (SNPs) comunes asociados con DVT, ubicados 
en tres genes del locus 4q35.2 [14–17], dos de ellos involucrados en la cascada de 
coagulación sanguínea intrínseca que codifica el factor XI (F11) y la precalicreína 
(KLKB1), el tercero que codifica para un miembro de la familia citocromo P450 
(CYP4V2), y en SERPINC1, que codifica para la antitrombina [18], siendo los SNPs en 
F11 y en CYP4V2 los de mayor frecuencia, surgiendo la pregunta de si estos factores 
genéticos protrombóticos podrían también distorsionar el balance hemostático en 
pacientes con HA, análisis que hasta la actualidad no ha sido desarrollado. 

En este escenario, nos propusimos como objetivo estudiar marcadores genéticos 
asociados a trombofilia hereditaria, en los genes F2, F5, F11 y CYP4V2, que permitan 
evaluar su impacto clínico en la mitigación de los síntomas de sangrado en pacientes 
Argentinos con HA severa que junto con los diferentes tipos de mutaciones causales de 
HA constituye un área de investigación de gran interés básico y clínico, y aún no 
explorada en nuestra población. Teniendo en cuenta que este tipo de análisis muestra, en 
su gran mayoría, resultados característicos de poblaciones específicas y, en consecuencia, 
no son aplicables a otras poblaciones con diferencias étnicas y/o geográficas, nos 
propusimos estudiar y caracterizar estos factores en nuestra población estratificada de 
pacientes con HA causada por la Inv22. 

 

 

 

 



  

MATERIALES Y METODOS 

 

Población y muestras estudiadas 

Se estudiaron 150 muestras de ADN de pacientes con HA severa, [INH+, 63], [INH-, 87] 
y datos de las variables clínicas-bioquímicas (i.e. tipo y título de inhibidor; actividad del 
factor, FVIII:C, días de exposición, edad de inicio del tratamiento, tratamiento intensivo).  

El ADN genómico fue extraído por el método de salting out [19] a partir de leucocitos de 
sangre periférica. La concentración, calidad y pureza de las muestras de ADN fueron 
evaluadas por electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometría UV (260/280 nm). 

 

Algoritmo de análisis molecular en el F8 

Se analizó primero la presencia de inversiones que afectan al gen del F8, la Inv22 e Inv1, 
mediante la técnica de IS-PCR [18–20]; y en pacientes no informativos se aplicó el 
algoritmo de análisis molecular desarrollado para estudiar al F8 en nuestro laboratorio 
[23-24]. 

 

Análisis de SNPs en F2, F5, F11 y CYP4V2 

Análisis de los SNPs: en la región 3´UTR del gen de la protombina (F2): c.*97G>A, SNP 
rs1799963, mediante PCR-HindIII-RFLP (adaptación [25]); de la mutación Factor V 
Leiden en el exón 10 del gen F5: c.1601G>A, p.Arg534Gln, SNP rs6025, mediante PCR-
MnlI-RFLP [10]; en la región 5´UTR del gen F11: c.-2066A>T, SNP rs3756008, 
mediante PCR-MluCI-RFLP (primers F11-008A CCTGATACTATTTCAAAGACC y 
F11-008B TTAAAGTACATTCCAGCTACC); en la región IVS1 del gen F11: c.56-
282T>C, SNP rs2036914, mediante PCRAlwI-RFLP (primers F11-
914A  ATGTAGCAAGATTGCTTTCC y F11-914B 
TGGGCATACATCTAGTTAGG); y en el exón 6 del gen CYP4V2: c.775C>A, 
p.Gln259Lys, SNP rs13146272, mediante PCR-MseI-RFLP (primers CYP4V2-A 
AGAAGTGCTCAAGAAATACAC y CYP4V2-B GACATAGGCTCCATAGTCC) 
(Fig.1). 



  

 
 

Figura 1. Abordaje de genotipado de SNPs. Análisis por elecroforesis en gel de los SNPs en F2 
(rs1799963), F5 (rs6025), F11 (rs3756008 y rs2036914) y en CYP4V2 (rs13146272) por PCR-
RFLP y esquema de restricción por alelos. En cada caso se encuentra subrayado el alelo asociado 
a riesgo trombofilico. 

 

Las pruebas de hipótesis estadísticas sobre tablas de contingencia, incluyeron Chi-
cuadrado con la corrección de Yates y Fisher-exacto (GraphPad Prism 5.0). Se calcularon 
los odds ratio OR, asociados a cada alelo del sistema bialélico con intervalo de confianza 
95% para el análisis de la mitigación de los síntomas de sangrado y su posible asociación 
con el desarrollo de INH en poblaciones estratificadas por genotipo del F8 (i.e, Inv22) y 
edad del paciente (i.e. <12, 12-34 y >34 años). 

 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 
En el presente estudio se determinó el genotipo de los SNPs en F2 rs1799963 (número 
de pacientes estudiados=150), en F5 rs6025 (n=150), en F11 rs3756008 (n=79) y 
rs2036914 (n=71), y en CYP4V2 rs13146272 (n=76) de pacientes con HA severa y la 
Inv22, de los que se recabó información de estatus de inhibidor, edad de inicio de 
tratamiento, días de exposición a los concentrados de FVIII (ED, exposure days), edad 
del paciente al momento de recabar la información, tratamiento intensivo, etc. (Tabla 1). 

A excepción del SNP rs2036914 en F11, que ha sido retirado del análisis, el resto de los 
SNPs estudiados, mostró una distribución de los genotipos consistente con los 
pronosticados por el equilibrio de Hardy-Weinberg. 

 

 

 



  

Genotipo 

Análisis [OR(IC95%)/P]¶ 
Edad de 
inicio de 

tratamiento 
ED§ Tratamiento 

intensivo  
Riesgo de 
Inhibidor 

F2:c.*97G>A (rs1799963) (n=150) 

[G/G]=147 [G/A]=3 [A/A]=0 1,4(0,1-16) 
1,0000 

4,5(0,4-51) 
0,2353 

0,9(0,08-10) 
1,0000 

2,8(0,3-31) 
0,5743 

F5:c.1601G>A, p.Arg534Gln (rs6025) (n=150) 

[G/G]=147 [G/A]=3 [A/A]=0 
0,7(0,04-11) 
1,0000 

0,4(0,02-
9,0) 
1,0000 

1,8(0,1-29) 
1,0000 

0,2(0,01-
3,8) 
0,2668 

F11:c.-2066A>T (rs3756008) (n=79) 

[A/A]=38 [A/T]=34 [T/T]=7 
1,1(0,6-2,2) 
0,8626 

0,4(0,2-1,1) 
0,1192 

1,2(0,6-2,4) 
0,7106 

0,8(0,4-1,5) 
0,4934 

F11: c.56-282T>C, SNP rs2036914 (n=71) 

[T/T]=28 [T/C]=23 [C/C]=20 __ 
 

__ 
 

__ 
 

__ 
 

CYP4V2:c.775C>A, p.Gln259Lys (rs13146272) (n=76) 

[C/C]=26 [C/A]=30 [A/A]=20 1,0(0,5-1,8) 
1,0000 

4,3(1,6-11) 
0,0025** 

0,8(0,4-1,5) 
0,4913 

2,4(1,2-4,5) 
0,0144* 

 
Tabla 1. Análisis estadístico del efecto del SNP sobre diferentes variables.  
¶ Análisis asociado a cada alelo del sistema bialélico. OR (Odd ratio) con intervalo de confianza 
del 95% (IC95%) y valor de P del test exacto de Fisher (* indica significativo P<0,05; ** indica 
altamente significativo P<0.01). 
§ ED: Días de exposición al FVIII terapéutico, cálculos realizados sobre el estrato etario de 12 a 
34 años, y a un consumo <50ED/>50ED. 

 

Todos los SNPs estudiados mostraron frecuencias del alelo menor (MAF) similar a las 
observadas en las bases internacionales (GnomAD, 1000 Genomes, etc). En concordancia 
con dichas frecuencias, los SNP en F2 (rs1799963) y F5 (rs6025) sólo se detectaron en 
tres pacientes en heterocigosis (Tabla 1).  

Según el análisis realizado, en nuestra población, los SNPs estudiados no parecen haber 
influenciado la edad en la que los pacientes necesitaron usar factor terapéutico por 
primera vez. Sin embargo, el análisis de la variable clínica “días de exposición al FVIII”, 
realizado sobre los tres estratos etarios, <12 años, de 12 a 34 y > a 34 años, y con corte 
de días de exposición en 50 y 100, sólo mostró resultados significativos en el consumo 
de concentrados de FVIII, <50 ED vs >50 ED, en el estrato de 12 a 34 años, donde 
observamos que la presencia del alelo [C] del SNP en CYP4V2 (rs13146272) se asoció a 
una reducción muy significativa de más de 4 veces en el consumo del FVIII terapéutico 
recibido por paciente [OR 4,26(1,62-11,2); P=0,0025**] (Fig.2A).  

Asimismo, el mismo SNP en CYP4V2 mostró un incremento significativo de riesgo a 
desarrollar inhibidor asociado al alelo [C] con un OR de 2,365 (1,23-4,54) (P=0,0144*) 
(Fig.2B), mientras que el riesgo de desarrollo de inhibidor asociado al SNP en F2 mostró 
una tendencia no significativa de riesgo de inhibidor coincidente con lo reportado en la 
literatura [13], sin embargo, como el n es pequeño se asume un resultado incidental sin 
estadística establecida.  



  

 

 
 

 

Figura 2. A: Análisis de variables clínicas relacionadas a la expresión de severidad clínica. 
Consumo de concentrados de FVIII (<50ED vs >50ED) asociado a SNPs en F2, F5, F11 y 
CYP4V2 en el estrato Inv22 en el estrato etario 12-34 años. B: Análisis del riesgo de desarrollo 
de inhibidor asociado a los mismos SNPs. Se graficaron los OR con IC90% para cada SNP. Ho: 
Hipótesis nula, la presencia de uno u otro alelo no afecta las variables. Las columnas de la derecha 
muestran el número total de genotipos o alelos (n), y la diferencia de porcentajes del factor 
estudiado en cada caso (ej. [A] menos [G]) (Δ%), los valores OR IC95%, y el valor P del test 
exacto de Fisher (* indica significativo P<0,05; ** indica altamente significativo P<0.01). #indica 
Alelo asociado a riesgo protrombótico. 

 

Diversos reportes indican que CYP4V2, ubicado cercano a genes que participan en la 
coagulación (F11, KLKB1), está asociado con la enfermedad de distrofia corneal y al 
metabolismo de los lípidos [26-27]. La asociación entre la variante en CYP4V2 y DVT 
fue reportada en varios estudios [17-28], relacionada a mayores niveles de factor XI. Sin 
embargo, en nuestra población, observamos que el alelo [C] en lugar del esperado (los 



  

reportes indican al alelo [A] como de riesgo para DVT), confiere una morigeración en el 
fenotipo clínico, reflejado como una disminución en el consumo de FVIII, en el estrato 
etario 12-34 años, que junto a la asociación hallada en relación al riesgo de desarrollo de 
inhibidor, no descripta previamente, indican la importancia de realizar estudios 
población-específicos y reafirman la hipótesis de origen multifactorial [29] tanto del 
desarrollo de inhibidor como de la severidad del fenotipo clínico en nuestra población. 

Idealmente, este estudio de asociación hubiera sido interesante realizarlo considerando el 
consumo anual de FVIII, o en su defecto, observar un efecto significativo sobre la edad 
de inicio del tratamiento (dato más certero en la perspectiva de nuestro estudio), es por 
eso que si bien observamos diferencias significativas asociadas al número de 
exposiciones debemos ser prudentes con lo observado.  

En consecuencia, seguiremos trabajando en la hipótesis del origen multifactorial 
integrando factores genéticos modificadores del fenotipo hemofílico de significación 
regional, con el objeto de proveer de información valiosa y temprana al médico 
hematólogo para tomar las mejores decisiones terapéuticas que puedan ofrecerse y el 
asesoramiento genético en cada caso específico, optimizando así los recursos (siempre 
limitados) de nuestro sistema de salud local. 

 
 
CONCLUSIONES 

 

Nuestros resultados relativos a las diferencias en las frecuencias de CYP4V2:c.775C>A 
en pacientes con HA-severa son compatibles con la hipótesis del origen multifactorial 
tanto del desarrollo de inhibidor como de la severidad del fenotipo clínico en nuestra 
población. 
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RESUMEN 

 

La síntesis de novo de colesterol y su enzima limitante, hidroximetilglutaril-coenzima 
A reductasa (HMGCR), es crítica para la regulación de la proliferación y la 
supervivencia celular en cáncer. El objetivo general del presente trabajo es estudiar el 
papel de la vía del colesterol en la adquisición de propiedades de células madre en 
modelos de cáncer de mama (CM). Con ese propósito, se desarrolló un modelo de 
sobreexpresión de HMGCR en la línea celular MCF-7 utilizando un sistema CRISPR 
activador (CRISPRon). La generación de dicho sistema comprendió las siguientes 
etapas: 1-diseño y síntesis de las sondas (sgRNAs); 2-clonación de las sondas; 3- 
transformación de bacterias con los plásmidos clonados; 4-verificación de dichas 
construcciones por secuenciación; 5-transfección de líneas celulares; 6-caracterización 
del sistema. La expresión de HMGCR aumentó significativamente en las células 
MCF-7/CR en comparación al control de transfección (MCF-7/TC), tanto a nivel 
transcripcional como proteico, y se observan niveles similares a los detectados en otros 
modelos de células madre (normales y tumorales). El fenotipo HMGCRon se asoció a 
un incremento de los niveles de los marcadores de pluripotencia Nanog y Sox2, un 

aumento en la población CD44+/CD24- y CD133+ y un aumento en la frecuencia 
de formación de mamoesferas, características asociadas a células madre tumorales 
(CMTs) en CM. A continuación, se evaluó la viabilidad de estas células en respuesta al 
tratamiento con simvastatina (SIM) y lovastatina (Lova). Se encontró que las células 
MCF-7/CR muestran mayor sensibilidad a SIM que la línea control MCF-7/TC. Estos 
datos sugieren que la expresión de HMGCR está asociada a características de CMTs y 
determina, al menos en parte, la sensibilidad a estatinas, sentando las bases para 
estudios posteriores orientados a una terapéutica anti-colesterol específica para el 
compartimiento de células madre en CM. 

 
 

ABSTRACT 

 
The de novo synthesis of cholesterol, and its rate-limiting enzyme, 
hydroxymethylglutharyl- coenzyme A reductase (HMGCR), is deregulated in tumors 
and critical for tumor cell survival and proliferation. However, the role of HMGCR in 



 

 

the induction and maintenance of stemness in both transformed and non-transformed 
cells is still unclear. With the purpose of endogenously increasing HMGCR 
expression levels, we took advantage of the system CRISPR/on, which includes small 
guide RNA (sgRNA) expression vectors (pSPgRNA) and the plasmid carrying the 
sequence for dCas9-VP160. Briefly, these steps were followed for the development of 
an HMGCRon system: 1-sgRNAs design and synthesis; 2-sgRNAs cloning; 3-
bacteria transformation with the constructs carrying the sgRNAs; 4-validation of the 
constructs by sequencing; 5-transfection of the cell line MCF-7; 6-characterization of 
the system. The CRISPRon system significantly increased HMGCR total levels in 
MCF-7 cells (MCF-7/CR) when compared to transfection controls (MCF-7/TC), and 
were similar to those observed in other stem cell lines, both transformed and non-
transformed. Additionally, the induction of an HMGCRon phenotype increased the 
levels of pluripotency markers Nanog and Sox2 and cancer stem cell traits such as the 

CD44+/CD24low/- and the CD133+ populations, as well as the formation of 
mammospheres. Next, we assessed the sensitivity of these cells to the statins 
simvastatin (SIM) and lovastatin (LOVA) and found that the induction of an 
HMGCRon phenotype in MCF-7 cells increased the sensitivity to SIM. Altogether, 
these data suggest that expression of HMGCR is associated with stem cell traits in 
breast cancer (BC) and determines, at least in part, sensitivity to statins, encouraging 
further studies of the use of anti- cholesterol drugs as therapies to target the stem 
compartment of the tumor. 

 
 
INTRODUCCIÓN 

 
Células Madre Tumorales 

 
Según el modelo de Células Madre Tumorales (CMTs), el crecimiento del tumor, al 
igual que el desarrollo normal de cualquier tejido, depende exclusivamente de pocas 
células que componen el compartimiento de células madre. Por lo tanto, la mayoría de 
las células del tumor no poseen la capacidad de autorrenovación y por consiguiente no 
contribuyen a la perpetuación del mismo. En este modelo, la heterogeneidad tumoral 
surge exclusivamente de la diferenciación aberrante de las CMTs (1) (2). 

Se considera que las CMTs tienen las mismas propiedades que las células madre 
normales: autorrenovación, resistencia a químicos, pueden permanecer en quiescencia 
por períodos largos de tiempo y son capaces de colonizar otras partes del cuerpo (3). 
Por lo tanto, este modelo parece explicar la resistencia a las terapias convencionales, 
recurrencia del tumor e incluso la metástasis (4). Sin embargo, este concepto “clásico o 
estático” conlleva la presunción de que la población de CMTs se mantiene estable e 
invariable a lo largo del tiempo y que el “estado de CMT” no puede ser adquirido por 
una célula tumoral diferenciada. Por el contrario, estudios recientes sugieren que el 
fenotipo de las CMTs es fluido y puede  ser regulado (4). En  el desarrollo  normal, la 
plasticidad fenotípica de las células se encuentra altamente regulada. Por otro lado, 
las células tumorales diferenciadas son capaces de reactivar esta propiedad y adquirir 
un fenotipo de CMT. Las CMTs pueden cambiar de un estado CMT a uno no-CMT de 
manera reversible, dependiente de estímulos endógenos y exógenos, como por ejemplo 
cambios en el metabolismo celular (5). A este modelo se lo conoce como “Modelo 
dinámico de CMTs”. 



 

 

Al-Hajj y colaboradores demostraron por primera vez la existencia de las CMTs en 

CM, al identificar que tan sólo 100 células CD44+/CD24-/low eran capaces de 
formar tumores en ratones inmunosuprimidos, mientras que células con otros fenotipos 
eran incapaces de hacerlo. Los tumores generados en los ratones presentaban las 
mismas características del tumor del paciente del cual las células fueron aisladas, y 
además, podían ser pasados serialmente, demostrando su capacidad de autorrenovación 
(6). A pesar de la falta de consenso en cuanto al fenotipo y frecuencia de las CMTs en 
la mayoría de los tumores sólidos, en  los años siguientes a esta publicación, la 
evidencia apoyando la existencia de CMTs en este tipo de tumores fue ampliándose 
para incluir cerebro, colon, cuello y cabeza, páncreas, pulmón, melanoma y tumores 
mesenquimales y hepáticos (7) (8). 

Las CMTs en mama pueden ser identificadas y aisladas por diferentes metodologías, 
incluyendo citometría de flujo para marcadores de superficie específicos, como CD44, 
CD24 y CD133, formación de mamoesferas en suspensión y actividad de la enzima 
aldehído deshidrogenasa (ensayo ALDEFLUOR) (9) (10) (11). 

Además, algunos estudios han implicado a la transición epitelio-mesenquimal (EMT, 
Epithelial- Mesenchymal Transition) y a la transición mesenquimal-epitelial (MET, 
Mesenchymal- Epithelial Transition) en la generación de estados de CMTs. Estos 
trabajos identifican una subpoblación dentro del grupo de las CMTs que presenta 
características del tipo mesenquimal, potencial invasivo y se caracteriza por la 

expresión de los marcadores CD44+/ CD24-. Por otro lado, existe una subpoblación 
proliferativa de CMTs con marcación positiva para ALDH y que se asemejan a un tipo 
más epitelial. Cabe destacar que, debido a la plasticidad fenotípica, estas células son 
capaces de hacer la transición entre estos estados de CMTs, en línea con el modelo 
dinámico (12). 

Por otro lado, algunos de los factores utilizados en la generación de células madre con 
pluripotencia inducida (iPSCs) mediante la reprogramación celular, se han encontrado 
sobreexpresados en tumores agresivos y pobremente diferenciados, sugiriendo que 
algún tipo de desdiferenciación ocurre durante la formación del tumor (13) (14). Dos 
de estos factores (Myc y Klf4) son conocidos oncogenes, lo que resalta aún más el 
paralelismo entre estos dos procesos 

(15) (16). Otros ensayos han sugerido que Sox2 está involucrado en la invasión y 
metástasis en muestras de neoplasia intraepitelial pancreática y en la carcinogénesis 
gástrica y de próstata. La expresión de Sox2 se ha observado en un alto número de 
carcinomas del tipo basal-like, vinculándolo a un fenotipo menos diferenciado y por 
otro lado, se ha propuesto que la reactivación de Sox2 representa un estadio 
temprano en la iniciación tumoral (17). Oct4 se ha propuesto como marcador de 
tumores de líneas germinales y su expresión en células somáticas adultas resulta en 
falta de diferenciación, generando crecimiento displásico en tejidos epiteliales (18) La 
expresión de Nanog se ha asociado a peor pronóstico en carcinoma oral escamoso, y 
su expresión junto con Oct4 también lo es en carcinoma nasofaríngeo (19). 

 
Vía del mevalonato y HMGCR en cancer 

 
La reactivación de la síntesis de novo de lípidos, y en particular de colesterol, en 
tumores es un proceso que ha ganado importancia en los últimos años (20). La vía del 
mevalonato (MVA) es una vía anabólica esencial en las células, que utiliza acetil-CoA 



 

 

para producir esteroles e isoprenoides (21). Uno de los productos finales de esta vía 
es el colesterol, componente fundamental de las membranas celulares en vertebrados. 
Además, el colesterol es el precursor de múltiples biomoléculas de importancia 
biológica, como el ácido bílico, las hormonas esteroideas y los oxiesteroles   (22). Por 
otro lado, el colesterol es fundamental para la biogénesis de las balsas lipídicas 
(lipid rafts), ensamblados de lípidos y proteínas presentes en las membranas 
celulares, que están involucrados en el tráfico celular, transducción de señales y 
polarización celular. Esta vía también sintetiza dolicol y ubiquinona, moléculas 
involucradas en la glicosilación de proteínas, en el transporte de electrones en la 
mitocondria, y que cumplen funciones antioxidantes (23). Por otro lado, algunos 
isoprenoides sintetizados en esta vía son esenciales para la isoprenilación de 
proteínas, una modificación postraduccional fundamental para cientos de proteínas de 
señalización que sirve para anclarlas en las membranas celulares, permitiendo su 
correcta localización y función (22) (23). 

Datos clínicos y experimentales sugieren que la hipercolesterolemia podría ser un 
factor de riesgo importante en algunos tipos de cánceres, como próstata y CM (24). Por 
otro lado, cambios en el metabolismo del colesterol se han relacionado con el 
desarrollo del cáncer (25) (26). Particularmente, se ha reportado que enzimas como 
HMGCR, FDPS, GGPPS, FDFT1 y SQLE están sobreexpresadas en diversos tipos 
tumores, incluyendo melanoma, glioblastoma, pulmón, colorrectal, próstata, ovario y 
CM. En general, se ha relacionado a la sobreactivación de esta vía metabólica con 
menor sobrevida libre de enfermedad, peor pronóstico o recurrencia más temprana 
(23). Considerando el riesgo de desarrollo de cáncer o recurrencia en pacientes con 
obesidad o síndrome metabólico, se ha establecido una conexión entre la alteración 
del metabolismo lipídico y la tumorigénesis. Particularmente, los cambios en  el 
metabolismo  del colesterol observados en células tumorales incluyen no sólo la 
desregulación de la síntesis, sino que también alteraciones en la captación y/o 
eliminación. Tanto el colesterol como elevados niveles de uno de sus receptores 
(LDLR) se consideran factores de riesgo, promotores del crecimiento tumoral y se 
asocian a peor pronóstico en cáncer de próstata, cerebro, colorrectal y CM (23). Es 
más, uno de los derivados del colesterol, el 27-hidroxicolesterol (27-HC), funciona 
como un modulador selectivo del receptor de estrógeno (ER) en tumores de CM ER+, 
al estimular el crecimiento tumoral y metástasis pulmonar en modelos preclínicos (27). 

 
Estatinas y cancer 

 
La disminución de la biosíntesis derivada de la vía del MVA podría resultar un 
interesante blanco terapéutico contra el cáncer. La inhibición de la enzima limitante 
de esta vía, HMGCR, se puede producir con unas drogas denominadas estatinas (28). 
Los efectos antitumorales de las estatinas incluyen activación de la apoptosis y 
arresto del ciclo celular, inhibición de la proliferación, invasión y formación de 
colonias, supresión del crecimiento tumoral, angiogénesis y metástasis en diversos 
tipos de tumores como  glioblastoma, melanona, carcinoma de células escamosas, 
cáncer de próstata, gástrico, pancreático, colorrectal, de ovario y CM. Los efectos 
citotóxicos se detectan principalmente en células tumorales, mientras que las 
estatinas tienen escasa o nula toxicidad en células normales (23). 

Evidencia preclínica, clínica y epidemiológica ha reportado que las estatinas impiden 
la proliferación, aumentan la apoptosis y reducen el riesgo de recurrencia en CM 
(28). Estudios en CM han reportado una disminución significativa en el riesgo de 



 

 

recurrencia mediado por estatinas lipofílicas, más no así en estatinas hidrofílicas (29). 
La prescripción de estatinas antes y después del  diagnóstico está asociada a 
disminución de la recurrencia en CM y a mayor sobrevida. La administración de dosis 
altas de atorvastatina y fluvastatina, previamente a la cirugía en pacientes con CM 
invasivo en estadios tempranos, indujo una disminución de la proliferación y aumento 
de apoptosis en los tumores. Un meta-análisis de 41 estudios que incluyeron en total 
más de un millón de participantes, demostró que el uso de estatinas pre y post-
diagnóstico está asociado a mejor sobrevida total y sobrevida libre de enfermedad  
(30). Por lo tanto, los efectos clínicos individuales de las estatinas pueden depender 
de sus propiedades químicas, del tiempo de administración, del tipo o estadio del 
tumor o de otras características del paciente como edad, comorbilidad y niveles de 
lípidos, entre otros (23). 

 
Fenotipo colesterogénico y células madre tumorales 

 
A pesar de la vasta información disponible de la vía del MVA en el desarrollo del cáncer 
y de las estatinas como posibles agentes preventivos y/o terapéuticos, poco se conoce 
acerca de su influencia específica en la población de las CMTs. 

En este contexto, algunos estudios han aportado evidencia sobre el rol esencial de la 
vía del MVA en la regulación de la población de CMTs. Por un lado, Sharon y 
colaboradores demostraron que la vía del MVA se encontraba sobreactivada en CMTs 
de colon, al comparar cambios en los perfiles de expresión de las células crecidas en 
monocapa con respecto a tumoroesferas (31). Con un enfoque similar, Ginestier y 
colaboradores demostraron la sobreexpresión de genes de la vía del MVA en 
mamoesferas derivadas de líneas celulares triple negativas en CM. Más aún, luego de 
un tratamiento con simvastatina, estas líneas presentaron menor proporción de CMTs, y 
la adición de mevalonato era capaz de restituir esta población celular (32). Fiorillo y 
colaboradores encontraron sobrexpresión en  genes  de la vía del MVA al crecer como  
tumoroesferas  líneas celulares luminales de CM y que derivados naturales de una 
fruta (bergamota) eran capaces de eliminar la población de CMTs, al inhibir a 
HMGCR de una manera similar a como lo hacen las estatinas (33). 

También se ha demostrado que el tratamiento con lovastatina inhibe propiedades de 
CMTs en carcinoma nasofaringeo al inducir apoptosis y arresto del ciclo celular. 
Además, el tratamiento con lovastatina aumentó la sensibilidad de las CMTs hacia la 
quimioterapia (34). En CM, se aisló la población de CMTs en una línea luminal y 
se encontró una mayor apoptosis que en la línea parental luego de un tratamiento 
con simvastatina (35), y por otro lado se comprobó que el tratamiento con 
lovastatina dismminuyó la población de CMTs en líneas triple negativas. La reversión 
de estos efectos con la adición de mevalonato sugieren que los efectos anti-CMT de la 
lovastatina podrían atribuirse, al menos en parte, a la inhibición de HMGCR (36). 

Por otro lado, se encontró que líneas celulares de CM resistentes a drogas estaban 
enriquecidas en CMTs, generando en consecuencia tumores más agresivos, y que el 
tratamiento con simvastatina era capaz de eliminarlas específicamente (37). Uno de 
los tratamientos estándares en osteosarcoma es el uso de adriamicina. Estudios 
recientes han reportado que esta droga   induce   propiedades  de  CMT   y   promueve  
el   potencial   metastásico   en  células  de osteosarcoma al activar el oncogen KLF4. 
Interesantemente, el tratamiento con estatinas induce la pérdida de las propiedades de 
CMTs vía inhibición de KLF4 (38). 



 

 

Rennó y colaboradores demostraron los efectos inhibitorios de simvastatina sobre las 
CMTs en un modelo in vivo de carcinogénesis mamaria. Especificamente, encontraron 
que el tratamiento con esta droga, una vez que el tumor ya se ha establecido, inhibe el 
crecimiento tumoral, modula la heterogeneidad morfológica y disminuye la expresión 
de características asociadas a CMTs en mama (39). 

En resumen, estos resultados indican, por un lado, que la vía del MVA está 
involucrada en la generación y mantenimiento de estados de CMTs en distintos 
tumores y por otro, que las estatinas podrían utilizarse para la eliminación selectiva de 
esta subpoblación. Por lo tanto, estas drogas podrían utilizarse como adyuvantes en 
terapias convencionales. 

 
Relevancia del Proyecto 

 
Las CMTs se definen por su habilidad para autorrenovarse y recapitular la 
heterogeneidad completa del tumor en cultivo y en xenoinjertos. Son altamente 
tumorigénicas y se las implica directamente en la resistencia a quimioterapia y 
radioterapia, lo que les confiere una gran importancia como dianas terapéuticas 
potenciales en cáncer, y en particular en CM. Dada la baja frecuencia e inestabilidad 
in vivo de las CMTs, hay un  interés creciente en la generación  de modelos de CMTs 
in vitro, ya que podrían utilizarse para recrear el proceso de transformación 
oncogénica y los estadios tempranos del desarrollo tumoral. Esto proveería herramientas 
de valor para estudiar los mecanismos regulatorios involucrados en  la obtención  y 
mantenimiento  de estados CMTs y proveer plataformas para el desarrollo de drogas 
específicas (19). En este contexto, en el presente trabajo se propone el uso de distintas 
estrategias para modelar in vitro estados de CMT en CM con el fin de dilucidar el rol 
de la enzima HMGCR durante este proceso. 

 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Sistema CRISPR/Cas9 

 

CRISPR/Cas9 es un sistema inmune adaptativo presente en bacterias y Archaeas que las 
protegen de infecciones virales (40). El término CRISPR hace referencia a loci 
presentes en los genomas de estos microorganismos, que contienen secuencias con 
repeticiones palindrómicas  cortas, separadas por un “DNA espaciador” proveniente de 
exposiciones previas a un virus. Los genes Cas (CRISPR-associated system) codifican 
para las nucleasas encargadas de cortar los elementos génicos exógenos, reconocidos 
por las secuencias espaciadoras (40) (41). Este sistema ha sido adaptado para su uso 
en el laboratorio como método de edición génica. En este proyecto se utilizó una 
modificación del sistema original conocido como “CRISPRon”, que consiste en un 
sistema activador de la transcripción con dos componentes. Uno de ellos es una 
proteína Cas9 fusionada a un dominio activador (VP160), cuya unión a la secuencia 
blanco se basa en la complementariedad de bases. Esta proteína presenta mutaciones 
que la inhabilitan para cortar el DNA pero que aún es capaz de dirigirse hacia la zona 
blanco, guiada por el segundo componente del sistema, los RNA guías. En el sistema 
CRISPRon, los RNA guías son diseñados para dirigir a la Cas9 al promotor del gen 



 

 

de interés (42) (43). 

 

Plásmidos 

 
Se utilizó un sistema CRISPR-Cas9 para  activar  el gen  HMGCR humano. Este 
sistema está compuesto por un plásmido guía (pSPgRNA, Addgene # 47108), en el 
cual se clonó la secuencia de interés y un plásmido efector que codifica para la 
nucleasa Cas9 inactivada, junto con un dominio activador (pAC94-pmax-dCas9-
VP160-2A-puro, Addgene # 48226). Ambos plásmidos fueron cedidos por el Dr. 
Federico Pereyra Bonnet del Instituto de Ciencias Básicas y Medicina Experimental 
del Hospital Italiano (ICBME). 

 
Transformación de bacterias, purificación y verificación del DNA plasmídico 

 
Se transformaron bacterias competentes de la cepa DH5α de Escherichia coli con los 
plásmidos utilizados en este trabajo. En todos los casos, se realizó la transformación 
mediante shock térmico. Para ello, se incubó 1 µg del plásmido en 100 µL de bacterias 
competentes de la cepa mencionada por 30 minutos en hielo, seguido de 90 
segundos a 42°C y 5 minutos en hielo nuevamente. Después, se agregaron 800 µL 
de medio Luria Bertani (LB) sin antibiótico y se incubó por 45 minutos a 37°C. 
Luego de una centrifugación de 5 minutos a 1.000 rpm para concentrar  las bacterias, 
las mismas fueron sembradas en placas de Petri con LB y el antibiótico correspondiente 
(kanamicina 30 µg/mL para el plásmido activador y ampicilina 100 µg/mL para el 
plásmido guía). Las placas fueron incubadas overnight (ON) en estufa a 37°C. Al día 
siguiente, se seleccionó una colonia y se la sembró en 3 mL LB líquido con antibiótico 
y se incubó nuevamente ON a 37°C. Este cultivo líquido se utilizó para obtener un 
stock de glicerol y para inocular un volumen mayor de medio (30 mL) con 
antibiótico que permitió amplificar el cultivo de bacterias transformadas. Se realizó 
una “midiprep” utilizando un kit de Quiagen (Quiagen Plasmid Midi Kit, cat #12143, 
Thremo) para lisar las bacterias transformadas y purificar el DNA de los plásmidos 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, se verificaron los plásmidos por 
digestión enzimática. 

 
Generación del Plásmido Guía del sistema CRISPR 

 

Diseño y síntesis de sondas: Se utilizó una herramienta online gratuita disponible en la 
página http://crispr.mit.edu para seleccionar cinco sondas con homología a la región 
proximal del promotor del gen HMGCR humano. Las sondas fueron sintetizadas por 
Genbiotech. Clonación de sondas: Se utilizó el protocolo de clonación de sondas del 
laboratorio del Dr. Zhang, disponible en la página http://www.genome-
engineering.org/crispr/. Brevemente, se fosforilaron e hibridizaron cada par de sondas 
utilizando la enzima T4 PNK (cat # M0201S, NEB) a 37°C por 30 min y luego a 95°C 
por 5 min, seguido de una disminución progresiva de 5°C cada 5 min hasta llegar a los 
25°C. Por otro lado, por cada clonado a realizar, se digirió 1 ug de plásmido guía con 
la enzima BbsI (cat # ER1011, Thermo) a 37°C ON, la cual posee dos sitios de corte 
en la secuencia de interés (Figura 1). Luego, se agregó 1 µL de FastAP (cat # EF0654, 
Thermo) y se incubó 15 min a 37°C, seguida de una inactivación de 5 min a 75°C. 



 

 

Posteriormente, se sembraron las muestras en un gel de agarosa al 1% (P/V) con 
bromuro de etidio y se realizó una corrida electroforética con buffer TAE (Tris- 
Acetato 40 mM pH = 8; EDTA 1 mM) a 80 V durante 90 minutos. Se purificaron las 
bandas del gel utilizando un kit comercial (Illustra GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit, cat # 209034-70, GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Finalmente, se realizó la ligación del plásmido guía digerido con los 
dúplex de oligonucleótidos fosforilados e hibridados utilizando la enzima T4 Ligasa 
(cat # EL0014, Thermo) durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de una 
incubación de 1 hora a 4°C. Transformación  de bacterias  y purificación  de los 
plásmidos: Se transformaron bacterias competentes de la cepa DH5α con el plásmido 
guía clonado con cada par de sondas mediante la técnica de shock térmico y se extrajo 
el DNA plasmídico como se describió previamente. Verificación por secuenciación: Se 
seleccionaron dos colonias de bacterias transformadas con cada par de sondas clonadas, 
para secuenciar utilizando los servicios de Macrogen. Con los programas informáticos 
FinchTV y MEGA se determinó la presencia y la orientación del inserto en los clones 
evaluados. 

 

 

Figura 1: Fragmento de la secuencia del plásmido guía donde se realiza la digestión 
enzimática con BbsI. Los sitios de corte se resaltan con triángulos rojos. Tomado de 
Genome Engineering Toolbox, Zhang Lab. 

 
Cultivo cellular 
 

Se utilizó la línea celular derivada de CM MCF-7, la línea comercial de células 
madre embrionarias WA-09, obtenidas del WiCell (Wisconsin, USA) por el LIAN 
del Instituto Fleni, y la línea de células madre con pluripotencia inducida (Induced 
Pluripotent Stem Cells, iPSCs) FN2.1, esta última, generada y caracterizada en dicho 
laboratorio (44). El panel de CMTs derivadas de gliomas humanos utilizado en este 
trabajo fue obtenido y caracterizado por el Dr. Videla- Richardson en el Instituto Fleni 
(45). Se utilizaron frascos de cultivo (T25 y T75), placas de cultivo de Petri (p35, p60 
y p100) y placas multipocillo (p96, p24, p12 y p6) de las marcas Corning 
(Corning, NY, EEUU.) y JetBiofil (Guangdong, China). Todas las líneas se 
mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C en atmósfera de CO2  5%. Los medios de 
cultivo y suplementos utilizados para cada línea celular se detallan en la Tabla 1. 

 

 
Tabla 1: Composición de los medios de cultivo utilizados para cada línea celular 



 

 

(SFB, Suero Fetal Bovino). 

 
Transfección de líneas celulares con el sistema CRISPR 
 
Se partió de 350.000 células sembradas en placas de 6 pocillos (p6). 
Aproximadamente, al llegar a 80% de confluencia, se transfectaron las células con los 
plásmidos del sistema CRISPR. Se utilizó el reactivo de transfección FuGENE (cat 
#E2311, Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizó 
la relación recomendada 3:1 de reactivo de transfección con respecto a la cantidad de 
plásmido. Para los controles de transfección se utilizó 50% de plásmido activador y 
50% de plásmido guía vacío, es decir, sin las secuencias que codifican para las 
diferentes sondas. Para las células con inducción de la expresión de HMGCR se 
utilizó 50% de plásmido activador y 50% de plásmido guía clonado (10% 
correspondiente a cada par de sondas). Se colocaron los plásmidos y el FuGENE en 
tubos, los cuales fueron mezclados utilizando vórtex por 10 segundos e incubados a 
temperatura ambiente (T°amb) por 15 minutos. Luego, se colocaron 150 µL de esta 
mezcla en pocillos de p6, que ya tenían 3 mL de medio fresco. Las placas se incubaron 
en estufa hasta el momento de procesar las muestras. 

 

Extracción de RNA y Retrotranscripción (RT) 

 
Se partió de células sembradas en placas de 6 o 12 pocillos (p6 o p12). Se descartó el 
medio de las mismas, se agregaron 500 µL de Tri Reagent (cat # TR118, Genbiotech) y 
se utilizó una espátula para liberar el RNA. El homogeneizado se colocó en un tubo y 
luego de 5 minutos de incubación a temperatura ambiente, se agregaron 100 µL de 
cloroformo. Los tubos fueron agitados con vórtex por 15 segundos e incubados 3 
minutos a temperatura ambiente. Luego fueron centrifugados a 12.000 rpm por 15 
minutos a 4°C y la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo. Se agregaron 250 µL 
de isopropanol a cada tubo y se incubaron ON a -20°C. Luego, se realizó una 
centrifugación a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C para precipitar el RNA y se removió 
el sobrenadante. Se lavó el pellet de RNA resultante con 500 µL de etanol al 75% 
(V/V), seguido de una centrifugación de 5 minutos a 7.500 rpm. Este paso de lavado 
se realizó dos veces. Se procedió a secar los pellets en una placa térmica a 58°C por 
5 minutos y luego se resuspendió el RNA en agua a la misma temperatura por 10 
minutos. Finalmente, se cuantificó el RNA utilizando el equipo Nanodrop y se lo 
conservó  a -70°C. El DNAc se sintetizó  a partir del RNA total mediante 
retrotranscripción utilizando el kit Easy Script Reverse Transcriptase (cat # AE101, 
TransGen). Brevemente, en un tubo se colocó el RNA, 1 μL de Oligo(dT) y agua 
hasta llegar a un volumen final de 10,5 μL. Los tubos fueron incubados 5 minutos a 
65°C y luego 2 minutos en hielo. En otro tubo se preparó la Master Mix (MM) 
compuesta por dNTPs 2,5mM o 10mM (cat # AD101-01 y AD101-11, TransGen) y la 
enzima retrotranscriptasa con su respectivo buffer 5x. Posteriormente, se agregaron 9,5 
μL de la MM a cada tubo de muestra. Por último, se incubaron las reacciones por 
30 minutos a 42°C, seguido de una inactivación de 5 segundos a 85°C. En cada 
reacción se realizaron controles sin enzima, para corroborar que no haya amplificación 
genómica. El DNAc se conservó a -20°C. 

 

 



 

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) 

 
La medición de los niveles de RNAm se realizó por PCR en tiempo real con el equipo 
Step One Plus (Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando 
las mezclas comerciales PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (cat # A25742, 
Thermo) y TransStart® Green qPCR SuperMix (cat # AQ101, TransGen). A las 
mezclas se agregaron cebadores de interés (0,2-0,4 µM), muestra y agua en un volumen 
final de 20 μL. Los ensayos se realizaron por triplicado y se incluyeron en cada reacción 
controles negativos de PCR (controles de agua y de amplificación de DNA genómico). 
Los niveles de expresión de los transcriptos de los genes evaluados fueron 
estimados mediante el método de ΔΔCt, utilizando GAPDH o RPL7 como gen 
endógeno para la normalización. Se utilizaron muestras de referencia para la 
relativización en cada análisis. Las secuencias de cada par de cebadores utilizados se 
detallan en la Tabla 2. 

 

Tabla 2: Secuencias y temperatura de hibridación de los cebadores utilizados en este 
trabajo. 

 

Ensayos de formación de colonias en agar blando (Soft-agar assay) 

 
Se realizaron ensayos de formación de colonias en agar blando para estudiar el efecto 
de la sobreexpresión de HMGCR sobre la tumorigenicidad de la línea MCF-7. Esta 
técnica permite cuantificar la cantidad de células con la capacidad de crecer de forma 
independiente de anclaje, una característica particular de células cancerígenas. Se 
trataron  placas de 12 pocillos con  1 mL/pocillo de una solución de agarosa de bajo 
punto de fusión (low melting point, LMP) UltraPURE (cat # 5517UB, Gibco) al 2% 
(P/V) en DMEM-F12 completo. Las placas se dejaron solidificar 1 hora a T° amb. Las 
células fueron resuspendidas en medio completo con 1% de agarosa LMP y se 



 

 

sembraron 10.000 células en cada pocillo, previamente tratado con la solución de 
agarosa al 2%. Se incubaron a 37°C durante 1 hora y, luego, se agregó 1 mL de 
DMEM-F12 completo. Se dejaron incubando a 37°C, agregando  250 μL de medio  
completo  cada 2-3 días. En cada ensayo, se sembraron dos pocillos de cada línea. 
Luego de 30 días, las colonias formadas se fijaron y tiñeron con una solución de 
MeOH al 40% (V/V) y cristal violeta al 0,05% (P/V) en PBS durante 1 hora a - 20°C. 
Se visualizaron y tomaron fotografías en  cada pocillo  con  un microscopio  invertido  
de contraste de fase (Olympus CKX-41). 

 

Ensayos de viabilidad cellular 

 
Se realizaron ensayos de reducción de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4- sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) con el kit CellTiter 96® 
AQueous One Solution Cell Proliferation assay (cat # G3582, Promega), para 
estudiar la viabilidad celular en distintas condiciones. Las células se sembraron en 
placas de 96 pocillos (p96) en un volumen de 200 µL de medio. Cada línea se sembró 
por triplicado. Se incubaron a 37°C y al momento de realizarse los experimentos, se 
descartó el medio y se agregaron 50 μL de DMEM-F12 base fresco, por pocillo. 
Además se colocó este volumen de medio en tres pocillos vacíos, que se utilizaron 
como blancos de reacción. En oscuridad, se agregaron 10 μL de la solución de MTS a 
todos los pocillos. Las placas se incubaron en oscuridad a 37°C por 4 h, midiendo la 
absorbancia en lector de ELISA a 490 nm cada hora. Posteriormente, se calculó la 
viabilidad celular y se relativizó al control (100%). 

 

Ensayos de adhesión cellular 

 
Se sembraron 60.000 células por cada pocillo en placas p96 en un volumen de 200 µL 
de medio completo. Cada línea se sembró por triplicado. Se incubaron las placas a 
37°C y 5 %CO2 por 90 minutos. Luego se descartó el medio, se hicieron dos lavados 
con 100 μL de PBS/pocillo (PBS 1x) y se fijaron las células con 100 μL de metanol 
(MeOH) a T° ambiente por 10 minutos. Se descartó el MeOH y se lavaron los pocillos 
con 100 μL de PBS. Luego, se tiñeron con Cristal Violeta (CV) al 0,5% durante 10 
minutos a T° ambiente. Este paso, y los posteriores, se realizaron a su vez en tres 
pocillos vacíos y fueron utilizados como blancos de reacción. Se realizaron dos lavados 
con 100 μL de agua destilada para eliminar el exceso de colorante. Luego, se 
resuspendió el CV que se había incorporado a las células con 60 μL de solución de 
MeOH al 10% y ácido acético al 5% (V/V) en agua destilada. Finalmente, se midió 
la absorbancia en lector de ELISA a 620 nm y se calculó la adhesión celular, 
relativizando los datos al control (100%). 

 
Ensayos de migración celular (insertos) 

 
Se evaluó el efecto de la sobreexpresión de HMGCR sobre la capacidad migratoria de 
células MCF-7 utilizando insertos (cat # TCS003024, Biofil). Para  ello, se 
colocaron  500 μL de medio completo en cada pocillo de placas p24 y, posteriormente, 
se colocaron los insertos. A las 48 horas de realizarse la transfección con el sistema 
CRISPR, se sembraron 15.000 células resuspendidas en 200 µL de DMEM-F12 base 



 

 

en la parte superior del inserto. Las placas se incubaron a 37°C por 15 horas y, luego, 
se fijaron en MeOH por 10 minutos a T° ambiente. Posteriormente, se tiñeron con 
DAPI y se lavaron con agua destilada. Las células que no migraron (que se encontraban 
en la parte superior del inserto) fueron retiradas con un hisopo húmedo. Las 
membranas se dejaron secar y, luego, se tomaron imágenes con microscopio invertido 
de contraste de fase (Olympus CKX-41). Se contó la cantidad de células que migraron 
en cada línea y se relativizó a la línea control (100%). 

 
Extracción de proteínas y Western Blot 

 
Se utilizó la técnica de Western Blot (WB) para detectar y comparar los niveles de 
proteínas en los lisados de las líneas celulares del sistema CRISPR. Obtención de los 
lisados celulares: Se partió de células sembradas en placas p12, a las que se les 
descartó el medio y se agregaron 50 μL de buffer de lisis (Tris-HCl 60 mM pH 6,8 
y SDS al 1% (P/V) en H20d). Se utilizaron espátulas para liberar las proteínas. Se 
recuperaron los lisados en tubos tipo Eppendorf y se hirvieron por 3 minutos. 
Luego se agitaron las muestras por 20 seg y se hirvieron por 7 minutos nuevamente. Se 
centrifugaron los tubos a 13.000 rpm por 10 minutos y se pasaron los sobrenadantes 
a tubos nuevos. Las muestras se cuantificaron con nanodrop. Corrida electroforética, 
transferencia y detección: Se sembraron cantidades iguales de proteína total (60-80 μg), 
mezclada con el volumen correspondiente de buffer de carga 6X (Tris 0,5M, SDS 1 g, 
glicerol 3 mL, azul de bromofenol 1 g, β- mercaptoetanol 680 μL, pH = 6,7) en cada 
calle de geles desnaturalizantes SDS-PAGE (12%) de poliacrilamida (acrilamida cat # 
15512-023, Invitrogen; N,N´-metilenbisacrilamida cat # 15516-024, Invitrogen) 
(espesor 1,5 mm). Se sembró también un marcador de peso molecular (cat #161-0373,  
Bio-Rad) en cada gel. Las proteínas se separaron por electroforesis: inicialmente 30 
minutos a 60 V y luego 1:45 h a 100 V y se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa (cat # 10600002, Amersham) durante 1:45 h a 80 V. Las membranas 
fueron bloqueadas con seroalbúmina bovina (SAB, cat # 0055K, Sigma-Aldrich) en 
buffer Tris salino con Tween 20 (TBS-T 0,05%) por 1 hora y, luego, incubadas con 
los diferentes anticuerpos primarios overnight (ON) a 4°C con agitación. Luego, se 
lavaron las membranas y se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario 
acoplado a peroxidasa (HRP) durante 1:30 horas. Se lavaron 3 veces con TBS-T y se 
procedió a la detección. Los complejos con el anticuerpo se visualizaron usando 
quimioluminiscencia (ECL; GE Healthcare) con el equipo G:BOX (Syngene, UK). La 
intensidad de las bandas fue medida utilizando el programa informático especializado 
ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Se utilizó tubulina como control de carga. 
Anticuerpos y diluciones utilizadas: HMGCR (1/300, cat #sc-271595, Santa Cruz 
Biotechnology), tubulina (1/5000, cat # ab52623, Abcam), anti-rabbit-HRP 1/6000 
(cat # A0545, Sigma) y anti-mouse-HRP (1/4000, cat #A4416, Sigma). 

 
Generación y cuantificación de mamoesferas (ELDA) 

 
El ensayo de mamoesferas se realizó basado en modificaciones (8) del protocolo 
original de Dontu y col. (46). Con este propósito, se trataron placas de cultivo p6 y 
p96 con poli 2- hidroxietilmetacrilato (cat # P3932, Sigma) para evitar la adhesión 
celular. Por cada pocillo de placa p6, se sembraron 3.000 células/mL en 3 mL de 
medio de esferas completo, compuesto por DMEM/F12 enriquecido con 2% de B27, 



 

 

1% de glutamina, 0,1% de metilcelulosa, 20 ng EGF/µL (Factor de Crecimiento 
Epidérmico, EGF) y 20 ng bFGF/µL (Factor de Crecimiento de Fibroblastos básico, 
bFGF). Las células se dejaron crecer durante 7-10 días, agregando 0,5 mL de medio 
de esferas y factores de crecimiento cada 3-4 días. Para una cuantificación más precisa 
de las mamoesferas se utilizó una modificación del ensayo de dilución límite (Extreme 
Limiting Dilution Assay, ELDA), que permite calcular mediante análisis estadístico 
la frecuencia de formación de mamoesferas por número de células sembradas, 
asumiendo que se trata de esferoides clonales y no multicelulares (47). Para estos 
ensayos se  utilizaron placas p96 tratadas con poli-2- hidroxietilmetacrilato. Se 
sembraron 200 µL de suspensiones celulares con concentraciones decrecientes de 
células por cada pocillo (300, 100, 30 y 10 células). Luego se cultivaron las células por 
7-10 días y se contó en el microscopio la cantidad de eventos positivos, representados 
por la presencia de, al menos, una esfera en cada pocillo. Finalmente, se ingresó el 
número de células (Dose), la cantidad de pocillos ensayados en cada condición 
(Tested) y la cantidad de eventos positivos (Response) en la herramienta 
bioinformática disponible online en el Walter and Eliza Hall Institute of Medical 
Research Bioinformatics Division  (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda) para la 
cuantificación de unidades formadoras de esferas, es decir, para calcular la frecuencia 
de células madre o progenitoras en las líneas estudiadas (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Ensayo de ELDA. Se muestra el diseño de la placa p96 y los números de 
células sembradas. El análisis da como resultado la  frecuencia de células madre o 
progenitoras (1/stem cell frequency). 

 

Determinación de la población CD44+/CD24low/- y CD133+ por citometría de flujo 

 
Luego de la transfección de células MCF-7 con el sistema CRISPR/CAS9 para 
HMGCR y con los correspondientes controles, se colocaron 150.000 células en un tubo, 
se centrifugaron y se lavaron con PBS. Las células se volvieron a centrifugar, se 
descartó el sobrenadante y se resuspendieron en 500 μL de PBS. Se centrifugaron las 
muestras a 400 xg por 5 minutos a 4°C, se descartó el PBS y se resuspendieron las 
células en 20 μL de solución de bloqueo (suero de cabra al 10% en PBS) por 30 min a 
T° amb, en oscuridad. Luego, se agregaron 20μL de las diluciones correspondientes 
de anticuerpos y se incubaron los tubos durante otros 30 minutos en oscuridad, en 



 

 

hielo. Las diluciones utilizadas fueron: para CD44 (cat # 103012, Biolegend) 1/80 y 
para CD24 (cat # 311106, Biolegend) 1/100, en solución de bloqueo. Se centrifugaron 
las muestras a 400 xg por 5 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se fijaron las 
células con 100 μL de PFA al 4% por 30 minutos, en oscuridad. Luego de otra 
centrifugación a 400 xg por 5 minutos a 4°C se descartó el sobrenadante, se 
resuspendieron las células en 100 μL de PBS y se almacenaron a 4°C hasta la 

adquisición de los datos. Para la detección de la población CD133+ se centrifugaron las 
muestras a 300 xg por 10 minutos a 4°C, se descartó el PBS y se resuspendieron las 
células en 80 μL de buffer (EDTA 2 mM, BSA 0,5% en PBS). Se agregaron 2 μL de 
anticuerpo CD133 (cat # AC133, VioBright ™ 515) a cada tubo y se incubó por 10 
minutos a 4°C en oscuridad, quedando una dilución 1/50. Se agregaron 500 μL de 
buffer a cada tubo, se centrifugó a 300 xg por 10 minutos a 4°C y se descartó el 
sobrenadante. Se fijaron las células con 200 μL de PFA al 2% por 10 minutos a 4°C. 
Luego, se agregaron 500 μL de buffer a cada muestra, se centrifugó y se descartó 
el sobrenadante. Se resuspendieron las células en buffer. En todos los casos, se 
pasaron las muestras por el citómetro de flujo (BD FACScanto™ II). Se utilizaron los 
programas especializados FacsDiva y FlowJo para la adquisición y análisis de los 
datos, respectivamente. 

 
Estadística 

 
Se utilizó el programa informático especializado GraphPad Prism® versión 6 
(GraphPad Software Inc., CA) para realizar los análisis estadísticos. Los resultados se 
presentan como la media ± el error estándar de la media (EEM) del número de 
experimentos independientes indicados en cada caso. Los grupos experimentales se 
compararon utilizando los tests estadísticos no paramétricos  Mann-Whitney  o  
Kruskal-Wallis,  para  dos  o  más  grupos,  respectivamente.  La diferencia  
significativa  se  evaluó  utilizando  test  de  dos  colas.  Se  consideró  que  había  una 
diferencia significativa cuando el valor de p era menor a 0,05. 

 
 

RESULTADOS 

 
Diseño y síntesis de sondas 

 
Se utilizó la herramienta informática Genome Engineering Toolbox (MIT, Cambridge, 
MA) del laboratorio Zhang para diseñar sondas específicas para la región proximal 
del promotor del gen HMGCR humano. Este programa evalúa la homología entre 
cada sonda generada y la zona de interés, notificando el número de mismatches. 
Además, evalúa la posibilidad de que se produzcan apareamientos con otras regiones 
del genoma (off-target sites). Estos datos se informan con un número (score), de 
modo que el valor 100 representa la sonda con menor probabilidad de apareamiento no 
deseado. En la Figura 3.A pueden observarse los resultados obtenidos con esta 
herramienta, detallando las posibles sondas para la región de interés y los datos 
relevantes para su evaluación. Con esta información  se seleccionaron  cinco  sondas, 
también  denominadas RNAs guías (gRNAs) dirigidos al promotor del gen HMGCR 
humano. En esta figura también se detallan las secuencias de las cinco sondas elegidas 
y sintetizadas, y además se muestra un esquema representativo de las zonas blanco de 



 

 

cada sonda en el promotor de HMGCR (Figura R3.B). 
 

 

 

Figura 3: Sondas de la región proximal del promotor de HMGCR. A. Resultado 
obtenido con la herramienta Genome Engineering Toolbox del Zhang Lab, donde se 
detallan sondas posibles para la región de interés. B. Secuencias y Score de las 
cinco sondas elegidas y esquema representativo de las zonas blanco de una de ellas en 
el promotor del gen HMGCR humano. 



 

 

Clonación de las sondas en el plásmido guía y verificación por secuenciación 

 

Como se mencionó previamente, se utilizó el protocolo de clonación  recomendado 
por  el laboratorio del Dr. Zhang. Brevemente, se digirió enzimáticamente el plásmido 
guía utilizando la enzima BbsI y, luego de migrar en gel de agarosa, la banda lineal 
del plásmido guía digerido fue purificada con un kit comercial. Posteriormente, las 
sondas diseñadas se fosforilaron, hibridizaron y se realizó la ligación con el 
plásmido guía digerido. Finalmente, se transformaron bacterias competentes con los 
plásmidos clonados con cada sonda y se seleccionaron dos colonias representativas de 
cada placa para secuenciar. Con el programa informático FinchTV se determinó la 
presencia y orientación del inserto en los clones evaluados, verificando de esta  forma  
el correcto funcionamiento de la clonación. Por otro lado, se utilizó el programa MEGA 
para alinear y comprobar las secuencias del plásmido guía digerido y de los plásmidos 
clonados con las sondas (Figura 4). 
 

 

 

Figura 4: Verificación de la clonación por secuenciación. A. Análisis realizado con 
la herramienta bioinformática FinchTV, donde se muestra la secuencia del inserto y la 
correcta orientación del mismo. B. Alineamiento de secuencias realizado con el 
programa MEGA7, se incluye la secuencia del plásmido guía digerido, de las sondas 
sintetizadas y de dos clones por cada par de sondas. 



 

 

Inducción del fenotipo HMGCRon en la línea celular MCF-7 

 
Luego de verificar la clonación del plásmido guía, se transfectó la línea MCF-7 con el 
sistema CRISPRon. A las 48 horas post-transfección se evaluaron los niveles de 
HMGCR por RT-qPCR, confirmando que el sistema CRISPRon aumenta la expresión 
de HMGCR total en las  células tratadas (MCF-7/CR) con respecto al control de 
transfección (MCF-7/TC) (Figura 5.A). Además, se evaluaron los niveles de 
expresión de HMGCR a distintos tiempos, encontrando poca variación entre las 48 y 
96 horas post-transfección. Este resultado permitió mayor versatilidad para planificar 
los experimentos, ya que se contó con un mayor lapso de tiempo para realizar los 
ensayos   de   caracterización   de   este   sistema   (Figura   5.B).   También   se   
midieron   a   nivel transcripcional los niveles de expresión de las isoformas de 
HMGCR (48 horas post-transfección), una de tamaño completo (HMGCR-FL) y una 
con una exclusión  del exón  13 (HMGCR-del13), encontrándose ambas elevadas en 
las células MCF-7/CR (Figura  5.C). Además, se observó  un incremento de los niveles 
proteicos de HMGCR a este tiempo, indicando que el sistema activador CRISPRon 
utilizado efectivamente induce la expresión del gen blanco, tanto a nivel transcripcional 
como proteico (Figura 5.D). 

 

 



 

 

Figura 5: Inducción del fenotipo HMGCRon luego de la transfección con el sistema 
CRISPRon 

A. Análisis de expresión de HMGCR total a 48 horas post-transfección. B. 
HMGCR total a distintos tiempos post-transfección (48h, 96h y 6 días). C. Isoformas 
de HMGCR (HMGCR-FL y HMGCR-del13) a 48 horas post-transfección Test Mann-
Whitney (*p<0.05 vs. MCF-7/TC). Se muestra la media ± EEM de 3 experimentos 
independientes. D. Western Blot para la proteína HMGCR a 48 h post-transfección 
(n=1). 

 

Características asociadas a células madre 

 
Buscando estudiar la relación entre HMGCR y propiedades de células madre se 
realizaron ensayos funcionales para la detección de ciertas características presentes 
en células madre/progenitoras, como la formación de mamoesferas. Para cuantificar 
la cantidad de “unidades formadoras de mamoesferas” realizamos Ensayos de 
Dilución Límite (ELDA). Al comparar las células MCF-7/TC y MCF-7/CR, no se 
observaron diferencias en la formación de mamoesferas en cuanto a morfología o 
tamaño, pero sí se puso apreciar una mayor tendencia a formar esferas en las células 
MCF-7/CR, sugiriendo que poseen un mayor número de células madre o 
progenitoras (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Ensayos de mamoesferas. Imágenes representativas de mamoesferas 
obtenidas de las células MCF-7/TC y MCF-7/CR y cuantificación de unidades 
formadoras de esferas para ambas líneas (ELDA). Test Mann-Whitney. Se muestra la 
media ± EEM de 3 experimentos independientes. 

 
Luego, se estudiaron marcadores de células madre tumorales en CM, como la 

proporción de células CD44+/CD24-/low y CD133+ por citometría de flujo. En ambos 
casos se encontró una tendencia a aumentar las poblaciones de interés en las células 
MCF-7/CR con respecto al control de transfección MCF-7/TC (Figura 7). 

 



 

 

 

Figura 7: Subpoblaciones CD44+/CD24-/low y CD133+ por citometría de flujo A. 

Gráficos de puntos (dot-plot) de la población CD44+/CD24-/low (cuadrante Q1) en 
las células MCF-7/TC (izquierda) y MCF-7/CR (derecha). Se muestra la 

cuantificación de la población de células CD44+/CD24-/low en cada tipo celular. B. 

Gráficos de puntos (dot-plot) de la población CD133+ en las células MCF-7/TC 
(izquierda) y MCF-7/CR (derecha). Se muestra la cuantificación de la población de 

células CD133+ en cada tipo celular. Test Mann-Whitney. Se muestra la media ± EEM 
de 3 experimentos independientes. 

 

Con el propósito de determinar si la sobreexpresión de HMGCR inducía la expresión 
de genes asociados a célula madre en la línea MCF-7, se procedió a evaluar 
marcadores de pluripotencia y de CMTs por RT-qPCR a las 48 horas post-
transfección. Se analizaron los genes de pluripotencia clásicos de Yamanaka (Oct4, 
Sox2, Klf4 y cMyc), además de Nanog, encontrándose una tendencia a mayor expresión 
de Sox2, un aumento significativo de Nanog y una disminución significativa del 
oncogén Klf4 en las células MCF-7/CR. Sin embargo, no se encontraron diferencias 
significativas de expresión para Oct4 y cMyc. Por otro lado, se evaluaron marcadores 
de CMT en CM   (BCRP, e- cadherina y vimentina), sin encontrarse diferencias entre 
ambos tipos celulares (Figura 8). 

 



 

 

 

Figura 8: Caracterización molecular del sistema HMGCRon. Niveles de expresión de 
los marcadores Oct4, Sox2, Klf4, cMyc, Nanog, e-cad, BCRP y Vimentina por RT-
qPCR. Test Mann- Whitney (*p<0.05 vs. MCF-7/TC). Se muestra la media ± EEM 
de 3 experimentos independientes. 

 
Propiedades celulares generals 

 
Luego, se decidió seguir con la caracterización del modelo con inducción endógena de 
HMGCR, evaluando diversas propiedades relacionadas a la tumorigénesis. Con este 
fin, se realizaron ensayos de crecimiento de colonias en agar blando para evaluar la 
capacidad de crecer en forma independiente de anclaje, que representa una de las 
características distintivas de las células tumorales. Si bien se obtuvieron colonias en 
ambos tipos celulares (MCF-7/TC y MCF-7/CR) y, a simple vista, no parecieron 
observarse diferencias entre ambas líneas en cuanto a morfología o tamaño de 
colonias, por problemas técnicos no se pudo realizar una cuantificación precisa. Por lo 



 

 

tanto, con estos ensayos no se logró determinar el efecto de la inducción de 
HMGCR sobre la capacidad de crecer sin estar adheridas a un sustrato (Figura 9.A). 
Luego, se decidió estudiar el efecto que podría tener sobre la proliferación celular, 
sin encontrarse diferencias significativas  entre ambos tipos celulares (Figura 9.B). Por 
último, se encontró que la línea MCF-7/CR presenta tendencia a menor adhesión 
(Figura 9.C) y concordantemente, a mayor migración (Figura 9.D) que la línea control, 
indicando que HMGCR podría estar involucrada en estos procesos. 

 

 

Figura 9: Caracterización de propiedades tumorales del sistema HMGCRon a 48 
horas post- transfección. A. Imágenes representativas de colonias formadas en agar 
blando. B. Ensayo de proliferación (n=5). C. Ensayo de Adhesión (n=3). D. Ensayo de 
migración (n=2). Test Mann- Whitney. Se muestra la media ± EEM de experimentos 
independientes. 

 
Sensibilidad a estatinas 

 
Finalmente, se estudió la sensibilidad a las estatinas en los modelos generados. 
Específicamente, se realizaron ensayos de MTS en las células MCF-7TC y MCF-
7/CR luego de 48 horas de tratamiento con SIM o Lova, como se describió con 
anterioridad (Figura 10). 

No se encontraron diferencias entre las líneas con el tratamiento  con  Lova (gráfico  de 
la derecha), ya que se puede observar un efecto Platou entre las distintas 
concentraciones de esta droga. Por otro lado, en los ensayos con SIM, se puede 
observar que las células MCF-7/CR responden levemente en la concentración más alta 
utilizada (40 µM). 

 



 

 

 

Figura 10: Ensayos de viabilidad (MTS) en las células MCF-7/TC y MCF-7/CR 
tratadas con simvastatina (SIM) y lovastatina (Lova) por 48 horas. ANOVA de dos 
vías, seguido de test de Tukey (*p<0,05 MCF-7/CR 10uM vs MCF-7/CR 40uM). Se 
muestra la media ± EEM de 3 experimentos independientes. 

 
Expresión de HMGCR en otros modelos de células madre 

 
Se evaluó la expresión a nivel transcripcional de HMGCR en la línea de células 
madre embrionarias WA-09 y la línea de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) 
FN2.1. Interesantemente, se observó que, tanto las células MCF-7/CR como las líneas 
de células madre  normales WA-09 y FN2.1 exhibieron niveles elevados de HMGCR 
al ser comparadas a la línea control MCF-7/TC (Figura 11.A). Luego, se buscó 
evaluar si esto ocurría también en modelos de CMTs. Por lo tanto, se eligió un panel 
de líneas celulares derivadas de gliomas enriquecidas en CMTs y ampliamente 
caracterizadas, y se compararon con las células MCF-7/TC y MCF-7/CR. Se 
encontró gran variabilidad entre las líneas, pero en la mayoría de los casos, los niveles 
de expresión de HMGCR fueron mayores que los obtenidos en la línea MCF-7/TC 
(Figura 11.B). Estos datos sugieren que HMGCR podría ser relevante para el 
mantenimiento de “estados” de célula madre tanto pluri como multipotentes, ya sea en 
células normales o tumorales. 

 

 

Figura 11: Análisis de expresión de HMGCR total por RT-qPCR en células madre 
comparado a las células del sistema CRISPR. A. Líneas pluripotentes normales WA-09 
y FN2.1. B. Líneas de CMTs G01, G02, G03, G04, G05, G07, G08 y G09. Test de 
Kruskal-Wallis, seguido del Test de Dunn (*p<0,05 vs. MCF-7/TC). Se muestra la 
media ± EEM de 3 experimentos independientes. 



 

 

DISCUSIÓN 

 
Los resultados de este trabajo aportan datos sobre el rol de HMGCR en CM y 
particularmente su contribución hacia la generación de estados CMTs. Por otro lado, 
se buscó aportar evidencia que permitiera el reposicionamiento de las estatinas como 
posibles agentes anti-CMTs. 

Como ya se mencionó, las células tumorales requieren grandes cantidades de colesterol, 
por lo que aumentan su captación (induciendo la expresión de su receptor LDLR) o 
activan la síntesis de novo, es decir la vía del MVA. Hace unos años, Clendening y 
colaboradores demostraron el potencial oncogénico de HMGCR al transfectar células 
tumorales y no tumorales con variantes desreguladas de esta proteína, es decir un 
sistema de sobreexpresión ectópico, y propusieron a HMGCR como un posible 
oncogén (48). En este trabajo se decidió optar por un modelo que imite de manera más 
fidedigna la sobreexpresión de HMGCR observada en algunos tipos tumorales. Para 
ello, se buscó activar la expresión endógena de este gen utilizando un sistema 
CRISPRon. Esta estrategia ha demostrado ser útil para activar genes en distintos tipos 
celulares, incluyendo células madre (42) (49) (50) (51). Más aún, esta tecnología se 
ha aplicado exitosamente en células de leucemia mieloide crónica para activar genes 
supresores tumorales (52) y en células de melanoma para determinar genes 
responsables de resistencia a drogas (53). Ya que el sistema CRISPRon puede ser 
utilizado para identificar genes involucrados en distintos aspectos de la biología 
tumoral, se decidió emplearlo para estudiar si HMGCR es capaz de inducir, o al menos 
facilitar, la aparición de estados CMT en CM. 

En primer lugar, se demostró que el sistema CRISPRon fue capaz de aumentar los 
niveles de HMGCR total, de la isoforma de tamaño completo (HMGCR-FL) y de una 
variante que carece del exón 13 (HMGCR-del13) en la línea celular MCF-7 (Figura 
5). El exón 13 codifica una parte del dominio catalítico de esta enzima, y en esta 
región se encuentran algunos residuos importantes para la unión de los sustratos y de 
las estatinas (48), por lo que se ha reportado que esta variante presenta actividad 
enzimática reducida (54). Se encontraron dos SNPs (single nucleotide 
polymorphism), rs3846662 y rs12654264, asociados al splicing alternativo de HMGCR, 
favoreciendo la variante que carece el exón 13 (55) (56). Por otro lado, se ha demostrado 
que esta isoforma tiene menor respuesta a estatinas que la variante de tamaño 
completo (55) (57) (58). Esto también fue analizado en estudios de interacción, 
donde se comprobó que la eficiencia de unión de la isoforma HMGCR-del13 con 
varias estatinas, incluyendo SIM y Lova, es aproximadamente la mitad que con la 
variante HMGCR-FL (57). En este trabajo, se encontró que las células con inducción 
de la expresión de HMGCR (MCF-7/CR) presentan una respuesta baja al tratamiento 
con SIM y nula con Lova (Figura 10). Se podría pensar que el aumento de la expresión 
de la variante HMGCR-del13 en las células MCF-7/CR podría influir de alguna manera 
en la respuesta a estatinas observada en este sistema. 

Luego, se evaluó la capacidad de las células MCF-7/TC y MCF-7/CR de crecer en 
forma independiente de anclaje, una de las características distintivas de las células 
malignas. Para ello, se utilizó el ensayo de crecimiento de colonias en agar blando 
(Soft-agar assay), que se basa en la capacidad de las células de crecer y formar 
colonias en medios semisólidos (Figura 9.A). Si bien no se pudo cuantificar el número 
de colonias en cada tipo celular, experimentos similares realizados por otros autores 
determinaron que la sobreexpresión de HMGCR en la línea MCF-7 efectivamente 



 

 

aumenta el número de células capaces de generar colonias, es decir, presentan 
mayor tumorigenicidad in vitro. Utilizando este ensayo, los autores también 
demostraron la capacidad transformante de HMGCR en la línea epitelial mamaria 
inmortalizada MCF-10A. Además, estos resultados también se observaron en células 
hepG2 en ensayos tanto in vitro como in vivo (48), sugiriendo que el potencial 
tumorigénico de HMGCR no estaría limitado a CM. Cabe destacar que en este trabajo 
se utilizaron transfecciones transitorias y los períodos de incubación requeridos en los 
ensayos de soft-agar son prolongados. Tal como  se observó  por  RT-qPCR, los 
niveles de HMGCR a los seis días post-transfección son similares a los controles de 
transfección, lo que podría justificar que no se pudieran apreciar diferencias en 
tamaño o morfología de las colonias entre ambos tipos de células. Por otro lado, se 
realizaron ensayos de proliferación, sin encontrarse diferencias significativas entre 
ambos tipos celulares (Figura  9.B). Resultados similares fueron reportados para células 
hepG2 con sobreexpresión de HMGCR (48). Sin embargo, lo contrario se observó en 
células de cáncer pancreático con sobreexpresión de esta enzima (59). Por lo tanto, 
hacen falta más estudios para determinar si el rol de HMGCR sobre la proliferación es 
dependiente del tipo de tumor o si hay otros factores que influyan. 

Uno de los ensayos más utilizado para enriquecer los cultivos de CMTs en distintos 
tipos de tumores, incluyendo CM, es el ensayo de formación de esferas, un ensayo 
funcional de la actividad de células madre basado en la premisa de que sólo las células 
indiferenciadas derivadas de epitelio  mamario pueden sobrevivir en suspensión 
mientras que las células diferenciadas mueren por anoikis (46). Se realizaron 
ensayos de dilución límite para evaluar el efecto de la inducción de HMGCR sobre 
la fracción de células capaces de formar mamoesferas. Utilizando un software 
especializado, es posible comparar la fracción de células capaces de formar 
mamoesferas entre distintos cultivos o condiciones (47), por ejemplo las células del 
sistema CRISPRon. En este trabajo se observó una tendencia a mayor frecuencia de 
formación de mamoesferas en las células MCF- 7/CR con respecto al control de 
transfección, lo que sugiere un aumento en el número de células madre o progenitoras 
inducida por HMGCR (Figura 6). Estos datos son compatibles con la bibliografía, 
donde se demuestra de manera inversa al abordaje experimental de este trabajo, la 
relación entre la vía del MVA y la formación de tumoroesferas: genes de la vía 
del MVA se encontraron sobreexpresados en esferas derivadas de líneas tumorales de 
colon y CM respecto a las células crecidas en monocapa. Por otro lado, se demostró 
que el tratamiento con estatinas disminuye el número de células capaces de formar 
esferas (31) (32) (33). 

La proteína transmembrana CD133 se utiliza también como marcador de células 
madre en tumores, por lo que se incluyó su análisis en este trabajo. Se encontró una 

tendencia a mayor número de células CD133+ en MCF-7/CR (Figura 7.B), aportando 
más evidencia sobre el rol de HMGCR en la adquisición de características de CMT. 
Resulta interesante destacar que este marcador también se ha asociado a tumores de 
CM con  características más agresivas, como carcinomas invasivos (60) y a células 
con resistencia a terapia hormonal (61). Recientemente, un estudio clínico en CM 
demostró que tanto los niveles de expresión a nivel transcripcional como proteico de 
CD133 fueron particularmente elevados en tumores triple negativos y con 

sobreexpresión de Her2 y que células CD133+ presentan mayor capacidad de invasión 
y potencial metastásico, reforzando la relación entre este marcador y la progresión 
tumoral (62). Más aún, estudios en cáncer de páncreas han demostrado que células 



 

 

CD133+ son resistentes a la quimioterapia y son responsables de la invasión, lo que 
les permite permanecer quiescentes en presencia de fármacos terapéuticos y ocasionar 
la recurrencia tumoral luego del tratamiento (63). Distintos estudios han confirmado 
que, al igual que las células madre normales, las CMTs pueden permanecer en estados 
quiescentes. Dado que las drogas quimioterapéuticas atacan preferentemente a las 
células proliferativas, como las células diferenciadas de la masa tumoral, las CMTs 
podrían escapar de este destino al entrar en estos estados latentes o quiescentes 
(dormancy) (10) (64). En este contexto, se ha descripto un tipo muy interesante de 
CMT quiescente con altos niveles de CD133 (58). Los datos expuestos son 
compatibles con los resultados obtenidos en la línea MCF-7/CR, donde se observaron 

tendencias a mayor número de células CD133+ y mayor migración pero sin cambios en 
la proliferación. 

Las células expuestas a compuestos tóxicos pueden desarrollar resistencia, lo que 
implica una gran limitación para el éxito de la quimioterapia. Uno de los mecanismos 
por los cuales las células tumorales adquieren dicha resistencia es la sobreexpresión 
de genes de la familia ABC (ATP- binding cassette), que codifican proteínas de 
membrana que actúan como bombas facilitando la entrada y salida de diversas 
moléculas de la célula (65). Uno  de estos transportadores es la proteína  BCRP  
(Breast Cancer  Resistance  Protein, también  llamada  ABCG2)  que  se  encuentra 
altamente expresada en líneas de CM resistentes a drogas (66) y su sobreexpresión se ha 
asociado a fenotipos CMT (64). Por otro lado, varias líneas de evidencia vinculan a 
BCRP con la vía del MVA: se encuentra en los lipid rafts de las membranas 
celulares (junto al colesterol y a CD133), la depleción de colesterol disminuye  su 
actividad y pacientes con hipercolesterolemia presentan elevados niveles de BCRP 
(67). Por otro lado, se demostró que el tratamiento con atorvastatina disminuye la 
expresión de BCRP, varias estatinas son sustratos de los transportadores ABC y las 
estatinas pueden modular la expresión de BCRP y por lo tanto su eficacia y 
toxicidad (67). Un estudio muy interesante demostró que el tratamiento con 

lovastatina en células tumorales pancreáticas CD133+ indujo quimiosensibilidad y 
disminuyó la diseminación metastásica, dos de las principales características de las 
CMTs (63). Dada la relación entre el colesterol, CD133 y BCRP se decidió analizar la 
expresión de BCRP en el sistema CRISPR. Sin embargo, no se encontraron 
diferencias entre las células MCF-7/CR y MCF-7TC (Figura 8). Un estudio demostró 
que la línea MCF-7 resistente a adriamicina (o doxorrubicina, quimioterapéutico) 
aumenta la expresión de varios marcadores de CMTs, incluyendo otro de los 
transportadores de tipo ABC, denominado ABCB1 (68). Por lo tanto, hacen falta más 
estudios para entender la implicancia de HMGCR en la resistencia a drogas, y si se 
encuentra mediada por la sobreexpresión de otros transportadores ABC, distintos al 
analizado en este trabajo. 

La determinación de la población CD44+/CD24-, es uno de los ensayos más 
utilizados y major  definidos para identificar a las CMTs en CM. Por lo tanto, se evaluó 

a la población CD44+/CD24- en el sistema CRISPRon, encontrándose una pequeña 
tendencia a mayor número de células MCF- 7/CR con este fenotipo (Figura 7.A). 
CD44 es una molécula de superficie que media la interacción entre las células y la 
matriz extracelular, y por lo tanto está implicada en la adhesión celular y la migración 
(10). Como se mencionó extensamente en este trabajo, las CMTs son las responsables 
de colonizar nuevos tejidos y generar metástasis. Por lo tanto, el aumento de células 



 

 

CD44+/CD24- es compatible con la menor adhesión y mayor migración observada 
en las células MCF-7/CR (Figura 9.C y D). Es decir HMGCR estaría, por un lado, 
aumentando la tumorigenicidad de las células y por otro facilitando la progresión de 
un tumor in situ a uno invasivo, y posteriormente metastásico. En este contexto, se 

han encontrado células tumorales CD44+/CD24- en la médula ósea de pacientes con 
CM (69) y el uso combinado de estos marcadores también permitió predecir sobrevida 
total y sobrevida libre de metástasis en pacientes con CM (70). Más aún, se encontró 

que el fenotipo CD44+/CD24- es más frecuente en tumores basales que en el resto de 
los subtipos de CM (71) (72). 

Los resultados expuestos sugieren que la sobreexpresión de HMGCR se correlaciona 
con una tendencia a aumentar algunos marcadores y propiedades de CMT en CM, 

como la frecuencia de formación de mamoesferas y las poblaciones CD133+ y 

CD44+/CD24-. También se encontró que las células MCF-7/CR presentaron una mayor  
capacidad  de migración  y menor  adhesión  que las células MCF-7/TC, características 
asociadas a mayor malignidad en los tumores. En este contexto, se encontraron 
resultados similares en ensayos in vitro con células de tumores gástricos y de 
glioblastoma  con  sobreexpresión  de  HMGCR.  Es  más,  en  estos  trabajos  se  
observó  que  el silenciamiento de HMGCR disminuyó el tamaño tumoral y prolongó 
la sobrevida de los ratones  (73) e impidió la migración y metástasis in vivo (74). 

En línea con esta idea, el EMT, proceso por el cual las células epiteliales adquieren una 
morfología del tipo mesenquimal, ha sido vinculado tanto a la progresión del cáncer 
como a la adquisición de propiedades de CMT (11) (75). Al respecto, se ha propuesto 
que las CMTs en CM pueden adquirir capacidad metastásica vía EMT, siendo 
vimentina uno de sus principales reguladores. En efecto, tumores triple negativos 

presentaron mayor proporción de células vimentina+ respecto al resto de los subtipos 
moleculares de CM (71) y mayor potencial de EMT al presentar niveles reducidos de 
varias moléculas de adhesión, entre ellas e-cadherina (72). Debido a esta conexión 
entre la agresividad del tumor y el proceso de EMT en CM, se decidió analizar en el 
sistema CRISPRon la expresión de las dos principales moléculas reguladoras de este 
proceso, vimentina y e-cadherina, las cuales también se han propuesto como 
marcadores de CMTs en CM. Si bien no se pudieron apreciar diferencias de expresión 
entre las células MCF-7/TC y MCF-7/CR para ninguno de estos marcadores (Figura 
8), no se descarta la posibilidad de que éstas u otras moléculas implicadas en los 
procesos EMT puedan ser responsables de la tendencia a mayor migración en las 
células MCF-7/CR. Por un lado, la magnitud de los otros cambios observados en las 
células MCF-7/CR por la inducción de HMGCR fue leve, pudiendo ser éste el motivo 
por el cual no se observaron diferencias de expresión de vimentina y e-cadherina con 
respecto a las células control. Por otro lado, otras moléculas asociadas al fenotipo 
epitelial, como ocludinas, claudinas, desmoplakina y citoqueratinas, y a al fenotipo 
mesenquimal, como fibronectina, vitronectina y N- cadherina (76), no se han 
analizado en este trabajo y podrían ser relevantes en el contexto de sobreexpresión 
de HMGCR. 

Como ya se mencionó, se han descripto dos tipos de CMTs en CM, con propiedades 
distintivas. Uno de ellos, denominado EMT-CMT, representa un estado quiescente del 

tipo mesenquimal, con células CD44+/CD24-, expresión elevada de vimentina y 
disminuida de e-cadherina. El segundo tipo se denomina MET-CMT y corresponde a 



 

 

un estado del tipo epitelial proliferativo, con marcación positiva para ALDH y altos 
niveles de e-cadherina y bajos de vimentina (12). La plasticidad celular permite hacer 
la transición entre estos estados, facilitando la diseminación tumoral. En este 
contexto, el proceso de EMT facilitaría la disociación y migración de las células del 
tumor primario, y en el nuevo sitio, el proceso de MET permitiría el crecimiento del 
nuevo tumor activando la proliferación (76). Estos datos proponen un modelo en el 
cual las EMT-CMTs son las encargadas de la intravasación hacia el torrente 
sanguíneo y de la extravasación para formar micrometástasis en otros órganos. En 
estos sitios, señales del microambiente podrían inducir un proceso de MET, 
originando MET-CMTs capaces de proliferar y generar un nuevo tumor (12). Por otro 
lado, hoy se sabe que las células no siempre se encuentran en un estado epitelial o 
mesenquimal puro, sino que transitan por un espectro de estadios intermediarios. Esta 
plasticidad permitiría una transición gradual hacia el estado EMT (76), por lo que se 
podría pensar que las células MCF-7/CR podrían encontrarse en un estadio 
intermedio, reflejado por la ausencia de cambios de expresión de vimentina y e-
cadherina con respecto a las células MCF-7/TC. Al respecto, otros estudios han 
demostrado que la línea MCF-7 no expresa vimentina pero sí altos niveles e-cadherina 
(77). Por  otro lado, la localización  de e-cadherina específicamente en las membranas 
celulares es el factor principal que determina la resistencia al tratamiento con estatinas, 
mientras que la expresión citoplasmática de vimentina está asociada a la sensibilidad a 
estas drogas (78). Por lo tanto, sería interesante analizar si hubo relocalización de e-
cadherina en las células MCF-7/CR, lo que explicaría que no haya diferencias en 
niveles de expresión, pero sería compatible con la leve “sensibilización” a simvastatina 
observada en estas células (Figura 10). Por otro lado, se observó en la línea MCF-7 
resistente a adriamicina una disminución de la expresión del ER y tumorigenicidad 
independiente de estrógenos, acompañada de la adquisición de características 
asociadas al proceso de EMT (68). Por lo tanto, sería interesante analizar la expresión 
del ER y evaluar si está ocurriendo un proceso similar en las células MCF-7/CR. De 
ser así, se podría pensar que estas células se encontrarían en transición hacia “estados 
de CMT más mesenquimales” (EMT-CMT), con características fenotípicas más 
parecidas a los tumores ER-, por ejemplo mayor sensibilidad a estatinas. Profundizar 
estos conocimientos permitiría entender si la sobreexpresión de HMGCR condiciona la 
respuesta a estatinas en este modelo y de ser así, cómo lo hace. 

Si bien hacen falta muchos más experimentos para entender estos datos, un estudio 
muy interesante demostró que la sobreexpresión del microRNA-195 en líneas de CM 
inhibió la expresión de HMGCR, disminuyó la migración e invasión y  atenuó el 
proceso de EMT (disminuyendo la expresión de vimentina y aumentando la de e-
cadherina, entre otros) (79). La línea celular MCF-7 tiene baja capacidad migratoria in 
vitro (80), y sin embargo, las observaciones de este trabajo y de la literatura (79) 
sugieren que podría estar de alguna forma asociada a la expresión de HMGCR. En 
este contexto, el tratamiento con estatinas se relacionó con menor invasión in vivo 
en cáncer de páncreas (81) y menor EMT en cáncer de ovario (82), esofaríngeo (83) 
y CM (84) (36). 

Interesantemente, estudios realizados en líneas de cáncer de próstata y neuroblastoma 
han relacionado al proceso de EMT con propiedades de CMT, incluyendo aumentos en 
la expresión de genes de pluripotencia como Oct4, Sox2 y Nanog (85) (86). Como se 
mencionó, tanto los marcadores de pluripotencia clásicos de Yamanaka (Oct4, Sox2, 
Klf4 y cMyc) como Nanog, se encuentran sobreeexpresados en diversos tipos de 
tumores, y frecuentemente asociados a fenotipos más agresivos, por lo que se 



 

 

decidió analizar su expresión en el sistema CRISPR. Se encontró que las células 
MCF-7/CR presentaron un aumento significativo de la expresión  de Nanog, una 
tendencia a mayores niveles de Sox2 y una disminución significativa de Klf4 con 
respecto a las células MCF-7/TC. Por otro lado, no se encontraron diferencias en los 
niveles de expresión de Oct4 y cMyc (Figura 8). 

Se ha demostrado un mecanismo de resistencia a drogas en CM, mediada por la 
unión del componente principal de la matriz  extracelular  (ácido  hialurónico) con  
CD44, que produce la subsecuente activación de Nanog y de un transportador del tipo 
ABC denominado ABCB1 (87). Por otro lado, estudios realizados en la línea MCF-7 
han demostrado que la resistencia a tamoxifeno promueve un fenotipo EMT (88) y que 

el porcentaje de células CD44+/CD24- es mayor en líneas de CM resistentes a drogas 
(89). Además, el tratamiento con simvastatina es capaz de eliminar células resistentes a 
drogas en CM (37). Estos datos parecen reafirmar los resultados encontrados en este 

estudio, estableciendo por un lado una relación entre la población CD44+/CD24- y el 
proceso de EMT y por otro, entre esta población y la resistencia a drogas, posiblemente 
mediada por Nanog. 

Por otro lado, se encontró mayor expresión de Sox2 en muestras de pacientes triple 
negativas, sugiriendo un rol en el establecimiento de fenotipos menos diferenciados 
o estados CMT (90), datos compatibles con el aumento de expresión de Sox2 
observado en las células MCF-7/CR. Además, la sobreexpresión de Sox2 se 
correlacionó con la capacidad de formación de mamoesferas en la línea MCF-7 (17), 
resultado también observado en este trabajo. Resulta interesante destacar que Sox2 se 
encontró mayormente en muestras de pacientes en estadios tempranos de CM y que 
su inhibición en la línea MCF-7 redujo el tamaño de los tumores en modelos 
animales, sugiriendo que Sox2 estaría implicado en la iniciación tumoral, y que su 
expresión se pierde a medida que progresa la enfermedad (17). Además, la expresión 
de Sox2 se correlacionó con metástasis en los ganglios linfáticos en muestras de 
pacientes, sugiriendo que podría estar implicada en los procesos de invasión y 
metástasis (91). De esta forma, el aumento de Sox2 inducido por la sobreexpresión de 
HMGCR contribuiría a la adquisición del estado de CMT en CM. Apoyando más la 
noción de una asociación entre HMGCR y Sox2, se demostró que el tratamiento con 
lovastatina disminuye el número de células formadoras de esferas y los niveles 
proteicos de Sox2 en líneas ER- de CM, y la adición de mevalonato rescata estos 
cambios fenotípicos. Más aún, el tratamiento con lovastatina inhibe la expresión de 
genes asociados a EMT, invasión, pluripotencia y apoptosis (36), sugiriendo que su 
blanco es el compartimiento de CMT del tumor, particularmente las CMTs con 
fenotipo invasivo. 

Para recapitular, las células MCF-7/CR presentaron características asociadas a 
CMTs, como mayor frecuencia de formación de mamoesferas, aumentos en las 

poblaciones CD44+/CD24- y CD133+ y aumentos en los niveles de expresión de 
Nanog y Sox2. Además, presentaron ciertas propiedades relacionadas a mayor 
malignidad y posiblemente al proceso de EMT, como menor expresión de Klf4, 
mayor migración y menor adhesión. En conjunto, estos datos sugieren que la 
sobreexpresión de HMGCR podría ser responsable, al menos en parte, de la adquisición 
de estados CMT, posiblemente del tipo EMT-CMT, en líneas de CM ER+. Por otro 
lado, las células MCF-7/CR  presentaron un leve incremento en la sensibilidad a SIM, 
por lo que sería interesante evaluar si se ve afectada la expresión del ER, lo que 
posibilitaría un comportamiento “más basal” en estas células, también en línea con 



 

 

el aumento en la capacidad de migración observada (Figura 9). La relevancia del 
modelo experimental empleado en esta tesis es que, a diferencia de otros trabajos, se 
utilizó el gen endógeno de la célula tumoral para inducir la expresión de HMGCR. Este 
enfoque es compatible con la evidencia clínica y es por ello que se generó un contexto 
más “fisiológico” de sobreexpresión, lo que podría ayudar a discernir mejor los 
mecanismos regulatorios de la vía del MVA en el desarrollo del cáncer. Además, la 
mayoría de los enfoques experimentales  cuyo objetivo es el enriquecimiento de las 
CMTs, se basan en la selección y amplificación de células con expresión de distintos 

marcadores de superficie (por ejemplo CD24+/CD24- o ALDH+), generando un 
“sesgo” en las poblaciones celulares resultantes que podría justificar las diferencias 
observadas en los comportamientos reportados de las CMTs. Sin embargo, una 
limitación de este trabajo es que no se pudieron medir la actividad enzimática de 
HMGCR ni la producción de metabolitos como el colesterol, por lo que no se puede 
determinar el nivel de “activación” de la vía del MVA en las células MCF-7/CR. 

Finalmente, se decidió evaluar si la expresión de HMGCR es relevante en el 
mantenimiento de “estados de células madre” en otros modelos celulares, es decir 
evaluar su posible “universalidad” como marcador de stemness. Para ello, por un 
lado se utilizó la línea de células embrionarias humanas (WA-09) y la línea de 
iPSCs derivada de fibroblastos humanos (FN2.1) como modelos normales (no 
transformados) de células pluripotentes. Por otro lado, se utilizó un panel de líneas 
celulares derivadas de gliomas (G01, G02, G03, G04, G05, G07, G08, G09), como 
modelos establecidos de CMTs, es decir células “transformadas” y multipotentes. En 
todos los casos, se encontraron niveles de expresión de HMGCR superiores a los 
detectados en la línea MCF-7 (células MCF-7/TC) (Figura 11). Es más, exceptuando 
las líneas G01 y G05, en el resto de los modelos se encontraron niveles de expresión 
de HMGCR similares o superiores a los detectados para las células MCF-7/CR. 
Estos datos sugieren que HMGCR podría ser relevante en el mantenimiento de estados 
de células madre “establecidos” en la mayoría de los modelos evaluados, tanto en 
células normales (WA-09 y FN2.1) como tumorales (panel de gliomas y células MCF-
7/CR). 

 
 

CONCLUSIONES Y MODELO PROPUESTO 

 
Utilizando técnicas de transfección con el sistema CRISPRon para la activación 
endógena de la enzima HMGCR se pudo obtener evidencia del efecto de la vía 
sintética del colesterol sobre la adquisición de características de células madre 
tumorales en un modelo luminal de cáncer de mama (Figura 12). 



 

 

 

 

Figura 12: Los resultados de este trabajo aportan datos sobre la contribución de 
HMGCR en la generación de estados CMTs en CM (  Célula de la masa tumoral,  
CMTs). Imagen realizada en BioRender. 
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INTRODUCCIÓN 

 
El cáncer de próstata (CaP) continúa siendo un problema de salud pública ya que es uno 
de los tipos de cánceres con mayor incidencia en la población Argentina 
(http://www.msal.gov.ar/inc/acerca-del-cancer/incidencia/). El síndrome metabólico 
(SM) se define como un grupo de anormalidades que incluyen al menos 3 de los 
siguientes factores: elevada obesidad abdominal, hiperglucemia en ayunas, 
hipertrigliceridemia, hipertensión arterial y bajo HDL en sangre1,2. Según la 
organización mundial de la salud (OMS) la prevalencia del SM se encuentra entre 
el 19 % y el 25 % en la población en general. La importancia del control de esta 
patología radica en que todas esas alteraciones aceleran la aparición de la enfermedad 
cardiovascular que es la principal causa de muerte en el mundo. 

Distintos estudios epidemiológicos han demostrado que los pacientes con SM poseen 
un mayor riesgo de desarrollar varios tipos de cánceres. Recientemente,  un  meta-
análisis reveló que el SM se asocia con un mal pronóstico de los pacientes con 
CaP, mayor agresividad y recurrencia3. Trabajos previos de nuestro grupo basados en 
el estudio de la proteína C-terminal Binding Protein (CTBP1) muestran una posible 
explicación molecular para estas asociaciones4–7. 

CTBP1 es un co-regulador transcripcional que reprime la expresión de genes 
supresores tumorales. Esta proteína es considerada un sensor metabólico molecular 
debido a que es activado por su unión con distinta afinidad a la molécula de NAD+ o 
al NADH siendo 100 veces más afín por el NADH que por el NAD+8. 
Previamente, en nuestro laboratorio encontramos que CTBP1 controla la 
transcripción de BRCA1, el gen de la susceptibilidad al cáncer de mama, y 
demostramos que la baja relación NAD+/NADH intracelular activa la unión de CTBP1 
al promotor de BRCA1 reprimiendo su transcripción y “apagando” su función 
supresora tumoral9. A partir de estas observaciones generamos en nuestro 
laboratorio un modelo murino para estudiar el efecto de la activación de CTBP1 por 
NADH sobre el desarrollo tumoral de próstata utilizando diferentes cepas de ratones. 
Para ello, le administramos en forma crónica a ratones (nude, NOD SCID gamma 
[NSG] o C57BL/6J) una dieta rica en grasa (DG) la cual produjo un aumento del 
NADH intratumoral e indujo en los animales un estado similar al SM. Más aún, el 
silenciamiento de la expresión de CTBP1 en células tumorales de próstata y de 
mama inyectadas como xenotranplantes en estos ratones disminuyó drásticamente el 
crecimiento tumoral y la progresión metastásica de la enfermedad4–7,10,11 . 



 

Estos modelos murinos que muestran un estado muy similar al SM y en el cual 
podemos investigar el desarrollo tumoral de próstata, son una herramienta muy útil 
que ya han sido validadas en nuestro laboratorio. Pero ¿Qué otros factores, además 
de las alteraciones genéticas de los tumores, pueden impactar sobre el desarrollo 
tumoral en presencia de SM? Una respuesta posible es la heterogeneidad tumoral 
generada por las variaciones epigenéticas. 

La epigenética es el estudio de los cambios heredables en la expresión génica causada 
por mecanismos distintos a modificaciones en la secuencia del DNA. Estos 
mecanismos tienen un rol clave en los procesos fisiológicos de los mamíferos, ya 
que determinan la especificidad en el crecimiento y la diferenciación celular. 
Además, los procesos epigenéticos están involucrados en el desarrollo de muchas 
enfermedades, entre ellas el cáncer. La regulación epigenética de la expresión génica, 
bajo circunstancias normales, se encuentra estrechamente controlada por los ARNs no 
codificantes, la metilación del DNA y coordinada por ajustes en la configuración de la 
cromatina dependiente de las histonas. Las histonas son proteínas que rodean a la 
molécula de DNA y pueden sufrir modificaciones post-traduccionales, lo cual altera 
la estructura de la cromatina, permitiendo que los factores de transcripción accedan o 
no al DNA, y en consecuencia regulando la transcripción de los genes. Se han 
encontrado al menos ocho tipos de modificaciones post- traduccionales en las 
histonas, siendo las más conocidas acetilación, metilación y fosforilación. Las 
modificaciones de las histonas funcionan mediante dos mecanismos: interfieren en 
los contactos entre nucleosomas, por ejemplo para “abrir” o compactar la 
cromatina; o interaccionan con proteínas o complejos proteicos efectores o 
transductores. Particularmente, la metilación de las histonas ocurre en el nitrógeno de 
sus cadenas laterales de lisinas y argininas y es llevada a cabo por las enzimas 
metiltransferasas de histonas (HMT). Esta modificación post-traduccional puede 
tener un efecto activador o represor de la transcripción y puede combinarse con otras 
modificaciones de histonas para regular la expresión génica12. 

Las distintas modificaciones de histonas actúan de forma combinada para formar el 
denominado “código de las histonas”, que es leído por proteínas que contienen 
dominios específicos de interacción (bromodominios que reconocen residuos 
acetilados o los cromodominios que reconocen residuos metilados)12. Estas proteínas 
son los efectores que inician respuestas biológicas como activación o represión de la 
transcripción, condensación cromosómica, etc. Este proceso de modificaciones de 
histonas o cambios epigenéticos puede sufrir aberraciones en parte debido a factores 
ambientales, de la dieta y del estilo de vida de los pacientes13–15; generando 
enfermedades, como por ejemplo el cáncer14. 

La molécula de DNA puede metilarse de manera reversible. La metilación del DNA 
es la adición covalente de un grupo metilo en la posición quinta de la citosina, la 
cual está confinada a un dinucleótido CpG. Estas regiones denominadas islas CpG se 
encuentran en los promotores de los genes ubicuos, supresores tumorales y algunos 
tejido-específicos. La hipermetilación de las islas de CpG de genes supresores 
tumorales es un mecanismo de inactivación aberrante. De esta manera varios 
procesos fisiológicos se encuentran controlados por los niveles de metilación. Este 
proceso es llevado a cabo a través de la actividad de las enzimas DNA 
metiltransferasas (DNMTs) que transfieren grupos metilos a las citosinas de las islas de 
CpG. Los cambios en la metilación correlacionan con la edad de los pacientes e 
incluyen la inactivación de genes relacionados con el cáncer, aumentando el riesgo de 
esta enfermedad16. 



 

De todas las alteraciones epigenéticas, la metilación aberrante del DNA es una de las 
más estudiadas en el CaP17. De esta manera, se ha demostrado que la hipermetilación 
del DNA en las islas CpG de genes supresores tumorales (GSTP1, E-cadherina, ER-β) 
conduce a la inestabilidad genómica y cromosómica y aumenta la proliferación 
celular. De la misma manera, la hipometilación del DNA conduce a la activación 
de oncogenes y elementos transponibles lo cual aumenta la proliferación, la 
inestabilidad genómica y confiere ventajas de crecimiento y por lo tanto favorece el 
tumoral18. 

Los miRNAs son una familia de RNAs pequeños no codificantes de 19-25 nucleótidos 
de longitud que regulan la expresión génica al unirse a la región 3´UTR de los 
mRNA y bloquear la traducción o mediar la degradación de mRNA específicos. 
Además, estas moléculas pueden remodelar la cromatina al modificar el patrón de 
metilación de una secuencia específica19,20. Cada miRNA tiene como blanco múltiples 
mRNAs, por lo cual la modulación de un mismo miRNA puede alterar la expresión de 
importantes procesos celulares. A su vez, ha sido reportado que la expresión de 
los miRNAs se encuentra desregulada en prácticamente todos los cánceres humanos, 
por lo tanto se propone que éstas moléculas podrían tener un rol clave en el 
desarrollo de la enfermedad19. Los miRNAs relacionados con el cáncer se pueden 
agrupar en dos categorías principales: oncomiRs que reprimen los genes supresores 
tumorales resultando en propiedades oncogénicas y miRs supresores tumorales 
(tsmiR), que tienen un rol clave en la supresión tumoral ya que reducen la 
expresión de proteínas oncogénicas21. A su vez, se ha descripto la existencia de 
miRNAs circulantes derivados de los tumores de cuya circulación se modifica de 
acuerdo a la evolución de la enfermedad19. Esta propiedad de los miRNAs de 
circular en fluidos corporales (sangre y orina) los ha convertido en moléculas 
atractivas para su uso como posibles biomarcadores diagnósticos y pronósticos22 o 
incluso como blancos y/o agentes terapéuticos23,24. 

Día a día surgen nuevas publicaciones apoyando el concepto de que los procesos 
epigenéticos están involucrados en el desarrollo del cáncer y que estos podrían 
utilizarse como un marcador adicional para el diagnóstico, pronóstico y la respuesta 
a la terapia de los pacientes con cáncer. 

 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 
En este proyecto proponemos la siguiente hipótesis: el diagnóstico, el pronóstico y 
la terapia de los pacientes con cáncer se pueden mejorar utilizando nuevas 
herramientas moleculares basadas en cambios epigenéticos. 

Para llevar a cabo esta hipótesis planteamos el siguiente objetivo general: Identificar 
modificaciones epigenéticas en el CaP asociado al SM. 

Para comprobar la hipótesis mencionada, proponemos desarrollar los siguientes 
objetivos específicos: 

1. Identificar miRNAs en tumores de ratones con SM y CaP. 

2. Evaluar la expresión de enzimas modificadoras de la epigenética en tumores de 
próstata desarrollados en ratones con SM. 

3. Investigar los cambios epigenéticos globales de los tumores de próstata en ratones 



 

con SM. 

4. Determinar la expresión de enzimas que catalizan marcas epigenéticas en pacientes 
con CaP utilizando herramientas bioinformáticas. 

 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Modelo in vivo de SM y CaP: Ratones NSG machos de 4 semanas de edad se 
mantuvieron de acuerdo a las normas de cuidado del IBYME y fueron alimentados con 
una dieta control (DC) que contiene 3120 Kcal/kg (n=6) en base a pellets o una 
DG que contiene 4520 Kcal/kg (n=6) generada por el agregado de grasa de origen 
animal a los pellet.  Los animales fueron pesados una vez por semana, y luego de 12 
semanas de dieta se realizó una medición de glucemia utilizando tiras reactivas y 
glucómetro (Accu-Check performa®, Roche). Luego, los ratones con SM (DG) o 
animales control (DC) fueron inoculados de manera s.c. en el flanco izquierdo con 
4,5x106 células de CaP insensibles a andrógenos PC3. Se midió el tamaño tumoral de 
los xenotransplantes tres veces por semana, utilizando un calibre digital y se calculó el 
volumen tumoral. 4 semanas, luego de la inoculación, los animales se sacrificaron y 
se obtuvo sangre vía intracardíaca, la cual se dejó coagular para separar la fracción 
plasmática. El plasma de los animales se utilizó para la determinación de los niveles de 
colesterol (Colestat enzimático AA, Wiener Lab) y de triglicéridos (TG color GPO-
PAP, Wiener Lab). Además, los tumores fueron recolectados y congelados en Tri- 
Reagent o solos a -70 C para RT-qPCR y WB respectivamente. Adicionalmente, 
una fracción se fijó en formalina para análisis histológicos. 

 
Stem-loop RT-qPCR (qPCR para miRNAs): Previamente en nuestro laboratorio 
hibridamos microarreglos de expresión de miRNA con muestras de RNA circulante 
obtenido del suero de pacientes con CaP o donantes sanos25. Para ello, los pacientes 
diagnosticados con CaP, sin tratamiento, se dividieron en subcategorías según el grado 
de Gleason. Luego de la normalización de los datos, identificamos una lista de 
miRNAs que propusimos validar en este proyecto por la técnica de stem-loop RT-
qPCR. Para ello, los miRNAs se aislaron partir de los tumores descriptos utilizando 
TRIreagent. A continuación se llevó a cabo la retrotranscripción (RT), utilizando un 
kit comercial y un primer stem- loop que alarga el producto de 22 nt originales a 
60 nt. Finalmente realizamos la qPCR, utilizando Taq polimerasa y Syber green. El 
primer reverse utilizado es un primer universal complementario al oligo stem-loop, y el 
primer forward se diseñó en base a la secuencia del miRNA. 

 
RT-qPCR: La acetilación y deacetilación de histonas está mediada por enzimas 
acetiltransferasas de histonas (HAT), como por ejemplo EP300, CBP, TIP60 y 
HBO1; y por deacetilasas de histonas (HDAC), como por ejemplo SIRT1, HDAC1 
y HDAC2. La metilación y demetilación de histonas esta mediada por las enzimas 
metiltransferasas de histonas (HMT), como por ejemplo EZH1, EZH2, RIZ1, 
SUV39H1 y SUV4-20H8; y por demetilasas de histonas (HDMT), como por ejemplo 
KDM2, KDM4 y JMJD5. Finalmente, la metilación y la demetilación del DNA es 
catalizada por las metiltransferasas del DNA (DNMT), como por ejemplo DNMT1, 
DNMT3A, DNMT3B y las demetilasas TET2 y TET3. En este trabajo, aislamos el 
RNA total de los tumores descriptos anteriormente utilizando Tri-Reagent y luego 



 

realizaremos RT-qPCR de todas las HAT, HDAC, HMT, HDMT y DNMT 
mencionadas, utilizando primers específicos que diseñamos con los programas Beacon 
Designer 5 y UCSC Genome Browser Home URL utilizando la metodología descripta 
previamente6. 

 
Inmunohistoquímica (IHQ) y western blot (WB): Los tumores descriptos 
anteriormente que habían sido fijados en formalina se utilizaron para la técnica de 
Hematoxilina & Eosina (H&E) e IHQ y los que habían sido congelados a -70 C para 
WB, siguiendo las metodologías previamente descriptas6. En estos tumores, se 
compararon los niveles de histonas metiladas y de metilación de DNA (5-
metilcitosina) de los tumores que fueron desarrollados en animales con SM en 
comparación con los tumores generados en animales control. Para el WB se utilizó el 
anticuerpo primario para los niveles basales de histona 3 (06-599, Millipore) y para 
las distintas modificaciones epigenéticas se utilizaron los siguientes anticuerpos 
primarios: 

Metilación de histonas: Anti-trimetil-Lys4-H3 (H3K4me3) (9751, Cell signaling), 
Anti- trimetil-Lys9-H3 (H3K9me3) (ab8898, Abcam), Anti-dimetil-Lys27 
(H3K27me2) (9733, Cell signaling), Anti-dimetil-Lys36-H3 (H3K36me2) (2901, Cell 
signaling). 

Control de carga: Anti-H3 total (sc-56616, Santa Cruz Biotechnology) Metilación del 
ADN: Anti-5-metilcitosina (10805, Abcam). 

 
Análisis bioinformático con oncomine: Una vez identificada que enzimas 
modificadoras de la epigenética en los tumores de próstata desarrollados en animales 
con SM se encuentran alteradas, procedimos a evaluar la expresión de los genes que 
codifican para estas enzimas en muestras de pacientes con CaP o individuos sanos 
utilizando la herramienta bioinformática oncomine (https://www.oncomine.org/). Esta 
herramienta permite evaluar múltiples grupos de datos de microarreglos de 
expresión de tumores de próstata de pacientes y compararlos con datos de individuos 
sanos o pacientes con otro tipo de tumor. 

 
Análisis bioinformático con cBioportal: Utilizando la herramienta bioinformática 
cBioportal (http://cbioportal.org/) evaluamos la presencia de alteraciones en los genes 
que codifican para estas enzimas modificadoras de la epigenética. Esta herramienta 
integra un conjunto de datos genómicos de cáncer a gran escala. El análisis se 
realizara a partir de un estudio del perfil genómico (mutaciones somáticas, 
alteraciones en el número de copias, y expresión génica) de más de 2000 pacientes 
con CaP. En los casos en donde se detectaron alteraciones genéticas, se evaluaron las 
curvas de Kaplan Meyer de sobrevida global y progresión libre de enfermedad. 

 
Análisis estadístico: Los diferentes ensayos fueron analizados como se indica en cada 
caso utilizando el programa SigmaPlot 12.0. En los gráficos se representa el 
promedio de los experimentos realizados con su desvío estándar normalizado el control 
a 1 para que sea más fácil su lectura. Se realizaron pruebas T de Student o 
ANOVA de una vía seguido de prueba de Tukey. Se usaron las pruebas de Sahpiro-
Wilk y Levene para evaluar la normalidad y la homogeneidad de las varianzas. 
Asimismo se expresa la significancia como 



 

* para p<0,05; **para p<0,01; y *** para p<0,001. En caso de ausencia de * es 
que el análisis fue no significativo. 

 
 
RESULTADOS 

 
Modelo murino de SM y CaP 

Para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto, en primer lugar 
desarrollamos un modelo murino de SM y CaP en el cual ratones NSG machos 
fueron alimentados con una DC o una DG para inducir un estado similar al SM e 
inoculados con células de CaP PC3. Como se observa en la Figura 1, los ratones 
alimentados con una DG desarrollaron una enfermedad similar al SM, ya que 
mostraron un aumento de colesterol sérico (Figura 1D), y esteatosis hepática (Figura 
1E) al final del experimento. El peso corporal de los ratones (Figura 1A) así como 
los valores de glucemia (Figura 1B) y triglicéridos (Figura 1C) en sangre, no se 
vieron significativamente afectados por la DG. Sin embargo, es importante 
mencionar que los ratones de la cepa NSG son diabéticos, por lo que tanto 
animales control como tratados presenten niveles elevados de glucosa en sangre. 

En cuanto al crecimiento tumoral, no se observaron diferencias significativas en el 
volumen tumoral durante el experimento (Figura 1F). Asimismo, tampoco se 
encontraron diferencias a nivel histológico independientemente de la dieta (Figura 1G). 



 

 

 

Figura 1: La DG aumenta el colesterol y genera esteatosis hepática en ratones 
de la cepa NSG. Ratones de la cepa NSG fueron alimentados con DG o DC 
comenzando a las 4 semanas de edad y hasta finalizar el experimento. A) Curvas de 
variación de peso corporal de los animales. Se grafican las medias por tratamiento 
con sus respectivos desvíos (n=6 por grupo). B), C) y D) parámetros bioquímicos 
medidos en muestra de sangre (Glucemia, Triglicéridos y Colesterol, 
respectivamente). Se grafican las medianas y sus respectivos desvíos para cada dieta. 
E) Tinción con H&E en cortes histológicos de hígado de ratones de la cepa NSG. Se 



 

muestran campos representativos. F) Curvas de crecimiento de células PC3 
inoculadas en ratones NSG alimentados con DC o DG. Se grafica las medias por 
tratamiento con sus respectivos desvíos. G) Tinción con H&E de cortes histológicos 
mostrando el grado de diferenciación y las características estructurales de los 
xenotransplantes. Se muestran campos representativos. *p<0,05. 

 
El SM induce la expresión de los miRNAs miR-320a, miR-101-3p, miR-
3613- 3p, miR-2277-5p, miR-1207-5p y miR-5095 en xenotransplantes PC3 

Previamente, en nuestro laboratorio hibridamos microarreglos de expresión de 
miRNAs con muestras de RNA circulante obtenido del suero de pacientes con 
CaP o donantes sanos25. Para ello, los pacientes diagnosticados con CaP, sin 
tratamiento, se dividieron en subcategorías  según  el  grado  de  Gleason.  Después  
de  la  normalización  de  los  datos, identificamos 12 miRNAs (hsa-miR-4668-5p, 
3613-3p, 6750-5p, 2277-5p, 320e, 548x-3p, 4532, 101-1, 101-5p, 320a, 3659 y4737) 
que aumentaron en suero de pacientes con CaP en comparación con donantes sanos 
(Figura 2). De la misma manera, 55 miRNAs (hsa-miR- 6798-5p, 663a, 4758-5p, 
1207-5p, 5095, etc.) disminuyeron en suero de pacientes con CaP en comparación con 
donantes sanos (Figura 2). 

Para validar estos resultados, en este trabajo medimos la expresión de estos miRNAs 
por stem-loop RT-qPCR en el modelo murino descripto anteriormente. Como se 
muestra en la Figura 3, los miRNAs hsa-miR-3613-3p, 2277-5p, 101-3p, 320a, 
1207-5p y 5095 aumentaron significativamente en los tumores de ratones con SM 
comparación con los animales control. No se observaron cambios en la expresión de 
los miRNAs hsa-miR-4668- 5p, 320e y 4532 por la dieta. Por lo tanto, estos 
resultados demuestran que el SM induce una expresión de miRNAs aberrante en 
tumores de próstata, favoreciendo el desarrollo tumoral prostático. 

 

 



 

Figura 2. A) Mapa de calor (Heat map) de la totalidad de sondas analizadas por 
los microarreglos. Se extrajo RNA de muestras de sangre de pacientes con CaP 
(n=11), HPB (n=9) o VS (n=24). Las muestras de pacientes con CaP fueron 
agrupadas de acuerdo al grado de Gleason (G) del tumor, grado 6 (n=3), grado 7 
(n=5) y grado 8-9 (n=3). Por su parte las muestras de voluntarios sanos (VS) fueron 
agrupadas dependiendo si manifestaban características asociadas al SM o no, 
utilizando 4 microarreglos hibridados con RNAs circulantes de 6 pacientes cada uno. 
Dos de los microarreglos fueron hibridados con muestras de pacientes con alteraciones 
metabólicas. B) Lista de miRNAs diferencialmente aumentados o disminuidos en la 
circulación de pacientes con CaP vs VS. 

 

 

 

 

Figura 3. Stem-loop RT-qPCR para los miRNAs indicados de muestras de 
xenotransplantes de ratones NSG DC o DG. Los datos se normalizaron a la media 
geométrica de los miRNAs miR-17-5p, miR-191-5p y miR- 103a-3p y a la DC. El 
análisis estadístico se realizó por el test T-Student. *p<0,05, **p<0,01. 

 
El  síndrome  metabólico  induce  alteraciones  en  la  expresión  de  
enzimas reguladoras de la epigenética en tumores de próstata insensibles a 
andrógenos 

Como se comentó en la introducción, existen al menos 3 mecanismos epigenéticos 
de regulación génica: los ARNs no codificantes, entre los cuales se encuentran los 
miRNAs, la metilación del DNA y las modificaciones de histonas (acetilación, 
metilación, fosforilación, ubiquitinación, etc). La acetilación y deacetilación de 
histonas está mediada por enzimas acetiltransferasas de histonas (HAT), como por 
ejemplo EP300, CBP, TIP60 y HBO1; y por deacetilasas de histonas (HDAC), 
como por ejemplo SIRT1, HDAC1 y HDAC2. La metilación y demetilación de 



 

histonas esta mediada por las enzimas metiltransferasas de histonas (HMT), como 
por ejemplo EZH1, EZH2, RIZ1, SUV39H1 y SUV4-20H8; y por demetilasas de 
histonas (HDMT), como por ejemplo KDM2, KDM4 y JMJD5. Finalmente, la 
metilación y la demetilación del DNA es catalizada por las metiltransferasas del 
DNA (DNMT), como por ejemplo DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y las 
demetilasas TET2 y TET3.  En  este  trabajo,  utilizando  los  tumores  de  próstata  
descriptos  anteriormente evaluamos los niveles de expresión de las enzimas HATs, 
HDACs y HMTs por RT-qPCR. Pudimos determinar que los ratones NSG alimentados 
con DG mostraron una inducción en la expresión de la metilasa de DNA DNMT1, 
mientras que no se observaron cambios para DNMT3A, DNMT3B, TET2 y TET3, en 
los tumores respecto a los animales DC (Figura 4A). En cuanto a las metilasas de 
histonas, encontramos que los niveles de SUV39H1 disminuyeron, mientras que los 
de RIZ1 y GADD45A aumentaron, marcadamente en los tumores por la DG; no se 
observaron cambios en la expresión de EZH2 y SUV4-20H1 (Figura 4B). 
Adicionalmente, la DG aumentó la expresión de la histona acetiltransferasa EP300 y 
disminuyó la expresión de la desacetilasa de histonas HDAC2 (Figura 4C). 

Además, evaluamos la expresión de tres genes targets de DNMT1 reportados en la 
literatura, CDH1, ZEB1 y CDKN1; como se observa en la figura 4D, la disminución 
de DNMT1 producida por la DG, indujo la expresión de ZEB1 y reprimió la 
expresión de CDH1. 

En conjunto estos resultados indican que el SM induce alteraciones en la expresión 
de enzimas reguladoras de la epigenética en tumores de próstata, lo cual podría dar 
lugar a alteraciones globales en el empaquetamiento de la cromatina afectando los 
perfiles de expresión génica. 



 

 
 

Figura 4: A-D) RT-qPCR para los genes indicados de muestras de xenotransplantes 
de ratones NSG DC o DG.Los datos se normalizaron a Actb y a la DC. El análisis 
estadístico se realizó por el test T Student. *p<0,05, **p<0,01. 

 

El síndrome metabólico afecta la metilación del ADN y de histonas en 
tumores de próstata murinos 

Considerando que la DG indujo alteraciones en la expresión de enzimas reguladoras 
de la epigenética en tumores de próstata insensibles a andrógenos, a continuación 
decidimos evaluar los niveles de un panel de diferentes modificaciones o marcas 
epigenéticas, centrándonos en los procesos de metilación. Para ello, evaluamos por 
IHQ el patrón de metilación de histonas (3meH3K4, 3meH3K9, 2meH3K36) y 
metilación del ADN (5- MetilCitosina) en los tumores descriptos anteriormente. El 
puntaje de inmunoreactividad (SIR) obtenido por la cuantificación de las IHQ de las 
marcas realizada en estos tumores, demostró que los niveles de metilación de DNA 
(5MeC) aumentaron por la DG en los tumores. Asimismo, los niveles proteicos de 
3meH3K9 fueron significativamente mayores en DG (SIR = 3,6) en comparación 
con los ratones DC (IRS = 2,2) (Figura 5). No se observaron cambios en la 



 

cantidad de marca 3meH3K4 y 2meH3K36 por la dieta (Figura 5). Asimismo, por 
WB pudimos determinar que los niveles proteicos de 3meH3K9 fueron 
significativamente mayores en DG en comparación con los ratones DC (Figura 6). Al 
igual que por IHQ, observamos que no se observaron cambios en la cantidad de marca 
3meH3K4 y 2meH3K36, medido por WB, por la dieta (Figura 6). 

 
 

 

Figura 5. Inmunohistoquímica (IHQ) para las proteínas indicadas en xenotransplantes 
PC3 desarrollados en ratones NSG alimentados con DC o DG. Amplificación 100x y 
400x. La evaluación de las IHQ se llevo a cabo por un patólogo sin conocimiento de 
la información de los grupos y utilizando un puntaje de inmunoreactividad (SIR). El 
SIR proporciona un rango de 0-12 como producto de la multiplicación entre la 



 

puntuación de proporción de células positivas (0-4) y la puntuación de intensidad de 
tinción (0-3) 

 
 

 

 

Figura 6. Niveles de proteína de 3meH3K4, 3meH3K9, 2meH3K36 y H3 total en 
xenotransplantes PC3 desarrollados en ratones NSG alimentados con DC o DG por WB. 
La cuantificación y normalización a H3 total y los controles se muestra debajo de cada 
banda. 

 

Expresión diferencial de genes epigenéticos en la glándula prostática 
normal versus carcinoma de próstata en muestras de pacientes 

A continuación, y una vez identificadas las enzimas modificadoras de la epigenética 
que se encuentran alteradas en los tumores de próstata desarrollados en animales con 
SM, estudiamos la expresión de los genes que codifican para estas enzimas en 
muestras de pacientes con CaP o individuos sanos utilizando la herramienta 
bioinformática oncomine. Como se observa en la Figura 7, encontramos que la 
expresión de DNMT1 y GADD45A se encuentra significativamente disminuida, 
mientras que la de RIZ1, HDAC2 y EZH2 aumentada en tumores de próstata en 
comparación con la gandula prostática normal. Aunque la expresión de SUV39H1 no 
mostro cambios al comparar CaP vs tejido, encontramos una represión en su 
expresión en el CaP en comparación con otros tipos de tumores, como los de mama o 
pulmón. 

 



 

 

Figura 7. La expresión génica se evaluó en la glándula prostática normal, carcinomas 
de próstata y otros tipos de cáncer a partir de múltiples conjuntos de datos de 
pacientes, utilizando la herramienta bioinformática Oncomine. Los genes expresados 
diferencialmente se seleccionaron considerando un p≤0,05 y veces de cambio (VC) ± 
1.5. 

 

Las alteraciones genéticas en los genes implicados en la metilación del 
ADN y las modificaciones de las histonas impactan en la sobrevida global 
de los pacientes con CaP 

Finalmente, evaluamos la presencia de alteraciones en los genes que codifican para 
estas enzimas modificadoras de la epigenética utilizando la herramienta bioinformática 
cBioportal. El análisis se realizó a partir de un estudio del perfil genómico 
(mutaciones somáticas, alteraciones en el número de copias, y expresión génica) de 
más de 2000 pacientes con CaP. En los casos en donde se detectaron alteraciones 
genéticas, se evaluaron las curvas de Kaplan Meyer de sobrevida global y progresión 
libre de enfermedad. Como se observa en la Figura 8, encontramos la amplificación 
y la deleción son las alteracions genéticas más frecuentes en los genes DNMT1, 
SUV39H1, GADD45A, RIZ1, HDAC2 y 



 

EP300 en el CaP. Asimismo, los pacientes que presentaron alteraciones genéticas en 
DNMT1 o SUV39H1 mostraron una disminución en la sobrevida global, mientras que 
no se observaron diferencias en la progresión libre de enfermedad (datos no mostrados). 

 

 

Figura 8. Las alteraciones genéticas, la sobrevida global y la progresión libre de 
enfermedad se evaluaron en pacientes con CaP, utilizando la herramienta 



 

bioinformática cBioPortal. Esta herramienta integra conjuntos de datos genómicos del 
cáncer a gran escala. Se analizaron más de 4000 casos en total. 

 
 
DISCUSIÓN 

 
A pesar de la alta incidencia y mortalidad que presenta el CaP, los únicos factores de 
riesgo ampliamente reconocidos y más estudiados son la edad, la raza y la historia 
familiar. Sin embargo, como describimos a lo largo de este trabajo, el ambiente y el 
estilo de vida, son factores que se encuentran relacionados con el riesgo de 
desarrollar esta patología. Por ejemplo, se observó que la adopción de un estilo de 
vida occidental, entiéndase sedentarismo y dietas con alto contenido calórico (grasas, 
azucares y carnes rojas), contribuye al aumento del riesgo de desarrollar CaP26. 

En las últimas dos décadas, la prevalencia del SM ha ido incrementando a nivel 
mundial, tanto que hoy en día es considerado un serio problema de salud pública en 
muchos países. La obesidad, uno de los factores asociados al SM, es un factor de 
riesgo para enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo II; y en los últimos años ha 
sido asociada con el riesgo de desarrollar  diferentes  tipos  de  cáncer.  Diversos  
estudios  epidemiológicos  sugieren  una asociación significativa entre el aumento del 
índice de masa corporal (IMC) y algunos tipos de cáncer como los hematológicos, de 
páncreas, próstata y mama entre otros27. Asimismo, un meta-análisis reciente reveló 
que el SM está asociado con  un peor  pronóstico, un aumento de la agresividad 
tumoral y una mayor tasa de recurrencia bioquímica de los pacientes con CaP28. A 
pesar de esto, no existen evidencias definitivas que determinen los mecanismos 
moleculares responsables del aumento del riesgo de CaP en personas con SM. Debido 
a esto y con el objetivo de entender las bases moleculares por el cual el SM 
promueve el desarrollo y la progresión del CaP, en este trabajo nos propusimos 
identificar las alteraciones epigenéticas en el CaP asociado al SM. 

En primer lugar, en este trabajo desarrollamos un modelo murino de SM y CaP 
utilizando ratones NSG a los cuales alimentamos con una DC o DG por un período 
de 12 semanas e inoculamos con células de CaP humanas insensibles a andrógenos 
PC3. Estudiando este modelo in vivo en detalle, pudimos determinar que los 
animales alimentados con DG desarrollaron una enfermedad similar al SM ya que 
presentaron dislipidemia, hiperglucemia y esteatosis hepática al final del 
experimento. En cuanto al crecimiento tumoral, al igual que en trabajos previos de 
nuestro grupo utilizando esta línea celular, no observamos diferencias significativas 
por la dieta4,7. 

Como se comentó en la introducción, los tres mecanismos epigenéticos más 
importantes son los ARNs no codificantes, la metilación del DNA y las modificaciones 
de histonas. 

Desde hace algunos años, nuestro laboratorio se centra en el estudio de los ARNs 
no codificantes, particularmente los miRNAs, en el cáncer. De esta manera, 
previamente hibridamos microarreglos de expresión de miRNAs con muestras de 
RNA circulante obtenido del suero de pacientes con CaP o donantes sanos y 
encontramos un grupo de miRNAs que se encontraban aumentados en suero de 
pacientes con CaP en comparación con donantes sanos. En este trabajo, nos 
propusimos validar la expresión de este grupo de miRNAs por RT-qPCR en los 



 

tumores descriptos anteriormente. De esta forma, pudimos determinar la DG aumenta 
la expresión endógena de los miRNAs hsa-miR-3613-3p, 2277- 5p, 101-3p, 320a, 
1207-5p y 5095. 

Diversos estudios demuestran que estos miRNAs alterados por la DG tienen un rol clave 
en el desarrollo y la progresión del cáncer. Por ejemplo, se ha reportado que la 
sobreexpresión del miR-3613-3p provoca una disminución en la expresión de 
varios genes supresores tumorales, como APAF1, llevando a una disminución de la 
apoptosis en células de neuroblastoma29. Asimismo, en carcinoma hepatocelular, se ha 
reportado que este miRNA reprime la expresión de BIRC5, CDK1, NUF2, ZWINT y 
SPC24 disminuyendo la proliferación celular30. Más aún, este miRNA, en conjunto 
con los miRs 4484, miR-1281, miR-3178, miR-4532, miR-4668-5p, miR-1825, 
miR-4487, miR -455-3 y miR-940, se encuentran aumentados en suero de pacientes 
con carcinoma hepatocelular y tendrían un rol clave en la progresión del cáncer, la 
invasión vascular y la vigilancia inmune31. En cuanto al miR-101-3p, un amplio rango 
de trabajos indican que este miRNA actuaria como tsmiR inhibiendo el desarrollo y 
la progresión tumoral en carcinoma hepatocelular, cáncer de pulmón de células no 
pequeñas, cáncer glándulas salivales y cáncer de mama32–34. De la misma manera, 
distintos trabajos establecen al miR-320a como un tsmiR en cáncer de mama, 
colorrectal y de endometrio35–37. Por ejemplo, se ha reportado que el miR-320a 
suprime la metástasis del cáncer de mama y colorrectal al inhibir directamente la 
expresión de metaderina y Rac1 respectivamente35,36. Por su parte, el miR-1207-5p 
se encuentra disminuido en cáncer gástrico y suprime el crecimiento y la invasión de 
este tipo tumoral al inhibir la telomerasa inversa transcriptasa38,39. Asimismo Zhao et al. 
reportaron que el miR- 1027-5p inhibe el crecimiento y la invasión del carcinoma 
hepatocelular a través de la vía de señalización de Akt/mTOR mediada por la ácido 
graso sintasa40. Si bien estos tres estudios establecen al miR-1207-5p como un 
supresor tumoral, un estudio de Yang et al. muestra que este miRNA actuaria como 
un oncomiR al promover la proliferación de células de cáncer de mama inhibiendo a 
STAT6, el cual controla la expresión de CDKN1A y CDKN1B41. 

Una vez identificado que la DG induce cambios en la expresión de miRNAs en tumores 
de próstata, a continuación decidimos estudiar el impacto de la DG sobre otros 
mecanismos epigenéticos como la metilación del DNA y las modificaciones de 
histonas. Para ello, en primer lugar evaluamos por RT-qPCR la expresión de enzimas 
modificadoras de la epigenética como metilasas de DNA, HATs, HDAC y HMTs. 
De esta forma, pudimos determinar que la DG induce cambios en la expresión de 
DNMT1, SUV39H1, RIZ1, GADD45A, EP300 y HDAC2. Además la expresión de 
CDH1 y ZEB1, dos targets de DNMT1, se vieron afectados por la DG. Más aun, por 
IHQ y WB pudimos determinar que los cambios en la expresión de enzimas 
modificadoras de la epigenética se traducen en un aumento en la metilación del 
DNA y de la trimetilación de la lisina 9 en la histona 3 (3meH3K9). 

Tres enzimas principales son responsables de la metilación del ADN en eucariotas: 
DNMT1, DNMT3a y DNMT3b42–44. DNMT1 es una metilasa de mantenimiento que 
está implicada principalmente en conservar los patrones de metilación que se producen 
durante la replicación celular y preferentemente metila el ADN hemi-metilado. Es la 
metiltransferasa de mantenimiento más estudiada y presenta una alta expresión en 
células y tejidos tumorales. En CaP, se ha reportado que en el modelo de ratón 
transgénico (TRAMP), la expresión de DNMT aumenta durante la progresión del 
cáncer45,46. Asimismo, el inhibidor de DNMT 5-azacitidina (5-aza-CR), así como su 
derivado desoxi, 5-aza-2'- desoxicitidina (5-aza-CdR), previenen la progresión de la 



 

enfermedad prostática y el desarrollo de metástasis en ganglios linfáticos en este 
modelo animal47. Además, se ha reportado que las células tumorales de próstata 
pueden adquirir independencia de andrógenos tras la terapia hormonal a través de 
mecanismos epigenéticos que implican modificaciones de la expresión y actividad 
de DNMT tanto en pacientes tratados con bicalutamida como terapia hormonal 
neoadyuvante como en modelos in vitro48–50. Estudios de Gravinia et al. demostraron 
que la actividad de DNMT y los niveles de DNMT1, DNMT3a y DNMT3b son 
significativamente mayores en cultivos primarios derivados de pacientes con CaP en 
comparación con HPB. Además, la actividad de DNMT es mayor en células de CaP 
independientes de andrógenos más agresivas en comparación con las células de CaP 
dependientes de andrógenos con baja tumorigenicidad. Conjuntamente, un estudio de 
Lee et. al del año 2016 demostró la disminución de DNMT1 tiene un rol crucial en la 
inducción de metástasis y la tumorigenesis del CaP. Es así, que el pre-tratamiento 
de células de CaP con el inhibidor de DNMT 5-Aza aumenta el crecimiento 
tumoral y la diseminación metasásica a tejidos óseos en modelos animales51. 

Por su parte, SUV39H1 es una histona metiltransferasa que cataliza principalmente 
la trimetilación de la lisina 9 en la histona H3 (3meH3K9) y podría tener un rol 
clave en el CaP. Un estudio reciente de Yu et al. demostró que la sobreexpresión de  
SUV39H1 aumenta la migración de células de CaP. Además, existe una correlación 
positiva entre la expresión de SUV39H1 y la progresión del CaP. La eliminación de 
SUV39H1 en las células CaP reduce la fosforilacion de integrina αV y β1, así como 
los niveles de la quinasa de adhesión focal fosforilada (FAK), que es esencial para la 
señalización de la adhesión y la migración de células tumorales52. Más aun, se ha 
reportado que la expresión de SUV39H1 se encuentra fuertemente asociada con la de 
DNMT1 en cáncer colorrectal53. Por lo tanto, la desregulación de la expresión y 
actividad de enzimas reguladoras de la epigenética como DNMT1 y SUV39H1 podría 
tener un rol clave en la transformación y la progresión tumoral prostático. 

Finalmente, en este trabajo evaluamos la expresión y las alteraciones genéticas de 
las enzimas reguladoras de la epigenética que fueron alteradas por la DG, en un gran 
número de pacientes con CaP utilizando las herramientas bioinformáticas Oncomine y 
C-Bioportal. 

Encontramos que la expresión de DNMT1 y GADD45A se encuentra 
significativamente disminuida, mientras que la de RIZ1, HDAC2 y EZH2 aumentada en 
tumores de próstata en comparación con la gandula prostática normal. Además, la 
expresión de SUV39H1 se encuentra fuertemente disminuida en el CaP en 
comparación con otros tipos de tumores, como los de mama o pulmón. Asimismo, 
pudimos determinar que la amplificación y la deleción son las alteracions genéticas 
más frecuentes en los genes DNMT1, SUV39H1, GADD45A, RIZ1, HDAC2 y 
EP300 en el CaP. Más aun, los pacientes que presentaron alteraciones genéticas en 
DNMT1 o SUV39H1 mostraron una disminución significativa en la sobrevida global. 

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la dieta alta en 
grasa tiene un rol crítico en el desarrollo del CaP a través de la remodelación del 
epigenoma de próstata. 

 
 
Teniendo en cuenta la reciente aparición de biomarcadores de CaP basados en 
epigenética, la identificación de las alteraciones epigenéticas comunes dependientes 
de la dieta y del cáncer podría ser útil para la estratificación del riesgo de los 



 

pacientes y para el desarrollo de nuevas herramientas para ser utilizadas 
terapéuticamente para prevenir o tratar el cáncer. 

 
 
ABSTRACT 
 
Epigenetic alterations associated to metabolic syndrome and prostate cancer 

DNA methylation, histone modifications and microRNAs are important epigenetic 
mechanism of gene regulation that can be detected before prostate cancer (PCa) 
becomes invasive, suggesting they are pivotal events in tumor initiation and 
progression. Metabolic syndrome (MeS) increases PCa’s risk and aggressiveness. Our 
hypothesis is that MeS induces aberrant epigenetic changes in PCa favoring tumor 
development. To address this hypothesis, MeS was induced in NSG male mice by 
chronically feeding them with high fat diet (HFD). After 12 weeks of diet, PC3 
androgen- insensitive PCa cells were injected s.c. on MeS and control diet fed mice. 
After tumor growth, mice were sacrificed and tumors were collected. By RT-qPCR we 
determined that DNMT1 and SUV39H1 expression levels were repressed while RIZ1, 
GADD45A, HDAC2,  EP300  and  hsa-miR-3613-3p,  2277-5p,  101-3p,  320a,  1207-
5p,  5095  were increased in MeS mice. Furthermore, by immunohistochemistry and 
western blot, we found an increased in DNA methylation and trimethylation of lysine 9 
in histone 3 (3meH3K9) in MeS mice. Additionally, we evaluated multiple microarray 
datasets from patients using Oncomine. We found that DNMT1 and GADD45A 
expression were significantly downregulated, whereas RIZ1 and HDAC2 were 
upregulated, in PCa compared to normal prostate gland. Although SUV39H1 expression 
showed no changes comparing prostate tumors vs normal tissue, we found a deep 
deletion in its expression compared to other tumor types, such as breast or lung cancer. 
We also analyzed genetic alterations for these genes (cBioportal) revealing 
amplification or deletion as the most frequent genetic alterations in PCa. Finally, PCa 
patients with DNMT1 and SUV39H1 alterations showed a decreased in overall survival. 
In summary, MeS induces epigenetic modifications that result in global alterations in 
chromatin packaging, regulating the access of the transcriptional machinery to target 
genes and thereby modulating gene expression profiles. 
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INFORME FINAL 
 
En este proyecto proponemos explorar la relación entre la enfermedad de Parkinson y los 
cánceres de próstata y melanoma desde un abordaje molecular y celular, centrándonos 
principalmente en el estudio de la implicación de proteínas de la familia de las sinucleínas 
en procesos asociados al desarrollo de tumores.  
En primer lugar se propuso estudiar el efecto de la modulación de los niveles de expresión 
de estas proteínas sobre el crecimiento celular y las capacidades migratorias e invasivas 
de las células tumorales.  
 
Con el objeto de alcanzar los primeros objetivos se realizaron los siguientes abordajes: 
 
- Caracterización de los niveles de expresión basales de alfa, beta y gama-sinucleína en 
distintas líneas celulares de cáncer de próstata y melanoma: 
 
a) Se realizaron nuevos estudios bioninformáticos que indican que la expresión de alfa-
sinucleína podría tener un valor pronóstico en pacientes con melanoma. Estos datos están 
en concordancia con observaciones similares descritas en la bibliografía que asocian la 
expresión de alfa-sinucleína con la evolución tumoral de melanoma hacia estadios más 
agresivos [1]. 

b) Se crecieron las siguientes líneas celulares de melanoma: A375, Colo829, SKMel28, 
4434, 5555 y B16 (las tres primeras de origen humano, las últimas de origen murino); y 
las líneas celulares de cáncer de próstata humano PC3, DU145 y LNCaP. 

c) Se realizaron extractos proteicos para la inmunodetección por Western Blot de los 
distintos miembros de la familia en las líneas celulares mencionadas. Los resultados 
preliminares indican que todas las líneas evaluadas muestran niveles detectables de 
expresión de alfa-sinucleína y niveles variables de expresión de gama-sinucleína. No se 
evalúa la expresión de beta-sinucleína porque no disponemos a la fecha de anticuerpo 
para reconocer a ese miembro de la familia. 

Respecto a la detección de alfa-sinucleína, nuestros resultados preliminares sugieren que 
alguna/s de las líneas celulares de melanoma podrían mostrar la presencia de formas de 
alto peso molecular de alfa-sinucleína (dímeros, tetrámeros). Este resultado necesita ser 



  

explorado en mayor profundidad ya que resulta de sumo interés para el desarrollo del 
proyecto de investigación.  

d) Se visualizó por inmunotinción y microscopía de fluorescencia, la expresión en células 
de melanoma y cáncer de próstata de alfa y gamma-sinucleína. 

e) Se realizaron preparaciones de ARN de todas las líneas celulares en estudio para 
evaluar los niveles de expresión de los mensajeros por RT-PCR. En estos momentos se 
está poniendo a punto la reacción de PCR a partir de los cADNs sintetizados para proceder 
posteriormente a la cuantificación mediante  mediantemediante RT-PCR.  

f) Durante los últimos meses se puso a punto la realización de geles de poliacrilamida en 
condiciones nativas, y pudimos observar claramente la presencia de especies de alfa-
sinucleína de alto peso molecular en extactos proteicos provenientes de células de 
melanoma B16 y A375. La existencia de formas de sinucleína de alto peso molecular 
concuerda con otras observaciones descritas previamente en la literatura en otras líneas 
celulares [1]. 

g) Se realizó un fraccionamiento subcelular a partir de células de melanoma utilizándose 
la técnica de lisis secuencial, que permite conseguir una fracción proteica citoplasmática, 
una fracción de proteínas unidas a membranas y una última fracción nuclear. A través de 
estos ensayos hemos comprobado que el mayor porcentaje de alfa-sinucleína se encuentra 
unida a membrana y en citosol. Escasa cantidad de esta proteína fue detectada en la 
fracción nuclear. Estos resultados son aparentemente contradictorios con observaciones 
de otros grupos en las que describen la presencia de alfa-sinucleína nuclear en células de 
melanoma [2] y con la observación de cierta cantidad de esta proteína en la región nuclear 
(o perinuclear) detectada por técnicas de inmunofluorescencia y microscopía confocal. 
Posteriores estudios determinarán a qué compartimento subcelular se encuentra asociada 
esta proteína. Estos estudios incluyen visualizaciones por microscopía confocal y 
fraccionamientos subcelulares en gradientes de sacarosa. Resta por confirmar si la banda 
de mayor peso molecular corresponde a la forma tetramérica de esta proteína [3] o bien 
si es el resultado de una reacción inespecífica del anticuerpo utilizado. Esta banda de 
mayor peso molecular se observa también en extractos provenientes de células de 
neuroglioma y neuroblastoma (datos no mostrados), pero se ha programado el uso de 
anticuerpos alternativos para determinar la especifidad de la señal observada.  

Con respecto a la proteína gamma-sinucleína, hemos realizado un primer fraccionamiento 
de células de melanoma que sugiere que la localización subcelular de esta proteína 
parecería estar estrechamente determinada por la especie molecular en que se encuentre 
la misma, distribuyéndse de distinta manera la especie monomérica y la especies de 
mayor peso molecular en las diferentes fracciones subcelulares. La presencia de distintas 
formas de alto peso molecular de esta proteína también fue descrita previamente en la 
bibliografía [4,5].    

 
- Generación de líneas celulares con niveles aumentados y disminuidos de sinucleínas. 
 
a) Se diseñaron estrategias de silenciamiento por shARN para alfa- beta- y gamma-
sinucleína (tanto de origen murino como humano). Se generaron constructos para 
proceder al silenciamiento. Muestras de los plásmidos generados se enviaron para su 
secuenciación con el objeto de verificar la incorporación de la secuencia deseada.  



  

b) Los plásmidos generados con shARN para alfa y gamma-sinucleína se utilizaron para 
transfectar células B16, A375 (melanoma) y PC3 (próstata), generándose líneas con la 
expresión disminuida de alfa y gamma-sinucleína. 

c) Se verificó la correcta disminución en la expresión de alfa-sinucleína por Western Blot 
en las tres líneas celulares utilizadas.  

d) Se prepararon plásmidos de expresión de alfa, beta y gamma-sinucleína fusionada al 
epítope V5 para transfectar células y conseguir líneas celulares con niveles de expresión 
de estas proteínas aumentados. Con estos plásmidos se consiguió generar líneas que 
expresan más niveles de alfa y gamma-sinucleína. También se transfectaron células de 
melanoma y próstata con una versión de alfa-sinucleína fusionada a GFP.  

e) Se consiguió reducir los niveles de expresión de alfa-sinucleína en células de 
melanoma. Nuestros datos preliminares indican que el descenso en los niveles de 
expresión de esta proteína afecta el crecimiento de este tipo celular y conduce a cambios 
en la arquitectura del citoesqueleto de actina y la organización de las fibras de tubulina 
(interesantemente, disminuyendo los niveles de expresión de esta proteína). Además, 
pudimos observar que las células con niveles de expresión reducidos de alfa-sinucleína 
mostraron un aumento en la actividad/número mitocondrial, a juzgar por el incremento 
en la cantidad de depósitos citoplásmicos de formazán y tinciones con mitotracker.  

f) Se consiguió reducir la expresión de alfa-sinucleína en células PC3 (cáncer de próstata). 
Se está evaluando actualmente el efecto de la disminución en la expresión de esta proteína 
sobre parámetros de crecimiento y organización del citoesqueleto. 

g) Se consiguieron modular los niveles de expresión de gamma-sinucleína en células de 
melanoma. Se realizaron estudios del impacto de los niveles de expresión de esta proteína 
sobre el crecimiento y la organización del citoesqueleto, observándose claramente que un 
aumento en la expresión de esta proteína conduce a reordenamientos del esqueleto de 
actina, a un aumento en el potencial migratorio de las células y a cambios en la 
morfologíaa de estas células tumorales.  

h) Tanto en células de melanoma como de cáncer de próstata, se ha conseguido generar 
líneas celulares con niveles aumentados de alfa y gamma-sinucleína.  

i) Se realizó la puesta a punto de métodos de infección viral para continuar con los 
estudios en líneas celulares con expresión disminuida de alfa-sinucleína.  

j) Para alfa-sinucleína se realizaron estudios de la capacidad de las células de melanoma 
y cáncer de próstata de incorporar diferentes especies de agregación de esta proteína. No 
sólo estos tipos celulares fueron capaces de incorporar estas especies, sin que, 
contrariamente a lo que ocurre en células neuronales, no sólo la sinucleína agregada 
exógenamente no inducía muerte celular, sino que promovía la proliferación (al menos 
en el caso de melanoma) y la capacidad migratoria.    

 
 
ESTADO ACTUAL Y PERSPECTIVAS 

 
Se propone continuar con la exploración del rol de alfa-sinucleína en el desarrollo de 
melanoma. Los resultados obtenidos, si bien preliminares, sugieren una gran relevancia 
de los niveles de expresión de esta proteína en el control de procesos celulares asociados 
al desarrollo/crecimiento de este tipo tumoral. 

 



  

Futuros experimentos 

 
En función de los resultados obtenidos hasta el momento proponemos centrarnos en el 
estudio de alfa-sinucleína en células de melanoma y su función asociada a proliferación 
(realizando estudios de progresión a través de las distintas fases del ciclo celular), 
apoptosis, citoesqueleto de actina (evaluando la posible inteacción con Rac1), regulación 
de tubulina y localización subcelular en este tipo celular. 

Respecto a su implicación en cáncer próstata y al rol de gamma-sinucleína en ambos tipos 
tumorales, tenemos planificado realizar un abordaje similar al que llevamos para los 
estudios de alfa-sinucleína en melanoma. 

 
 
CONCLUSIONES 

 
i) alfa-sinucleína es expresada a niveles considerablemente altos en células de melanoma 
y cáncer de próstata. 

ii) en células de melanoma, alfa-sinucleína se presenta casi exclusivamente unida a 
membrana. 

iii) nuestros datos preliminares indican que la disminución en la expresión de alfa-
sinucleína afecta el crecimiento de las células de melanoma, produciendo cambios en la 
arquitectura del citoesqueleto de actina y la organización de fibras de tubulina. Este 
último efecto probablemente se deba a su acción sobre los niveles de tubulina. 

iv) células de melanoma con niveles de expresión de alfa-sinucleína disminuidos 
muestran un aumento en el número o actividad de las mitocondrias, a juzgar por los 
depósitos citoplasmáticos de formazán que se observan al microscopio y a los resultados 
de marcaje con mitotracker.  

v) las células de melanoma (y cáncer de próstata) son capaces de incorporar alfa-
sinucleína agregada exógenamente. Este agregado no induce muerte en estos tipos 
celulares. En melanoma, por el contrario, promueve las capacidades proliferativas y 
migratorias. 

vi) nuestros datos indican un posible rol para alfa-sinucleína en procesos asociados al 
crecimiento y desarrollo de melanoma. Incluso, de acuerdo a estudios bioinformáticos, la 
expresión de esta proteína podría tener un valor pronóstico en pacientes con melanoma. 

 
 
SUMMARY 

 
In our project, we tried to unveil the role of synucleins in some particular tumor types, 
specifically those with an increased risk associated to Parkinson disease (PD): melanoma 
and prostate. Although the role of some members of the synuclein family has been 
studied, to date there are no rigorous approaches to elucidate the role of these proteins in 
the progression of cancer. 

In our project we hypothesise that proteins of synuclein family (alpha, beta, and gamma) 
could play key roles in processes linked to growth of melanoma and prostate cancer cells 
and metastasis development.  



  

Up to date, our results indicate that: 

-  alpha-synuclein is expressed at considerably high levels in melanoma cells. 

- alpha-synuclein is preferentially bound to membrane. 

- Our preliminary data indicate that reduced expression of alpha-synuclein affects 
melanoma cell growth and leads to changes in actin cytoskeleton architecture and tubulin 
fibers organization. 

- Cells with reduced level of alpha-synuclein showed increased mitochondrial 
activity/number as observed by cytoplasmic formazan deposits and mitotracker staining. 

- Melanoma and prostate cancer cells are able to incorporate different aggregation species 
of alpha-synuclein. Exogenous treatment with different aggregation species of alpha-
synuclein is not toxic to melanoma or prostate cancer cells. Instead, they promotes 
proliferation, and migration of melanoma cells. 

- Our data indicate a putative role for alpha-synuclein in processes associated to 
melanoma growth and development. Moreover, according to bioinformatic studies, alpha-
synuclein expression could have prognostic value for tumor patient outcome. 

vii) Gamma-synuclein is also expressed in melanoma and prostate cancer cells. Gamma-
synuclein is mainly present at the cytosol and the nucleus of melanoma cells. In melanoma 
cells, gamma-synuclein does not affect significantly proliferation, but it promotes 
cytoskeletal changes and migration of cells. 
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COMPARACIÓN DE LOS MÉTODOS DE DIFUSIÓN CON DISCOS Y 
DE MICRODILUCIÓN EN CALDO EN BACILOS GRAMNEGATIVOS 

SIN PUNTOS DE CORTE ESTABLECIDOS PARA FOSFOMICINA 
 
 
Luis Antonio Merino (1,2), Luz Cardozo (1), Mauricio Agustín Benetti (1), María 

Verónica Gómez (2), Liliana Silvina Lösch (1) 
 
 

(1) Facultad de Medicina, Universidad Nacional del Nordeste. Sargento 
Cabral 2001, Corrientes. (2) Instituto de Medicina Regional, 

(2) Universidad Nacional del Nordeste 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El problema continuamente creciente de la resistencia antibacteriana es bien conocido a 
nivel mundial y muy temido por sus posibles consecuencias en la sobrevida de los 
pacientes infectados [1]. 

Además de la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro, a los aminoglucósidos y a 
fluoroquinolonas, la resistencia a carbapenemes en enterobacterias se ha incrementado en 
los últimos años disminuyendo notablemente las posibilidades terapéuticas en infecciones 
graves, considerándose al uso de fosfomicina (FOS) como una posibilidad para el 
tratamiento frente a estas bacterias [2]. 

En cuanto a la detección de resistencia bacteriana frente FOS, existen diferentes 
recomendaciones de los organismos que fijan los puntos de corte para evaluar si un 
microorganismo es sensible o resistente al antimicrobiano [3] [4]. 

Frente al aislamiento de cepas bacterianas multirresistentes, se planteó el presente trabajo 
cuyo objetivo fue determinar la sensibilidad/resistencia de bacilos gramnegativos frente 
a FOS utilizando los métodos de difusión con discos y de microdilución en caldo a fin de 
establecer la concordancia entre ambos y su relación con lo descripto en la literatura. 

 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Se estudiaron 120 cepas de enterobacterias recuperadas sucesivamente de pacientes 
hospitalizados y ambulatorios.  

La susceptibilidad a FOS se evaluó mediante difusión con discos de 50 µg utilizando agar 
Muller Hinton. Se determinó la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) para FOS por 
microdilución en caldo utilizando el sistema Sensititre® (Thermo Scientific). La 
interpretación de los resultados de los halos de inhibición y de las CIMs se llevó a cabo 
siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute [3] y el 
European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing [4]. 

 
 
 



  

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
Los 120 aislamientos correspondieron a 73 cepas de K. pneumoniae, 28 de E. coli, 8 de 
E. cloacae, 6 de P. mirabilis, 3 de E. aerogenes, 1 de S. odorífera y 1 de P. rettgeri 
recuperados de pacientes hospitalizados de la ciudad de Salta y de pacientes ambulatorios 
provenientes de una clínica privada de la ciudad de Corrientes y de un centro de salud 
estatal de la ciudad de Resistencia.  

Todos los aislamientos provenientes de pacientes internados producían una 
carbapenemasa tipo KPC y 62 de ellos (52%) producían una betalactamasa de espectro 
extendido (BLEE). 

En la siguiente tabla se muestran los resultados de sensibilidad/resistencia obtenidos por 
ambos métodos. 

 
 

 
 
 
 

Microdilución 
en caldo 

Sensible Resistente Total 

Difusión 
con disco 

 

Sensible 99 7 166 
Resistente 2 12 14 

Total 101 19 120 
       
 

En el 92,5% de los aislamientos (111/120) hubo concordancia en los resultados obtenidos 
entre ambas pruebas. 

El índice Kappa de Cohen obtenido resultó adecuado (ĸ: 0,68 – IC: 0,509-0.861).  

Si consideramos a la microdilución en caldo como prueba estándar, podemos afirmar que 
la difusión con discos detecta muy bien las cepas sensibles a FOS (98%), pero falla en 
detectar la resistencia (Very Major Error); es decir que mediante difusión con discos se 
podría informar un aislamiento como sensible a FOS cuando en realidad es resistente en 
un 36% de los casos (7/19). 

Resultados similares fueron informados por Kaase y cols, quienes no encontraron una 
concordancia absoluta entre ambos métodos [5]. 

Pasterán y cols encontraron un índice de concordancia algo mayor (90,6%) pero 
considerando puntos de corte para la interpretación de los halos de inhibición menores a 
los propuestos por el CLSI [6]. 

Perdigão-Neto y cols. también hallaron un nivel de concordancia mucho más elevado 
pero utilizando discos de 200 µg de FOS en lugar de los de 50 µg utilizados en el presente 
trabajo, aunque el número de aislamientos estudiados fue bastante menor (37 cepas) [7]. 

No obstante, según Lu y cols., la prueba de difusión en disco puede considerarse un 
método alternativo para determinar la susceptibilidad a la FOS de bacterias 
mutirresistentes pero ello dependo del método y de los puntos de corte utilizados [8].  

 
 
 
 



  

CONCLUSIONES 
 
Con base en los resultados obtenidos y a la lectura de la bibliografía existente se puede 
afirmar que, aunque la concordancia entre ambos métodos no es excelente, la difusión 
con discos puede ser utilizada rutinariamente para evaluar la sensibilidad a FOS en 
aislamientos de enterobacterias multirresistentes siempre y cuando sean utilizados los 
criterios que tienen en cuenta medidas menores para los halos de inhibición o utilizando 
discos con mayor carga de FOS. 
 
 
ABSTRACT  

 
The objective of the present work was to determine the susceptibility of gram-negative 
bacilli against fosfomycin (FOS) using the disc diffusion methos (DD) and the broth 
microdilution (BMD) in order to establish the concordance between both and their 
relation with that is described in the literature. 

We studied 120 isolates of enterobacteria recovered successively from hospitalized and 
outpatients. They were distributed as follows: K. pneumoniae 73, E. coli 28, E. cloacae 
8, P. mirabilis 6, E. aerogenes 3, S. odorífera 1, and P. rettgeri 1. 

FOS susceptibility was assessed by DD with FOS 50-ug discs and the Minimum 
Inhibitory Concentration (CIM) for FOS was determined by BMD using the Sensititre® 
system (Thermo Scientific) 

All isolates from hospitalized patients produced a KPC type carbapenemase and 52% of 
them produced an extended spectrum betalactamase (ESBL). 

In 92.5% of the isolates there was agreement in the results between both tests. The 
Cohen’s Kappa index obtained resulted adequate (ĸ: 0.68 - CI: 0.509-0.861). 

It can be affirmed that DD test detects FOS sensitive strains very well (98%) but fails to 
detect resistance; that is to say that through DD an isolated could be reported as sensitive 
to FOS when in fact it is resistant, in 36% of cases. 

Based on the results obtained and the reading of the existing literature, it can be affirmed 
that, although the concordance between the two methods is not excellent, the DD test can 
be routinely used to evaluate the sensitivity to FOS in isolates of multiresistant 
enterobacteria, following those criteria that consider minor measures for inhibition zone 
diameters or using FOS high charge discs. 

 
 
BIBLIOGRAFÍA 
 
1.  Ruppé É, Woerther P-L, Barbier F. Mechanisms of antimicrobial resistance in Gram-

negative bacilli. Ann Intensive Care 2015;5(1):21.  

2. Michalopoulos A, Livaditis I, Gougoutas V. The revival of fosfomycin. Int J Infect Dis 
2011;15(11):e732-9.  

3.  CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 26th ed. CLSI 
Supplement M100S. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2016.  

4.  EUCAST. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 
6.0, 2019. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; 2019. 



  

Disponible  en: 
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Breakpoint_tables/
v_10.0_Breakpoint_Tables.pdf5.   

5. Kaase M, Szabados F, Anders A, Gatermann S. Fosfomycin susceptibility in 
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae from Germany. J Clin Microbiol 
2014;52(6):1893–7. 

6.  Pasteran F, Lucero C, Rapoport M, Guerriero L, Barreiro I, Albornoz E, et al. 
Tigecycline and intravenous fosfomycin zone breakpoints equivalent to the EUCAST 
MIC criteria for Enterobacteriaceae. J Infect Dev Ctries 2012;6(5):452–6.  

7.  Perdigão-Neto L V, Oliveira MS, Rizek CF, Carrilho CMDM, et al. Susceptibility of 
multiresistant gram-negative bacteria to fosfomycin and performance of different 
susceptibility testing methods. Antimicrob Agents Chemother 2014;58(3):1763–7.  

8.  Lu C, Liu C, Huang Y, Liao C, Teng L, Turnidge J, et al. Antimicrobial susceptibilities 
of commonly encountered bacterial isolates to fosfomycin determined by agar dilution 
and disk diffusion methods. Antimicrob Agents Chemother 2011;55(9):4295–301.   



 1

ROL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES ACTIVADOS POR 
PROLIFERADORES PEROXISOMALES GAMA Y LAS ADIPOQUINAS 

EN LA FUNCIONALIDAD OVÁRICA EN UN MODELO DE 
POLIQUISTOSIS OVÁRICA MURINO 

 
 

Alicia Beatriz Motta 
 
 

Laboratorio de Fisio-Patologia Ovarica, Centro de Estudios Farmacologicos y 
Botanicos, CEFYBO-UBA-CONICET, Facultad De Medicina UBA 

 
 
 
 
El Síndrome del Ovario Poliquístico (SOP) es una de las patologías endocrinas más 
comunes en mujeres en edad fértil. Está asociada a insulino resistencia (IR), síndrome 
metabólico (SM), diabetes tipo 2 y cáncer de endometrio (Franks 2003). Aunque la 
etiología de la enfermedad se desconoce, se cree que un exceso de andrógenos en la etapa 
prenatal junto con factores génicos y medio ambientales daría origen a la enfermedad 
(Abbott 2005). En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo murino de SOP por 
hiperandrogenización prenatal que reproduce los principales afecciones del síndrome 
(Amalfi 2012, Heber 2013) generando dos fenotipos, el ovulatorio y el anovulatorio.  

Los receptores nucleares activados por agentes proliferadores peroxisomales gama 
(PPARG) regulan el metabolismo lipídico, de la glucosa, la proliferación celular y el 
balance energético, entre otras funciones y es por ello que la farmacología de estos 
receptores son actualmente blanco de estudio por diversos grupos de investigación. 
Además los receptores PPARG se encuentran incrementados durante el desarrollo 
temprano de folículos ováricos (Dupont 2008).  

Durante el presente período de investigación utilizamos un modelo murino de 
hiperandrogenización prenatal el cual reprodujo los fenotipos SOP ovulatorio y 
anovulatorio. Se pusieron en apareo hembras vírgenes (de 3 a 4 meses de edad) Sprague-
Dawley con machos de la misma cepa (3 hembras por macho en cada jaula), en 
condiciones de luz oscuridad 12:12 h y con libre acceso a agua y alimento a 25ºC. La 
aparición de espermatozoides en el extendido vaginal se consideraró el día 1 de preñez. 
En ese momento las hembras preñadas se separaron y se colocó 1 hembra por jaula. Los 
apareos se realizaron hasta obtener un n=20 de animales por grupo de tratamiento por 
ensayo a realizar. Entre los días 16 y 19 de preñez los animales se inyectaron en forma 
subcutánea con 1 mg de testosterona libre (Sigma, USA) disuelta en 100 ul de aceite de 
maíz (Grupo PH). Los controles sólo recibieron el mismo volumen de aceite. Estos 
tratamientos no indujeron reabsorción embrionaria, disminución de crías por camada ni 
alteración del día de parto. A los 22-25 días de edad se separaron las crías hembras que 
representaron el grupo PH o el grupo control. Los animales (grupo control y grupo PH) 
se sacrificaron a 60 días de edad (etapa puberal). 

Entre los días 20 a 60 de edad los animales se pesaron para determinar la existencia de 
obesidad.  

Como mencionamos con este modelo se obtienen en el grupo PH dos fenotipos: 
Ovulatorio y Anovulatorio, esto se determinó por extendido vaginal, desde el día 45 al 
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día 60 (sacrificio). Los ovarios se separaron al momento del sacrificio, se separó la grasa 
y se congelaron a -80 C hasta el momento de su utilización. De la sangre obtenida al 
momento de sacrificio se separó el suero, se fraccionó y se congeló a - 20C hasta el 
momento de su utilización.  

1.- Mediante la determinación del peso de los animales establecimos que no existía 
sobrepeso ni obesidad en los mismos.  

2.- Determinamos la concentración de insulina sérica resultando mayor en ambos grupos 
PH (ovulatorio y anovulatorio) mientras que la glucosa fue mayor en el grupo PH 
anovulatorio  siempre con respecto a los controles.  

3.- El área bajo la curva de glucosa fue mayor en los grupos PH. Implicando una mayor 
insulino resistencia en los grupos PH con respecto a los controles.  

4.- Establecimos el índice de homeostasis HOMA siendo mayor en ambos PH pero aún 
mucho mayor en el fenotipo PH anov. 

5.- Uno de los objetivos propuestos fue el estudio de la expresión génica de los receptores 
PPARgama y de su co-activador PGC1alfa.  En este sentido vimos que tanto el receptor 
nuclear PPARgama como su co-activador están incrementados en ambos fenotipos PH. 

6.- Hasta aquí podemos concluir que la programación fetal inducida por un exceso de 
andrógenos prenatal induce la aparición de dos fenotipos: ovulatorio y anovulatorio. Se 
establece en las ratas hiperandrogenizadas prenatalmente un estado de insulino resistencia 
en ambos fenotipos. 

Se induce un incremento de la expresión génica de los receptores PPARgama y de su co-
activador. Con estos resultados podemos concluir que la existencia de ese estado de 
insulino resistencia que se combina con una expresión incrementada del PPAR gama sería 
responsable de una anómala foliculogénesis ovárica que establecería los dos fenotipos. 
Con futuros ensayos podrá establecerse esta hipótesis. 

7.- Para poder determinar el rol de las adipoquinas leptina, adiponectina y quemerina en 
la funcionalidad ovárica, tejido ovárico proveniente de  los tres grupos experimentales, 
control, PHiov y PHanov, fueron procesados para la técnica de Real Time PCR. El perfil 
de las adipoquinas fue bien diferente y depende del fenotipo.  

Analizando el fenotipo PHiov encontramos que se encuentra incrementada la 
adiponectina y la quemerina y esto podría parecer una incongruencia teniendo en cuenta 
los aspectos opuestos de la acción de cada una de ellas. Pero hay que considerar que la 
adiponectina es una adipoquina que se encuentra asociada a aspectos ovulatorios y 
disminuida en mujeres con SOP,  mientras que la quemerina resulta estar asociada a 
procesos de anovulación e incrementada en mujeres con SOP. Por lo que en este caso 
pensamos que lo que debe establecerse es un proceso de equilibrio entre las dos 
adipoquinas y no la expresión de cada una por separado.  

En el caso de PHanov vimos que, como era de esperar, se encuentra disminuida la leptina, 
asociada a procesos de ovulación, mientras que las otras dos adipoquinas; adiponectina y 
quemerina no se encuentraron alteradas. Siendo la leptina la determinante del fenotipo. 

8.- Podemos concluir que observamos una expresión génica de las tres adipoquinas que 
se ve condicionada al fenotipo ovulatorio o anovulatorio.  

9.- Luego para evaluar el posible rol del exceso de andrógenos in utero, medimos el perfil 
lipídico. Lo realizamos en el suero de los tres grupos y mediante kit Wiener, Argentina. 
Encontramos que el colesterol total y el colesterol HDL no variaban en los dos fenotipos 
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hiperandrogenizados prenatalmente (PHiov y PHanov) con respecto a los controles. Sin 
embargo, tanto el colesterol LDL, como los triglicéridos estaban incrementados en los 
dos fenotipos hiperandrogenizados prenatalmente.  

10.- Estos resultados indican que los animales PH poseen un perfil lipídico alterado que 
se caracteriza por dos de los lípidos considerados como más nocivos para el organismo. 

11.- Luego se evaluó la morfología ovárica por medio de la histología de hematoxilina-
eosina. El grupo control presenta ovarios con folículos en distintos estadios de desarrollo 
y la presencia de cuerpos lúteos. Se observaron alteraciones en la morfología en los 
grupos PH. El grupo PHiov presentó presencia de quistes, los cuales presentan una fina 
capa de células de la granulosa (CG) y un  engrosamiento de la capa de células tecales 
(CT).  

12.- En el grupo PHanov se observó un exceso de folículos preantrales (FPa) invadiendo 
la estructura ovárica. Si bien se observó la presencia de cuerpos lúteos (CL) en ambos 
fenotipos PH, los cuales pueden ser interpretados como señal de ovulación, los mismos 
presentaban un alto grado de degeneración.  Sugerimos que podrían ser pasajes por el 
estadio estro pero en forma “corta” lo cual generaría CLs no funcionales. 

13.-  Asimismo el conteo folicular reveló alteraciones en el desarrollo folicular de los 
fenotipos PH. Si bien no hubo alteraciones en el porcentaje de folículos primordiales de 
los grupos PH respecto de los animales controles, encontramos  un aumento del 
porcentaje de los mismos en el fenotipo PHanov  y una disminución del porcentaje de 
FPa en el fenotipo PHiov. No encontramos diferencias en el porcentaje de los folículos 
antrales (FA). Por otro lado, si bien se encontraron CL en los grupos PH, el porcentaje de 
los mismos se halló disminuido. Asimismo los fenotipos PH presentaron  quistes 
ováricos.  

14.- Por otra parte, evaluamos el peso del ovario y el índice de peso ovárico respecto del 
peso corporal, como marcador del desarrollo gonadal. Los resultados mostraron que si 
bien el peso del ovario no se vio alterado entre los fenotipos, sí pudo apreciarse una 
alteración en el índice gonado somático en el grupo PHanov. 

15.- Con el objetivo de estudiar si el hiperandrogenismo prenatal tiene un efecto sobre la 
regulación hormonal involucrada en los procesos reproductivos se midieron los niveles 
de las gonadotrofinas LH y FSH, sus receptores y las principales hormonas esteroideas 
sexuales secretadas por el ovario. 

16.- Los niveles de las gonadotrofinas FSH y LH no se vieron alterados entre los 
tratamientos.  

17.- El índice LH/FSH, antiguo marcador de disfuncionalidad en la secreción de 
gonadotrofinas, tampoco se vio afectado entre los fenotipos.  

18.- Sin embargo, la expresión de los receptores ováricos de las gonadotrofinas se vieron 
alterados en los grupos PH. Los niveles de ARNm del receptor de FSH se encontraron 
disminuidos en el fenotipo PHiov respecto del grupo control, mientras que el fenotipo 
PHanov no presentó alteraciones en la expresión de FSH-R con respecto al control. La 
expresión de ARNm LH-R se vio aumentada en el fenotipo PHanov y se encontró una 
tendencia al aumento en el fenotipo PHiov.  

19.-  En una última etapa medimos los valores hormonales. 

Encontramos que los niveles séricos de testosterona estaban incrementados en el fenotipo 
hiperandrogenizado prenatalmente anovulatorio (PHanov), mientras que los de estradiol 
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sérico estaban disminuidos en los dos fenotipos PH, ovulatorio irregular (PH iov) y PH 
anov.  

20.- La relación Estradiol /Testosterona que da una idea del rol de los andrógenos 
prenatales sobre el desarrollo folicular, vImos que el mismo se encontraría alterado (tal 
como se demuestra por los ensayos de hematoxilina-eosina y cuantificación folicular). La 
relación Estradiol /Testosterona estaba disminuida en ambos fenotipos PH.  

21.- Por otro lado, los niveles séricos de progesterona no se ven alterados en los fenotipos 
HP comparado todo versus los controles.  

22.- Para establecer la interacción entre PPARgama y su activador PGC1, realizamos la 
co-inmuno precipitación correspondiente. Los resultados de la co-inmuno precipitación 
demuestraron que la asociación entre PPARgama y PGC1a se encuentraba disminuida en 
los fenotipos PH. 

Esto reflejó una  disminución en la activación de PPARgama por acción de la 
androgenización prenatal. 

 

 

RESUMEN 

 

Durante el desarrollo de un organismo existen ciertas etapas que actúan como ventanas 
de susceptibilidad, en las que alteraciones en el ambiente, como ser la dieta, el estilo de 
vida, contaminantes ambientales, intervenciones médicas y las hormonas, pueden 
provocar cambios desde etapas primeras hasta en la vida adulta de ese organismo. En ese 
sentido, se ha demostrado que en las primeras etapas de la vida se puede inducir una 
programación en el desarrollo fetal por medio de la exposición de exceso de andrógenos 
in utero. Se ha demostrado que ese insulto puede inducir la aparición de Síndrome de 
Ovario Poliquístico (SOP) aún en edades muy tempranas. Con ese criterio se han 
desarrollado modelos en distintos animales de experimentación que permiten el estudio 
de mecanismos involucrados en el desarrollo del SOP. En el presente proyecto hemos 
demostrado que los receptores nucleares activados por proliferadores peroxisomales 
(verdaderos “sensores energéticos” que regulan enzimas del metabolismo lipídico, de la 
glucosa y de la insulina así como también de la esteroidogénesis ovárica) y las 
adipoquinas adiponectina, leptina y quemerina intervienen en la regulación de la 
foliculogénesis ovárica. Mediante un modelo de hiperandrogenización prenatal in utero, 
hemos obtenido dos fenotipos: ovulatorio irregular y anovulatorio. Hemos demostrado 
que tanto la insulino resistencia como el perfil lipídico sérico, la expresión génica ovárica 
de las adipoquinas, los folículos ováricos y el perfil hormonal sérico tienen una relación 
con el fenotipo. En la mayoría de los casos el fenotipo anovulatorio fue el que presentó 
peor perfil con respecto al fenotipo ovulatorio y por supuesto con los controles.  

 

 

ABSTRACT 

 

During the development of an organism there are certain stages that act as “windows of 
susceptibility”, in which alterations in the environment, such as diet, lifestyle, 
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environmental pollutants, medical interventions and hormones, can cause changes from 
early stages to in the adult life of that organism. In that sense, it has been shown that in 
early stages of life, fetal development programming can be induced through the exposure 
of excess androgen in utero. It has been shown that such insult can induce the 
development of Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS) even at very early ages. With this 
criterion, models have been developed in different experimental animals that allow the 
study of mechanisms involved in the development of PCOS. In the present project we 
have demonstrated that the nuclear receptors activated by peroxisomal proliferators (true 
“energy sensors” that regulate enzymes of lipid metabolism, glucose and insulin as well 
as ovarian steroidogenesis) and adiponectin, leptin and chemerin adipokines. They are 
involved in the regulation of ovarian folliculogenesis. Through a model of prenatal 
hyperandrogenization in utero, we have obtained two phenotypes: irregular and 
anovulatory. We have shown that both insulin resistance and serum lipid profile, ovarian 
gene expression of adipokines, ovarian follicles and serum hormonal profile are related 
to the phenotype. In most cases, the anovulatory phenotype was the one that presented 
the worst profile with respect to the ovulatory phenotype and of course with the controls. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El sobrepeso y la obesidad se encuentran entre los principales factores de riesgo de muerte 
y de enfermedad a nivel global. Anualmente fallecen unos 4 millones de personas adultas 
como consecuencia del exceso de peso; asimismo,  enfermedades crónicas no 
transmisibles (ECNT) pueden atribuirse al sobrepeso como es el caso de la diabetes 
(44%),  las cardiopatías isquémicas (23%), y entre el 7% y el 41% de ciertos tipos de 
cánceres; tanto en  países de ingresos altos como  de bajos y medianos con predominio 
en las regiones urbanas.(1-3) Argentina no se aleja de esta realidad;  los datos de la 4 ª 
Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (ENFR) llevada a cabo en 2018 nos muestran 
una  muestra una prevalencia de exceso de peso (sobrepeso  +obesidad) del 61,6%,  en el 
caso de auto-reporte y del 66,1% para los valores obtenidos por mediciones. Se considera 
sobrepeso a un valor de IMC mayor o igual a 25 y menor a 30; para el caso de obesidad 
se toma un IMC mayor a 30. (4). Los organismos internacionales dedicados al estudio y 
la promoción de la salud sugieren cambios en los hábitos alimentarios para prevenir y 
paliar esta verdadera epidemia. Estas recomendaciones, que se asocian a un aumento en 
la actividad física son: disminución de la ingesta de azúcares, grasas saturadas y sal y 
aumento en el consumo de frutas, vegetales y grasas insaturadas, incluyendo el consumo 
de  alimentos naturales con compuestos bioactivos (5). De la ya mencionada 4ª ENFR 
surge que solamente un 6% de los encuestados cumple con la recomendación de consumir 
al menos cinco porciones de frutas o verduras por día.  

Gran parte de los alimentos de origen vegetal, en particular las frutas son aportadores de 
sustancias con actividad biológica asociados a la generación de efectos positivos sobre la 
salud y reducir el riesgo de enfermedades crónicas como las mencionadas más arriba y 
de de alta prevalencia mundial. La actividad antioxidante característica de algunas frutas 
–tales como los frutos rojos- ha sido estudiada y sus efectos favorables informados van 
desde presentar una alta capacidad saciogénica hasta mejorar el perfil glucolipídico 
plasmático y hepático (6-13). 

Atendiendo a las recomendaciones nutricionales vigentes se decidió evaluar los 
eventuales efectos protectores del agregado a la dieta habitual de animales de 
experimentación, de compuestos con acciones antioxidantes y antiinflamatorias 
provenientes de arándanos desecados sobre la obesidad, la diabetes tipo 2 y composición 
corporal de una  línea endocriada de ratas IIMbBeta. 



  

La línea de ratas IIMb/Beta desarrolla una obesidad no hiperfágica, definida tanto por el 
sobrepeso como por el volumen de los panículos adiposos, de grado moderado: 30% de 
masa grasa. La obesidad -que se manifiesta tanto cuando se alimentan los animales con 
la dieta formulada según el American Institute of Nutrition (AIN 93), como cuando 
consumen alimento balanceado comercial - es de instalación peripuberal, y afecta a ambos 
sexos con mayor notoriedad en los machos (14). La manifestación corporal de la obesidad 
se acompaña con hipertriacilglicerolemia y resistencia insulínica progresando hacia la 
diabetes tipo 2 en la adultez. La colesterolemia total y sus fracciones se mantienen dentro 
de los límites normales.Este modelo murino de obesidad y dislipidemia ha demostrado 
marcada susceptibilidad a los cambios en la composición de la dieta, respaldando las 
recomendaciones  científicas internacionales de intervenir en el ambiente nutricional con 
el fin de mejorar la manifestación de la obesidad (15-17). 

 

 

OBJETIVO 

 

El objetivo de este proyecto consistió en evaluar los efectos del agregado a la dieta de 
sustancias antioxidantes, provenientes de arándanos desecados (Vaccinium myrtillus) 
sobre la obesidad -manifestada tanto por el peso corporal como por la distribución y 
magnitud del tejido adiposo-, parámetros bioquímicos indicadores del perfil 
glucolipídico, composición e histomorfología hepática en ratas macho púberes 
IIMb/Beta, a las que se les suministraron los compuestos bioactivos adicionados a la dieta 
AIN 93, desde la pubertad hasta la madurez. 

 

 

MATERIALES Y METODOLOGÍA 

Dietas 

Las dietas se prepararon de acuerdo con AIN-93, fueron isocalóricas e isolipídicas, 
difiriendo solamente en el tipo de grasa utilizada. 

Dieta AIN (control): AIN-93M, con aceite de girasol. 

Dieta JB: AIN-93M modificada reemplazando el aceite de girasol por primer jugo bovino 
(grasa bovina). El primer jugo bovino, según el Código Alimentario Argentino se define 
como el producto separado por fusión a temperaturas no mayores a 80 ° C de los tejidos 
y partes adiposas limpias e inalteradas de animales bovinos (18). La sustitución del aceite 
vegetal por esta grasa tiene como finalidad potenciar la expresión del síndrome 
característico de esta línea de ratas. 

Dieta JBAra: Dieta JB con jugo bovino en reemplazo del aceite de girasol y conteniendo 
0,5g de polvo de arándanos desecados cada 100g de dieta.  

El polvo de arándanos desecado fue provisto por la firma The Berry Store, San Luis 1858 
de la ciudad de Rosario, que lo produce a partir de cultivos propios. La composición del 
producto, según el rótulo, es en g/100g: polvo de arándanos 89,6; glucosa 10,0; vitamina 
C 0,2; esencia de vainilla 0,1;  sorbato de potasio 0,1. El consumo diario recomendado es 
de 3,5 a 5,3 g. 



  

El contenido de polifenoles del producto determinado con el método de Folin – Ciocalteu, 
expresado como ácido gálico, fue de 9,45 mg/g de polvo (19). 

 

Diseño experimental 

Se emplearon 18 ratas macho de la línea IIMB/Beta (criadas en la cátedra de Biología de 
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario) con valores 
iniciales promedio de: biomasa 238,79 ± 25,72 g,: glucemia (GLU) 119,68 ± 5,99 mg/dl; 
triacilgliceroles (TAG) 152,89 ± 30,39  mg/dl y colesterol total (COL) 111,32 ± 5,52 
mg/dl.  

Los animales, divididos aleatoriamente en 3 grupos de 6 recibieron las dietas durante 90 
días. Se alojaron en jaulas individuales en condiciones habituales de criadero: acceso al 
alimento y al agua ad libitum, iluminación con fotoperiodicidad controlada (12 hs) 
temperatura ambiental (25° C ± 2 °C) e higiene diaria. La cría y la manipulación de los 
roedores se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo para el cuidado y uso de animales 
de experimentación del Instituto Nacional de Salud (NIH) de los EEUU y fue aprobado 
por el Comité de Bioética y de Bioseguridad de la Universidad Nacional de Rosario. 

 

Mediciones, análisis bioquímicos. Procedimientos analíticos 

Día por medio se midieron la ingesta de alimento y el peso corporal. 

Tres días antes del sacrificio se recolectaron materias fecales, en las que se determinaron: 
peso total, contenido de humedad y contenido de grasa en base seca.  

Al final del experimento se recolectaron muestras de sangre tras 12 h de ayuno. Las 
muestras se extrajeron por punción cardíaca bajo anestesia (clorhidrato de ketamina 0,1 
mg por 100g de peso corporal y maleato de acetopromazina 0,1mg/100g de peso 
corporal). 

Los animales se eutanasiaron con sobredosis de pentobarbital sódico al 18% (10/12 
mg/peso corporal) inyectado vía intraperitoneal (American Veterinay Medical 
Association Guides on Eutanasia. Formerly Report of the AVMA Panel on Eutanasia, 
2007). 

Se extrajeron los hígados y los panículos adiposos retroperitoneales y perigonadales, se 
lavaron con buffer fosfato y se pesaron. 

Se calcularon los pesos relativos de hígado y panículos con la siguiente ecuación: Peso 
relativo de órgano = peso absoluto de órgano (g)/ peso corporal total (g)  x 100. 

Se efectuaron determinaciones bioquímicas en plasma: GLU, TAG, COL, COL HDL y 
LDL;  alanino amino transferasa (ALAT), aspartato amino transferasa (ASAT), fosfatasa 
alcalina (FOH), uremia y creatininemia con técnicas enzimáticas 
espectrofotométricas.Muestras de hígados se procesaron en un  homogeneizador Potter-
Elvejahn y se extrajeron los lípidos con cloroformo/metanol los que se cuantificaron 
gravimétricamente después de la evaporación de la mezcla de solventes (20). 

Los TAG y el COL hepáticos se determinaron con los mismos procedimientos analíticos 
empleados para los lípidos plasmáticos. 

Parte de los hígados extraídos se procesaron histológicamente y se colorearon con 
hematoxilina eosina (HE) y PAS. 



  

Análisis estadísticos 

Los resultados se expresan como promedio ± desviación estándar (x ± DS). Los datos se 
analizaron empleando ANOVA Para los análisis estadísticos se empleó el programa 
Graph Pad Prism Versión 3.02 (Abril 2000). Un valor de p menor a 0,05 (p <0,05) se 
consideró significativo. 

 

 

RESULTADOS 

 

Consumo de alimento y evolución de la biomasa  

No se registraron diferencias significativas entre los grupos en el consumo de alimento, 
que fue en promedio de 40g diario. El grupo JBAra incorporó de este modo, 0,2 g de 
polvo de arándanos por animal. El aumento de la biomasa y el peso relativo de los 
panículos abdominales no difirieron entre los grupos. Se manifestó una diferencia 
significativa entre los grupos en el peso relativo del hígado, siendo mayor  en el JB.  

 

Tabla 1 

Consumo de alimento, aumento de biomasa y pesos relativos  (PR) de hígado, panículos 
adiposos retroperitoneales y perigonadales según la dieta consumida. * 

 
 
                                                   AIN                              JB                       JBAra 
 
Consumo de alimento (g)  3544 ± 225  a  3683 ±191   a  3648 ± 277  a 

 
Biomasa final  (g) 497,9 ± 28,9 b 485,8 ± 31,5 b 510,9 ± 29,5 b 

 
Aumento de biomasa (g) 259,4 ± 6,3   c 247,9 ± 12,8 c 271,0 ± 24,5 c 

 
PR Hígado  3,822 ± 0,275  d 4,470 ± 0,656  

e 
3,767 ± 0,264  d  
 

PR Retroperitoneales 4,993 ± 0,571  g 5,125 ± 0,463  
g 

5,398 ± 0,594   g 
 

PR Perigonadales 3,088 ± 0,151  h 3,133 ± 0,459  
h 

3,441 ± 0,430    
h 

 
 

*Media ± desviación estándar; letras diferentes en la misma fila indican diferencia 
significativa (p <0,05). 

 

Parámetros plasmáticos  

Al finalizar los tratamientos no se constató diferencia entre los grupos en los niveles de 
GLU, TAG, COL (total y fracciones), ASAT, ALAT, FOH, urea y creatinina.  

 



  

Tabla 2 

Parámetros plasmáticos según la dieta consumida. * 

 

                                               AIN                            JB                     JBAra         
 
                             
GLU (mg/dl) 

209,8 ± 26,8   a 198,0 ± 4,9    a 242,4 ± 54,6   a 
 

COL (mg/dl) 174,8 ± 17,9   b 181,0 ± 35,6  b 167,9 ± 21,3   b 
    
COL-HDL (mg/dl)   42,3 ± 5,9     c      52,7 ± 10,2  c   45,9 ± 6,15   c 

 
COL-LDL (mg/dl)   86,0 ± 15,4   d   56,5 ±26,6   d   64,1 ± 8,8     d 

 
TAG (mg/dl)  232,5± 84,8   e 306,8 ± 118,7e 288,9 ± 63,8   e 

 
ALAT (UI)   21,5 ± 3,5      f    32,5 ± 10,8  f   34,7 ± 11,1   f 

 
ASAT (UI)   84,0 ± 17,9   g    79,7 ± 17,9  g   94,4 ± 17,1   g 

 
FOH (UI) 101,2 ± 19,2   h  128,3 ± 37,2  h  109,6 ± 30,9   h 

 
Urea (mg/dl)   24,2 ± 1,6      i    24,6 ± 5,1     i   26,1 ± 4,9      i 

 
Creatinina (mg/dl)   0,50 ± 0,08    j    0,51 ± 0,09   j   0,51 ± 0,08    j 

 
 

*Media ± desviación estándar; letras diferentes en la misma fila indican diferencia 
significativa (p <0,05). 

                                                                                                                                                                                                                                                          
Materia fecal y excreción fecal de grasa  

El peso de la materia fecal, así como la cantidad de grasa excretada fueron 
significativamente mayores en el grupo JBAra. La absorción aparente de grasa (calculada 
como: Grasa ingerida- Grasa excretada/Grasa ingerida x 100) fue mayor en el grupo AIN.  

 

Tabla 3 

Materia fecal: peso; %  humedad; % grasa en base seca (GBseca), excreción de grasa 
diaria (ExG); porcentaje de absorción de grasa (AbsG) según la dieta consumida. * 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
                                       AIN                           JB                           JBAra 
 
Peso (g)  5,47 ± 0,73 a   6,22 ± 1,48  ab 7,18 ± 0,63 b 

 
Humedad (%) 13,33 ± 1,92 a 12,03 ± 3,03 ab 11,23 ± 1,48 b 

 
GBseca (%)   0,90 ±0,285  a    1,93± 0,60 b   2,64 ± 0,73  c 

 
Ex G (mg/día)   14,6 ± 5,18   a   35,1 ± 12,3 b   55,3  ±  16,0  c 

 
AbsG (%) 99,30 ± 0,29   a 98,45 ± 0,51 b  97,76 ± 0,59  c 

 
 
 

*Media ± D E; letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0,05 

 

Grasa total, COL y TAG hepáticos  

El contenido de grasa total hepática fue significativamente inferior en el grupo JBAra.  

El nivel de TAG hepáticos en JB y JB Ara, semejantes entre sí, fue significativamente 
menor que el de AIN.  

La concentración de COL hepático fue significativamente menor en JBAra respecto de 
AIN y de JB, que no difirieron entre sí. 

 

Tabla 4 

Grasa total, TAG y COL hepáticos en 100g de órgano según la dieta consumida. * 

 
 
                                      AIN                           JB                             JBAra 
 
Grasa (g/100g)    5,56 ± 0,846  a     5,53 ± 0,81 a       4,41 ± 0,87  b 

TAG  
(mg/100g) 

  1916 ± 425     a     1046 ± 145  b      890 ± 201   b 

COL (mg/100g) 
 

  434,2 ± 24,7   a   386,0 ± 86,1 a   237,1 ± 42,8  b 

 
 

*Media ± DE;  letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa p<0,05 

 

HISTOLOGÍA hepática 

En AIN: abundantes macrovacuolas en zona periportal, abundantes microvacuolas en 
todas las zonas, hiperemia y aumento de glucógeno en zona periportal y centrolobulillar; 
grupo JB: abundante cantidad de macro y microvacuolas en todo el parénquima, marcada 
hiperemia, muy aislados cuerpos apoptóticos y presencia de glucógeno en zona periportal 



  

y centrolobulillar; grupo JBAra: menor cantidad de macrovacuolas, similar cantidad de 
microvacuolas y glucógeno aumentado en zonas periportal y centrolobulillar respecto de 
JB.  

 
 
DISCUSIÓN   

 
Los efectos fisiológicos de los polifenoles con demostrada actividad antioxidante 
presentes en los frutos rojos, han sido estudiados en animales de experimentación, en 
seres humanos voluntarios así como en cultivos de células. Se ha verificado que estos 
compuestos se absorben en forma intacta, -manteniendo su bioactividad en la sangre- y 
son metabolizados a derivados metoxilados en hígado y riñón (21,22). La mayoría de 
estos estudios se han llevado a cabo en animales en los que la obesidad se indujo con 
dietas hiperlipídicas; empleando frutos enteros, frescos, desecados o congelados en altas 
proporciones. Los resultados son variados y contradictorios (23-26).  

En este trabajo se evaluaron en ratas espontáneamente obesas -de la línea IIMb/Beta- los 
efectos del consumo de una dieta normolipídica (5% de lípidos) conteniendo sólo 0,5g de 
polvo de arándanos desecados cada 100g de dieta, sobre manifestaciones del síndrome 
metabólico.  

Se registró un menor peso relativo del hígado y una menor concentración hepática de 
grasa total y COL. Estos resultados coinciden con los de Takikawa et al, quienes 
suministraron también durante 90 días, 2,7g de extracto de arándanos cada 100 de dieta a 
ratones KK.Ay de 5 semanas de edad (27). 

Heyman et al. informaron mayor excreción de COL y TAG por materia fecal así como 
aumento en el peso del ciego en ratones C57BL/6 de seis semanas a los que se le había 
inducido la obesidad con una dieta con 45% de las calorías como grasa y proporcionado 
arándanos liofilizados en un 20% del peso de la dieta durante 13 semanas(28). En esta 
investigación se observó que la ingesta de polvo de arándanos modificó la absorción 
aparente de grasa, que fue significativamente menor en JBAra que en los otros grupos.  

La biomasa, el consumo de alimento, el peso relativo de los panículos abdominales, la 
GLU y el perfil lipídico plasmático no mostraron diferencia entre los grupos. En el mismo 
sentido, Mykkänen et al, en un estudio llevado a cabo con ratones alimentados con dietas 
de alto contenido de grasa (45% de las calorías totales de la dieta) y 5 y 10% de arándanos 
enteros, no encontraron efectos sobre  parámetros vinculados a la instalación del sindrome 
obeso (28). 

La disminución de la esteatosis hepática, así como la menor absorción de grasa dietaria 
que se registraron en el presente estudio, se lograron con una ingesta diaria de 0,2 g de 
polvo de arándanos, que aportan 1,9 mg de polifenoles. Se destaca que la concentración 
de polifenoles suministrada a los animales, equivaldría en el humano a un consumo diario 
de 40g de arándanos frescos cada 70 kg de peso corporal, cantidad que se enmarca dentro 
de las recomendaciones nutricionales internacionales que establecen un consumo de 20 a 
60 g de arándanos desecados por día (7). 

La ingesta de polvo de arándanos evaluada no representó un aumento significativo de la 
fibra dietaria, al que no podrían por lo tanto atribuirse los hallazgos mencionados. Los 
efectos reportados en los estudios de Mikkanen, de Heyman, y de otros, sí podrían 
derivarse -al menos en parte- del alto nivel de fibra empleado, dado que Lee et al, 
verificaron en ratas Wistar, modificaciones en la microbiota y la histomorfología 



  

intestinal como consecuencia del consumo de dieta con un 10% de polvo de arándanos 
(29).  

De este modo, los efectos beneficiosos observados sobre manifestaciones del síndrome 
metabólico en el grupo JBAra serían atribuibles a los compuestos bioactivos presentes en 
el polvo de arándanos, por probables acciones sobre la microbiota intestinal.  

Conclusiones: La ingesta de polvo de arándanos en la dieta, aun conteniendo lípidos ricos 
en ácidos grasos saturados, produjo efectos beneficiosos sobre la esteatosis hepática y una 
menor absorción de la grasa dietaria en ratas espontáneamente obesas. De la observación 
de la histología  hepática se puede expresar que  la dieta JBara1 incidió favorablemente 
en el perfil glucolipídico y que, en una segunda etapa, el agregado de polvo arándanos a 
la dieta JB promovió una reversión parcial de la esteatosis macrovesicular y un aumento 
de los depósitos de glucógeno en los hígados de animales tratados. 

 

 

RESUMEN 

 

El consumo de polifenoles -metabolitos secundarios de las plantas con demostrada 
actividad antioxidante y abundantes en frutos rojos- se recomienda para prevenir 
enfermedades crónicas no trasmisibles. Se evaluaron efectos de la ingesta de polvo de 
arándanos desecados -con una concentración de polifenoles de 9,45 mg/g- sobre 
parámetros del síndrome metabólico de ratas de la línea IIMb/Beta -obesa y diabética- de 
70 días. A tres grupos de ratas se suministró durante 90 días: dieta AIN 93 (control); dieta 
JB con primer jugo bovino en lugar de aceite de girasol o JB Ara, con primer jugo bovino 
y 0,5g de polvo de arándanos cada 100g de dieta. El consumo de alimento, la biomasa, la 
glucosa, el colesterol total y sus fracciones, los triacilgliceroles, las aminotransferasas, la 
urea y la creatinina plasmáticas así como el peso de los panículos adiposos abdominales 
fueron semejantes en todos los grupos. El grupo que consumió dieta JBAra mostró valores 
significativamente menores respecto de los otros grupos en la absorción de grasa dietaria, 
el peso relativo del hígado, la concentración de grasa total, los triacilglicéridos y el 
colesterol hepáticos. Estos hallazgos ponen de manifiesto los beneficios del consumo de 
polvo de arándanos sobre algunas manifestaciones del síndrome metabólico. 

 

 

ABSTRACT 

 

The intake of polyphenols -secondary metabolites of plants with demonstrated 
antioxidant activity, present in berries- is recommended for the prevention of chronic 
diseases of high worldwide prevalence. In this study the effects of the intake of dried 
bilberries powder -with a concentration of plyphenols of 9.45mg/g of powder- on the 
metabolic syndrome of 70 days old IIMb/Beta obese and diabetic rats were evaluated. 
Three groups of rats were fed during 90 days three different diets: AIN 93 (control); JB: 
with bovine lard replacing sunflower oil; JBAra: JB with 0.5g of dried berries powder per 
100g diet. There were no differencies in feed intake, final body weight, plasmatic glucose, 
total cholesterol and fractions, triacylglycerols, aminotranferases, urea and creatinine nor 
in abdominal fat pads weights. The group fed JBAra diet showed significantly lower 



  

levels in dietary fat absorption, liver relative weight, hepatic total fat, triacylglycerols and 
cholesterol. These findings show beneficial effects of the intake of dried berries powder 
on some of the metabolic syndrome parameters of this line of rats. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La proteasa que cliva el factor von Willebrand  (VWF) es una proteína glicosilada multi-
dominio conocida como ADAMTS13 (A Disintegrin-like And Metalloprotease with 
ThromboSpondin type 1 motifs 13), cuya función principal será reducir el tamaño 
multimérico a formas de menor tamaño, impidiendo así la acumulación de extragrandes 
circulantes del factor von Willebrand (VWF), evitando una agregación plaquetaria 
anormal y la formación de trombos en sitios de lesión vascular (1; 2; 3).  

El gen que la codificada se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 9q34 y 
está constituida por 29 exones. La proteína resultante será un polipéptido precursor de 
1427 aminoácidos (1) conformado por un péptido señal, un propéptido, un dominio de 
metaloproteasa, un dominio desintegrina, un dominio trombospondina tipo 1 (TSP1), un 
dominio rico en cisteína, un dominio espaciador, siete repeticiones TSP1, y dos dominios 
CUB (1; 4). Es sintetizada principalmente por las células estrelladas del hígado (5), 
células endoteliales vasculares (6), podocitos glomerulares del riñón, megacariocitos (1); 
aunque también se ha visto su presencia en diferentes tipos de tejidos procedentes de 
placenta humana, intestino delgado, vaso, testículo e inclusive en leucocitos de sangre 
periférica (1). El transcripto sintetizado en el hígado es de 4,7Kb y el de placenta de 2,3 
Kb. También se ha observado la presencia de ARN mensajero (ARNm) en plaquetas, 
HUVEC y una sobre expresión en líneas celulares principalmente de cáncer de mama (7). 

La deficiencia o baja actividad de la ADAMTS13 desencadena la enfermedad de Purpura 
Trombocitopénica Trombótica (PTT), que se caracteriza por una pentada clínica de 
diagnóstico con la presencia de anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia, 
disfunción neurológica, insuficiencia renal y fiebre, siendo una enfermedad generalizada 
y potencialmente mortal (8). Puede presentarse de manera congénita, debido a cambios 
en la secuencia de los nucleótidos del gen, o adquirida debido a la presencia de auto 
anticuerpos (9). 



   

 
 

Sin embargo, sugiriendo que otras proteasa podrían ser importantes en la regulación del 
VWF, actualmente se han identificado cuatro proteasas leucocitarias como la elastasa y 
proteinasa3 que clivan el sustrato sintético VWF73 y los multimeros de VWF (10). 

Al menos 3 isoformas (ISF) de ADAMTS13 son conocidas actualmente en líneas de 
células humanas y se ha descubrierto la presencia de una nueva ISF que se origina por la 
retención del intrón 25 (IR25), aunque solamente presente en algunos tipo de células (7). 
La ISF2 se caracteriza por la ausencia de 167 nucleótidos entre los exones 25 y 26 y la 
pérdida de 93 nucleótidos más a nivel del exón 8 formaría la ISF3; la ISF IR25 presenta 
465 nucleótidos producto de la retención del intrón 25 lo que origina una ISF de mayor 
tamaño (7). 

Se ha encontrado la presencia de ARNm de la ISF 1 e ISF 2 en HUVEC, plaquetas y dos 
líneas de cáncer de mama humano (MDA-MB 231, MCF7) (11). Teniendo en cuenta que 
las células MDA-MB 231 son células con mayor grado de producción de metástasis en 
comparación a las MCF7, además de ser receptor de estrógeno negativos (11). 

Estas ISF o posibles nuevas ISF de ADAMTS13, serían generadas por splicing 
alternativo, aparentemente durante la transcripción. Si bien, aun no se conocer el efecto 
o la función de aquellas ya conocidas creemos que podrían ser un marcador de severidad 
en los pacientes con PTT (2).  

 

 

OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO 

 

• Identificar ARNm de potenciales nuevas ISFs de ADAMTS13 en plaquetas. 

• Buscar relación entre las posibles nuevas ISFs con la enfermedad de PTT. 

 

Objetivo del primer periodo  

Cultivar las líneas celulares MDA-MB231, MCF7, Hep3B, HUVEC, HMVEC, HEK293 
para extracción de ARN. 

Diseño de primers específicos para diferenciación de ISF 3 de una posible nueva ISF  

 

Objetivo del segundo periodo 

Determinar la presencia de ARNm de ISF de ADAMTS13 en muestras de ARN total a 
partir de sangre entera, en pacientes con diagnóstico de PTT y donantes normales. 

 

Objetivo del tercer periodo 

Determinar la presencia de ARNm  de posibles nuevas ISF de ADAMTS13 en muestras 
de ARN de leucocitos. 

 

 

 



   

 
 

METODOLOGÍA 

 

Donantes de sangre para lavado de plaquetas 

Se obtuvo de sangre de sujetos sanos (N=42) con recuento plaquetario normal (>250 
x109), sin antecedentes de problemas trombóticos; 5 pacientes con diagnóstico de PTT 
adquirido (PTTa) y 3 con PTT congénito (PTTc). Se obtuvo el consentimiento informado 
por la colaboración para este estudio, en todos los casos. 

 

Donantes de sangre para lavado de leucocitos de sangre periférica 

Se obtuvo sangre de sujetos sanos (N=50), sin antecedente de problemas trombóticos, 
pacientes con PTTa (N=9) y PTTc (N=3) pacientes. Se obtuvo el consentimiento 
informado por la colaboración para este estudio, en todos los casos. 

 

Líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB231 y MCF7  

Mantenidas en medio DMEN (- glucosa) suplementado con  1% de L-Glutamina, 1% de 
penicilina y estreptomicina y 10 % de suero fetal bovino (SFB). En todos los casos las 
células se incubaron a 37ºC, a 5% de CO2 en estufa humidificada.  

 

Línea celular Hep3b y HEK 293 

Mantenidas en medio DMEN (+ glucosa) suplementado con 1% de L-Glutamina, 1% de 
penicilina y estreptomicina y 10 % de suero fetal bovino (filtrado). En todos los casos las 
células se incubaron a 37ºC, a 5% de CO2 en estufa humidificada. 

 

Línea celular HUVEC 

Fueron obtenidas de ensayos previos a este trabajo, las cuales no fueron tratadas y fueron 
almacenadas para extracción de material genético. 

 

Línea celular HMVEC 

Fueron obtenidas de ensayos previos a este trabajo, las cuales no fueron tratadas y fueron 
almacenadas para extracción de material genético. 

La concentración y viabilidad de las células, fueron determinados mediante la técnica de 
coloración con trypan blue. Para lo cual se toma 20 μL de la suspensión de las células y 
se mezcla con 20 μL de la solución de trypan blue 0,4%. Se coloca 10 μL de esta mezcla 
en cada cuadrante de la cámara de Neubauer y se cuentan las células. Las células 
coloreadas de azul son aquellas no viables y no se cuentan. Para los cálculos se utiliza la 
siguiente fórmula: 

 

Concentración (células/mL) =      Nº de células contadas x 10000 

             Nº de cuadros contados 

 



   

 
 

Diseño de primers  

 

Se diseñaron dos juegos de primers:   

 

a. Uno específico para la diferenciación de la ISF3 que permita diferenciar a su vez una 
posible ISF en las células estudiadas. 

b. Uno para identificar otra posible diferencia entre la ISF 1 y 2 de una variante que 
afecta la ISF1 entre las TPS2 al 8. 

 

Se utilizaron los software OLIGO y Primer-Blast. Y las secuencias obtenidas en uniprot 
de las ISF a estudiar. (ISF1: NM_139025.4; ISF2: NM_139027.4; ISF3: NM_139026.4) 
serán utilizadas como patrón normal de secuencia. Se tuvo en cuenta las ausencias de 
nucleótidos características de la ISF3, ausencia de 167 nucleótidos entre los exones 25 y 
26 como diferenciación entre la ISF1 y las ISF2 y 3. 

 

Obtención de plaquetas 

 

1. Las muestras de sangre deben ser anticoaguladas con citrato de sodio 3,8% (1/10 v/v) 

2. Centrifugar a 1000 rpm sin freno por 15 minutos (min) a temperatura ambiente (TA).  

3. Traspasar, el sobrenadante (plasma rico en plaquetas, PRP), a otro tubo, realizar un 
conteo de plaquetas; al volumen de PRP obtenido adicionar 10% de ACD pH 6,4 
(NaCl 72,6 mM, Glucosa 113,8 mM, Citrato de sodio 29 mM, ácido cítrico 2,8 mM) 
y 0,03% de Prostaglandina E1 (PGE1). 

4. Mezclar lentamente por inversión y centrifugar a 3000 revoluciones por minuto (rpm) 
sin freno por 20 min a TA. 

5. Descartar el sobrenadante y el botón de plaquetas resuspender en 1mL de buffer de 
lavado [buffer salino (Tris 10mM, NaCl 0,15 M), 3 ml de ACD, 20 µL de PGE1]. 

6. Separar 100 μL para realizar un recuento plaquetario, al resto se le agregar 9 mL del 
buffer de lavado. 

7. Mezclar lentamente por inversión y centrifugar a 3000 rpm sin freno por 20 min a 
TA. 

8. Descartar el sobrenadante y el botón de plaquetas resuspender con 1mL de TRIzol® 
Reagent (Invitrogen-Life Technologies, USA). 

9. Pasar la mezcla a un eppendorf de 1,5 µl y almacenar a -80°C hasta el momento de 
ser utilizados. 

 

 

 

 

 



   

 
 

Lavado de leucocitos de sangre periférica  

 

Lisis de rojos 

 

1. Centrifugar la sangre entera anticoagulada con citrato de sodio 3.13 o ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) 2% a 3500 rpm por 15 minutos. 

2. Separar el plasma y recuperar la porción correspondiente de leucocitos (halo blanco) 
el cual se pasa a un eppendorf de 2ml. 

3. Agregar buffer de lisis de rojos hasta llegar a 2 ml, con una pipeta pasteur realizar 
lavados por la pared del eppendorff evitando la formación de burbujas. 

4. Centrifugar 250 rpm  sin freno por 4 minutos. 

5. Descartar 1ml de sobrenadante tomando desde la parte superior y con cuidado de no 
tomar la parte inferior. 

6. Repetir los pasos 3 al 5,  cuatro veces. 

7. En el último lavado descartar todo el sobrenadante y resuspender con 1mL de 
TRIzol® Reagent (Invitrogen-Life Technologies, USA). 

8. Mantener a -20ºC hasta realizar al extracción de ADN. 

 

Extracción de ARN (kit promega) 

 

Se utilizó el kit de extracción de ARN de promega (Cat. Z3100) y se siguió las 
indicaciones del fabricante. 

 

Extracción de ARN (TRIZOL) 

 

1. El ARN fue aislado siguiendo el método que requiere TRIzol® Reagent (Invitrogen-
Life Technologies, USA), que lisa y homogeniza sin dañar el ARN. 

2. Descongelar las muestras y dejarlas incubar 5 min a temperatura ambiente. 

3. Agregar 200µL de cloroformo frío, agitar fuerte durante 10 segundos y se deja actuar 
3 min. 

4. Centrifuga a 12000 rpm por 10 min a 4°C.  

5. Traspasar la fase acuosa (aproximadamente 500 µL) a un eppendorf limpio con 
cuidado de no tocar la interfase. 

6. Agregar 500 µL de isopropanol frío,  mezclar y dejar actuar por 10 min. 

7. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min a 4°C. 

8. Descartar el sobrenadante, al pellet agregar 200 µL de etanol al 70% y vortexear. 

9. Centrifugar a 7500 rpm por 5 min a 4ºC. 

10. Descartar el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet y dejar secar. 



   

 
 

11. Resuspender en 10 µL de agua libre DNasa y RNasa.  

12. Mediar la pureza y concentración del ARN. Se estiman por absorbencia a la luz UV 
a 260 y 280 nm. Valores entre 1,7 y 2,0 de la relación 260/280 se toman como libres 
de contaminación proteica. 

13. Finalmente las muestras son mantenidas a -20ºC hasta ser utilizadas. 

 

Retrotranscripción (RT-PCR) 

 

La RT-PCR se realiza utilizando Random primers [Pd(N)6, Invitrogen, USA) y el kit 
ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, Usa) siguiendo las indicaciones 
del fabricante. Teniendo en cuenta la concentración necesaria de 50 ng/μL por reacción 
para la RT-PCR.  

 

1. Diluir las muestras a una concentración de 50 ng/μL. 

2. Realizar una mezcla de 1μg de templado de ARN, 0,5μg de Ramdom primers y agua 
libre de RNAsas para llevar a volumen (5 μL).  

3. Incubar a 70°C por 5 min, y luego realizar un shock térmico a 4°C por 15 min.  

4. Preparar la mix de PCR mezclando buffer de reacción, MgCl2 3mM, dNTPs 10 μM, 
y transcriptasa reversa 1 μg y agua libre de RNAsas para un volumen final de 15 μL.  

5. Mezclar en vortex y ciclar con las siguientes condiciones: 25°C por 5 min, 42°C por 
60 min y 70°C por 15 min. 

6. Almacenar a 20ºC o utilizar de inmediato. 

 

Primers  

 

Se utilizaron los primers diseñados previamente con los software de Biodynamics 
https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index y Primers-BLAST 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast (Tabla 1). La comprobación de las 
temperaturas de melting se realiza con el programa OLIGO. 

 

Tabla1: Primers a un concentración de 20 μM para la amplificación de las regiones 
características de las ISF 1, 2, 3 y β-actina (control) 

 

 

 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 



   

 
 

Amplificación de fragmentos de Ácido Desoxirribonucleico complementario (ADNc) 
de ISF 1, 2. 

 

La amplificación de las ISF 1 e ISF 2 se realiza utilizando Gotaq DNA polimerasa 
(Promega, USA) con aditivos que mejoraron su eficiencia como se muestra en el cuadro 
1 y los primers de la tabla 1. Para la diferenciación de las ISF 1 y 3 se utiliza el protocolo 
del cuadro 2 también utilizando Gotaq DNA polimerasa. El gen β-actina es utilizado 
como control positivo de expresión y amplificación. 

 

Cuadro 1: Protocolo de amplificación de ISF 1 y 2:  

 

 1X (μL)
H2O libre de DNAsa 29
Buffer de reacción 5X 4
dNTPs 10 mM 1
P1 20μM 2,5
P2 20μM 2,5
GoTaq DNA polimerasa (5u/μL) 1
ADNc 10
Volumen final 50  

 

Desnaturalización   96°C /10min 

 Desnaturalización  96°C / 30 seg 

 Hibridación (Touch Down) 62°C -60,8°C -59°C /30 seg  

 Extensión   72°C / 30 seg 

Extensión final   72°C / 10 min 

 

- 12 ciclos por cada temperatura de hibridación 

 

Cuadro 2: Protocolo de amplificación de ISF 1 y 3:  

 

 1X (μL)
H2O libre de DNAsa 37,5
Buffer de reacción 5X 4
dNTPs 10 mM 1
P3 20μM 2
P4 20μM 2
GoTaq DNA polimerasa (5u/μL) 1
ADNc 2,5
volumen final 50  

 



   

 
 

 

Desnaturalización   96°C /10min 

 Desnaturalización  96°C / 30 seg 

 Hibridación   55,5°C / 30 seg     35 ciclos 

 Extensión   72°C / 30 seg 

Extensión final   72°C / 10 min 

 

 

Verificación de fragmentos amplificados 

 

Preparar un gel de agarosa al 2% en presencia de SYBR® Safe DNA Gel Stain 
(Invitrogen-Life Technologies, USA); sembrar 10 μL de la amplificación por PCR y 
sembrar en una de las calles 5 μL del marcador de peso molecular 100 pb. 

Realizar una corrida electroforética a 110 volt por 50 min, visualizar en un 
transiluminador y fotodocumentar. 

 

Cuantificación de amplificación del ADNc 

 

La cuantificación de amplificación fue realizada por densitometría utilizando el software 
IQTL versión 8.2 (GE Healthcare Life Sciences) que fueron normalizados con la banda 
de 500pb del marcador de peso molecular que sería un referente constante. 

 

Purificación y secuenciación  

 

Separar del gel de agarosa las bandas de interés y seguir el protocolo sugerido por el kit 
de purificación por columnas GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, 
UK).  

Medir la concentración de los purificados en un espectrofotómetro teniendo en cuenta 
que la relación de absorbancia A260/A280 este entre 1,7 y 2; asimismo la concentración 
utilizada fue de 5-15 ng/μL que era la necesaria por el tamaño de templado obtenido. 

Para la secuenciación utilizar los primers que se muestran en la tabla 2 a una 
concentración de 1,6μM. Tomar en cuenta el protocolo sugerido por el kit (BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit), con algunas modificaciones (Cuadro 3). 

 

Tabla 2: Primers para la secuenciación utilizados a la concentración de 5 μM de las 
regiones características de las ISF 1, 2, 3. 

 Primer Sentido Primer Antisentido ISF diferenciada 

P5 y P2 5’ CGGTGACTGTGCGTGGCT 3’ 5’CAGCGTGTTGGTCTTGGAGC 3’ 1 y 2 

P3 y P4 5’ GTCACCATTGCCCATGAGAT 3’ 5’ ATTCTGTCCCATCCAGGAGA 3’ 1 y 3 



   

 
 

Cuadro 3: Protocolo de segunda PCR para secuenciación. 

 

 1X (μL)
H2O libre de DNasa 11
ADN purificado 3
Primer 1,6μM 3,5
Premix 2,5
volumen final 15  

 

Desnaturalización   96°C / 1min 

 Desnaturalización  96°C / 10 seg 

 Hibridación   50°C / 30 seg   25 ciclos 

 Extensión   72°C / 30 seg 

 

Finalizado el ciclado, purificar las muestras: 

 

 Agregar 80μl de etanol 95%. 

 Centrifugar a temperatura ambiente por 15min a 12 000 rpm. 

 Retirar el máximo posible de sobrenadante. 

 Agregar 200μl de etanol 70%. 

 Centrifugar a temperatura ambiente por 8min a 12 000 rpm. 

 Remover el sobrenadante. 

 Secar en el SpeedVac Savant™ ISS110 (Thermo Scientific, USA)  por 15 min. Evitar 
la resecación. 

 Re-suspende el botón en formamida e ingresar las muestras en el secuenciador 
automático ABI PRISM 310 Genetic Analyze (PE, Applied Biosystems, USA).  

 

Los electroferogramas se analizaron manualmente, comparándolas con las secuencias de 
ADNc de la ISF 1 (NM_139025), ISF 2 (NM_139027), ISF 3 (NM_139026) 
comprobando la presencia de las mismas. 

 

 

RESULTADOS 

 

De cada línea celular se obtuvo 4 botellas de cultivo T75 a una confluencia del 80-90 %, 
en cada caso se realizó el lavado con PBS 1 X estéril, una de ellas fue utilizada para 
conservación de la línea utilizada y criopreservada en dimetilsulfóxido (DMSO) y Suero 
fetal bovino (SFB). 



   

 
 

Los cultivos celulares fueron obtenidos en diferente momento para evitar algún tipo de 
contaminación cruzada producto del operador. 

El promedio del conteo de células mostro que las líneas celulares MDA-MB231 y  HEK 
293 fueron las líneas celulares con mejor población (tabla 3).  

 

Tabla 3 .Promedio de población celular viable luego de los cultivos 

 

 MDA-MB231 MCF7 HUVEC HMVEC HEP3B HEK293 

Conteo  2,50x104 Cell/ uL 2,15x104 Cell/ uL 1,95x104 Cell/ uL 2x104 Cell/ uL NC 2,60x104 Cell/ uL 

 

NC: No contabilizado. 

 

Extracción de ARN total 

 

Todas las muestras procedentes de cultivos celulares fueron extraídas por la técnica de 
TRIZOL con una concentración superior a 4000 ng/uL. En plaquetas procedentes de 
normales la concentración estuvo entre 150-533 ng/uL, las cantidad de plaquetas 
procedentes de pacientes fue muy baja debido a que esta es una de las característica de la 
enfermedad por lo que no se pudo obtener suficiente concentración de ARN total para 
seguir con los ensayos. En el caso de los leucocitos lavados, 95% de las extracciones 
realizadas con la técnica de TRIZOL con una concentración de ARN total en un rango de 
440-3756 ng/uL y solo un 5% tuvo un concentración por debajo de 440 ng/uL que no 
permitió la retro transcripción, mientras que utilizando el kit de promega estuvo en un 
rango de 160-424ng/uL. 

La extracción de ARN total fue muy superior en las líneas celulares de cáncer de mama 
MDA-MB231 y MCF7 respecto al resto de líneas celulares con una concentración entre 
4300-6594 ng/uL. 

 

ISF 1 e ISF2  

 

El protocolo para ISF 1 e 2 fue optimizado, para evitar la presencia de bandas satélites 
presentes en trabajos previos; se pudo observar que el nuevo protocolo fue exitoso en 
tolas líneas celulares en las que se probaron (Fig 1). 

El 100% de las muestras obtenidas de HEP3B, HEK239, MDA-MB231 y MCF7, tuvieron 
bandas de amplificación bastante marcadas correspondientes a las ISF 1, 2 sin gran 
diferencia entre ellas. En el caso de las HUVEC y HMVEC, no fue tan homogéneo ya 
que en el 85% presentaron mayor concentración correspondientes a la ISF 1 que a la ISF 
2 y solo 15 % tuvo mayor concentración de la ISF2 respecto a la ISF1, mientras que en 
leucocitos el porcentaje no fue tan variado, el 96% presentó mayor concentración de la 
ISF1 y solo 4% tuvo mayor concentración de la ISF2. Todas las muestras amplificadas 
presentaban a una banda de 500 pb de mayor intensidad que en el resto de células 
estudiadas. En el caso de las plaquetas las bandas fueron muy delgadas de muy baja 
concentración en casi todas las muestras. 



   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

  

 

 

 
Figura 1: Verificación en gel de agarosa 2% de  la amplificación del ADNc de las ISF1 e 
ISF2 de: A) MDA-MB231, MCF7 y plaquetas. B) HUVEC, HMVEC, HEK293, HEP3B, 
plaquetas. C) Leucocitos  
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ISF 1 e  ISF3 

 

Los primers diseñados fueron probados en un procotolo de PCR utilizando un plásmido 
wild type (pCMV6-XL5ADAMTS13) (Fig.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Verificación en gel de agarosa 2%.  PCR optimización para la diferenciación entre 
IFS1 e ISF3 en plásmido que contiene la secuencia ADNc de ADAMTS13. 
 

El 100% de las muestras de líneas celulares presentaron ADNc de las ISF1 e ISF3, 
sobresaliendo en todos los casos la ISF1 en concentración respecto a la ISF3, 
principalmente en la línea HEP3B; además, se pudo visualizar una tercera banda que 
correspondería a un amplicón de 130 pb, con similar concentración que la ISF1 en las 
HEK 293, MDA-MB231 y MCF7. En el caso de las HEP3B, HUVEC y HMVEC la banda 
de 130 pb fue menor que la de ISF1, el 90% de las amplificaciones de muestras 
procedentes de plaquetas no presentaron la ISF3 pero si la de 130 pb a muy baja 
concentración (Fig. 3A). 

En el caso de las muestras proveniente de leucocitos, únicamente el 12% presento bandas 
de amplificación correspondientes a ISF1 e ISF 3, en el 68% de muestras de leucocitos 
no se vio la ISF3 ni la de 130pb; en este grupo se encuentran las muestras con PTTa y 
PTTc (Fig. 3B). 

Las fracciones fueron aisladas del gel de agarosa y purificada mediantes columna y 
posteriormente secuenciada. 

La secuenciación permitió evidenciar que se trataba de una forma más corta de la 
secuencia de ADAMTS13, con la deleción completa del exón 7-8 al cual llamamos ED7-
8. 
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Figura 3: Verificación en gel de agarosa 2% de  la amplificación del ADNc de las ISF1, ISF3 
e ED7-8 de: A) HEK293, HUVEC, HEP3B, HMVEC, MCF7, MDA-MB231. B) Leucocitos 
de normales y pacientes con PTT 
 

 

CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 

 

El splicing alternativo es un evento que regula el procesamiento del ARN que contribuye 
a la diversidad de proteínas y en muchos casos permitiendo la aparición de potenciales 
ISF, que pueden estar relacionadas con distinta función o inclusive función opuesta (12; 
13). 

Estudios previos han demostrado que la mayoría de los genes humanos de múltiples 
exones se ven afectados por splicing alternativo y, por lo tanto, puede expresar una 
variedad de diferentes transcripciones de la misma secuencia genómica (13; 14).  

Actualmente se sabe las células tumorales pueden desencadenar una cantidad de eventos 
que conducen a la retención de secuencias no codificantes o producir alteraciones en la 
secuencia normal de ciertas proteínas lo que podría contribuir a un estado trombótico en 
pacientes con cáncer (7; 15). Desbalanceando la expresión de la ISF normal y aumentando 
los niveles de ISFs aparentemente anormales. 

La producción de ISF, en el caso que ejerzan funciones distintas u opuestas también 
sugiere que la función de un gen no es una propiedad fija de una célula, sino que sería 
regulada dinámicamente por el splicing alternativo de manera espacial y temporal. Lo que 
permitiría a las células adaptarse a un fenotipo celular específico en respuesta a señales 
ambientales. 
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En un estudio realizado en 2016 se menciona la importancia de distinguir entre el uso 
diferencial de transcripción (DTU)  que lo denominan también como ISF  de la expresión 
diferencial a nivel de transcriptoma del gen (DTE), donde plantea  que DTU considera 
cambios en las proporciones de las ISF de un gen que se expresan en oposición a cambios 
de los niveles de transcripción individuales (16); que se trata de un concepto muy 
interesante que podría explicar de otra forma la presencia de material genético de 
diferentes ISF en diferentes tipos celulares. 

Nuestro estudio nos llevó a encontrar una aparente nueva variante de ISF que a diferencia 
de las ya conocidas esta representa la deleción completa de los exones 7-8 (ED7-8), u que 
tendría alterada la secuencia que codifica al dominio metaloproteasa. Al igual que la ISF 
IR25 descrita por Shomron (7),  la capacidad de proteólisis debería estar afectada; sin 
embargo, debido a la ubicación de la deleción, esta si podría ser traducida y liberada a la 
circulación sin actividad pero  con la capacidad de unirse al VWF. También se vio que 
no existe diferencia a nivel de ISF entre muestras de controles y pacientes con PTT; sin 
embargo, es muy difícil llegar a una conclusión respecto a la presencia o ausencia de las 
ISF2, ISF3 o ED7-8 que diferencien los tipos de PTT en los pacientes estudiados, debido 
a que la baja frecuencia de PTTc y por consiguiente la poca cantidad de pacientes 
estudiados dificultaría una conclusión contundente en este sentido. Por otro lado, en el 
caso de estos pacientes, el incremento de la presencia de esta ED7-8, a pesar de tener 
alterado el dominio metaloprotesasa, si esta fuera traducida competir por el sitio de 
anclaje al VWF, o también podría predisponer al aumento de anticuerpos anti 
ADAMTS13, y por consiguiente inducir afecciones trombóticas como PTT. 

A diferencia del resto leucocitos que no fueron específicos para poder determinar una 
diferencia significativa entre normales y pacientes con PTT, ni adquiridos ni congénitos, 
podríamos concluir que la presencia de esta nueva ISF estaría relacionada con presencia 
de células cancerígenas, donde se sobre expresaron, y podría ser utilizada como algún 
tipo de marcador de presencia de estas células en circulación o ser útil para predecir el 
estadio o evolución en casos de cáncer. 

Tanto ED7-8 como el efecto que podría generan en un mayor número de pacientes es un 
tema a para seguir estudiando.  

 

 

ABSTRACT 

 

Identification of potential novel isoforms (ISF) of ADAMTS13 and the relationship 
with Thrombotic Thrombocytopenic Purpura (TTP) 
 

Background 

ADAMTS13 is a plasma metalloprotease that cleaves von Willebrand factor (VWF). 

Alternative splicing (AS) is a common feature of ADAMTS gene expression, in 
ADAMTS13 this process could product cleave the genomic sequence in different 
positions and causes several potential variants. 

Shomron N (2009) described mRNA of ISF1 in cancer lines and ISF1, ISF2 and ISF3 of 
Hep3B. We described previously (ISTH 2013) mRNA of ISF1 and ISF2 in platelets, 
HUVEC and ISF2 in two breast cancer lines (MDA-MB231, MCF7). 



   

 
 

Aim 

• Identify mRNA from potential novel ISFs of ADAMTS13 in platelets and other cells. 

• Search for a relationship between possible novel ISFs with TTP disease. 

Material am methods 

Total RNA was isolated by TRIZOL method. The integrity was verified by A260/A280 
optical density ratio. mRNA was first reverse-transcribed into cDNA using special 
primers. We designed primers to amplify the sequence of ADAMTS13 to differentiate 
ISF1 (421bp) and ISF3 (334bp). β-actin and Hep3B ISFs were used as controls. The 
PCR products were analyzed on agarose gel containing SYBR Safe. ImageQuant TL 
software was used to quantification analysis. 

Results 

The novel ISF (ED7-8) and ISF3 were observed in all cells studied: HEK293, HUVEC, 
Hep3B, MDA-MB231 and MCF7, Leucocytes (normal and TTP patients), but platelets 
shown it reduced concentrations. 

Conclusion 

We found the novel ED7-8 and achieved the identification of the ISF3 by sequence 
analysis and quantify it in relative form. Due to PIV difference observed in ISFs of 
platelets and leucocytes from TTP patients, it will be necessary to increase sample size 
and the number of samples. 

ISF3 and ED7-8 function, the control or inhibition over ISF1 function and the cells 
proliferation must be investigated. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
El aprendizaje asociativo entre los efectos reforzantes de las drogas de abuso y el 
contexto ambiental en el que son recibidas juega un papel crucial en el desarrollo de 
conductas adictivas (Hyman and Malenka, 2001; Nestler, 2001). De hecho, se cree que 
dichas conductas permanecen en el tiempo gracias a la persistencia de memorias 
aberrantes, que involucran la modificación a largo plazo de circuitos neuronales 
corticales y sub-corticales (Everitt et al., 2001; Everitt and Robbins, 2005; Milton and 
Everitt, 2012). Sin embargo, los circuitos neuronales y los mecanismos celulares 
responsables del procesamiento las memorias asociadas a drogas de abuso no se conocen 
en detalle. Por ello, el uso de modelos animales para avanzar sobre su comprensión es 
crucial para contribuir, a largo plazo, con el desarrollo de terapias efectivas en 
pacientes con desórdenes de uso de sustancias. 



 

 

El sistema mesocorticolímbico es el principal sitio de acción de las drogas de abuso, y se 
define como el circuito que conecta el área tegmental ventral (ATV) con sus dos 
estructuras blanco principales: la corteza prefrontal medial (mPFC) y el núcleo 
Accumbens (NAc) (Pistillo et al., 2015). Dentro de este circuito, el aumento de la 
liberación de dopamina desde el ATV hacia el NAc ha sido clásicamente aceptado 
como base neurobiológica de los procesos adictivos en respuesta a las drogas de abuso 
(Di-Chiara and Imperato, 1988; Volkow and Morales, 2015; Wise and Koob, 2014). A su 
vez, varios estudios señalan que la modulación de la mPFC es esencial para el control 
cortical de conductas inducidas por estímulos apetitivos, como la conducta de 
búsqueda luego de la formación de memorias asociativas droga-entorno (Pastor and 
Medina, 2021). Sin embargo, el rol de la mPFC en la adquisición, consolidación y 
expresión de memorias asociadas a cocaína es prácticamente desconocido. En relación 
a la modulación de la mPFC, se ha descripto que las proyecciones colinérgicas que 
recibe desde el cerebro basal anterior son esenciales para la detección de señales 
ambientales (Gritton et al., 2016; Parikh et al., 2007). Utilizando el protocolo de 
condicionamiento de preferencia por el lugar (“Conditioning Place Preference”, CPP), 
hemos demostrado recientemente que la memoria asociada a cocaína se potencia en 
ratas expuestas a estrés prenatal (Pastor et al., 2018), un modelo en el cual los niveles de 
los receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) α7 de la mPFC se encuentran alterados 
(Baier et al., 2015). Estos resultados nos llevaron a pensar en los nAChRs α7 de la 
mPFC como actores clave en la modulación de los efectos de la cocaína. 

Debido a la ausencia de evidencia acerca del papel que juega la transmisión nicotínica 
colinérgica en la mPFC sobre los diversos aspectos del procesamiento de memorias 
asociadas a cocaína, y dada la importancia de su estudio en roedores por su homología 
con la CPF dorsolateral en humanos, el objetivo general de este proyecto se basó en 
investigar algunos de los mecanismos subyacentes a la vulnerabilidad por los efectos 
reforzantes de la cocaína, focalizando en el estudio de la modulación colinérgica de la 
corteza prefrontal mediante nAChRs α7. 
 
 
2. MÉTODOS 
 
2.1. Animales: Trabajamos con ratas macho adultas de la cepa Wistar, adquiridas en la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica, de la Universidad de Buenos Aires. Las ratas fueron 
trasladadas al Bioterio del Instituto, donde se habituaron durante una semana, a una 
temperatura de 24 + 2ºC, bajo un ciclo de luz:oscuridad 12:12hs. Se alojaron de a 4 por 
jaula, con libre acceso al agua y al alimento. Todos los protocolos fueron aprobados por 
las regulaciones fijadas por el “Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 
de Laboratorio” (CICUAL, Facultad de Medicina, UBA) y fueron realizados siguiendo 
las normas internacionales fijadas por la “Guía para el Cuidado y el Uso de los Animales 
de Laboratorio” (NIH Publications No. 8023), tomando los recaudos necesarios para 
reducir al mínimo el número de animales utilizados en cada experimento. Durante 
todos los experimentos conductuales, se utilizaron las agujas de menor diámetro 
disponible (0,30 x 13 mm) para disminuir al máximo la posible molestia generada por 
las inyecciones sistémicas. El tamaño de muestra se calculó utilizando el Statistical 
power calculator (www.dssresearch.com), teniendo en cuenta estudios previos y fijando 
95% como intervalo de confianza deseado. 
 
2.2. Protocolo de cirugía estereotáxica e infusión intra-mPFC: El procedimiento 
de canulación mediante cirugía estereotáxica se realizó según lo descripto en trabajos 



 

 

publicados (Gonzalez et al., 2014; Pastor et al., 2021). Brevemente, 10 días antes de 
comenzar los experimentos conductuales, las ratas se colocaron en un marco 
estereotáxico bajo anestesia (Ketamina: 80 mg/kg + Xilazina: 8 mg/kg); y se les 
colocaron bilateralmente cánulas (22-G) dirigidas hacia la mPFC: AP +3.20 mm/LL 
±0.75 mm/DV −3.20 mm (Coordenadas Bregma, Paxinos and Watson, 2014). Las 
cánulas se fijaron al cráneo con acrílico dental y, al finalizar la cirugía (y durante los dos 
días posteriores), se inyectó inmediatamente una dosis del analgésico meloxicam (1 
mg/kg) y del antibiótico gentamicina (2 mg/kg). El volumen de infusión de 
metilcaconitina (MLA) intra-mPFC fue de 1μL en cada hemisferio (1μL/min). Como 
control, un grupo de animales fue canulado e infundido con vehículo (VEH). Al 
finalizar los experimentos, se controló la correcta posición de las cánulas (Gonzalez et 
al., 2014). Antes del comienzo de los experimentos conductuales, los animales se 
dejaron en sus jaulas durante 5-7 días y luego de haberse recuperado de la cirugía, se 
manipularon durante 4 días para disminuir el estrés asociado al experimentador. 
 
2.3. Protocolo de Condicionamiento de preferencia por el lugar (CPP): Empleamos 
el modelo de CPP para estudiar la memoria asociada a la cocaína en ratas de 75 días. 
Estos experimentos se realizaron según lo descripto en trabajos publicados (Castillo 
Díaz et al., 2019; Pastor et al., 2021, 2018). Utilizamos cajas de acrílico que poseen 
dos compartimientos (25 x 30 x 30 cm) que se diferencian en sus características 
visuales y táctiles (uno blanco con piso de malla de acrílico y otro negro con piso de 
barras de acrílico), separados entre sí por un compartimiento neutral más pequeño 
(25 x 12 x 30 cm; gris con piso de acrílico liso), mediante puertas removibles. La cocaína 
siempre se administró en el compartimiento blanco, que es el menos preferido por los 
animales en conjunto (McCallum and Glick, 2009). El protocolo de CPP se compone de 
3 etapas: 
 
1) Pretest: El primer día del procedimiento, se coloca a los animales 
individualmente en el compartimiento central de la caja de CPP (con las puertas abiertas) 
y se los deja explorar libremente la caja por 15 minutos, libres de droga. El tiempo que 
pasa cada animal en uno u otro compartimiento determina la preferencia inicial. 

2) Condicionamiento (adquisición de la memoria): Al día siguiente, con las puertas 
que dividen a ambos compartimientos cerradas, comienza la etapa de condicionamiento. 
Para ello, se inyecta a cada animal solución salina (NaCl 0,9%; 1ml/kg; i.p.) y se lo 
coloca en el compartimiento negro por 30 minutos. Al día siguiente, se le inyecta cocaína 
(Clorhidrato de cocaína; Laboratorio Verardo; Buenos Aires, Argentina; 20 mg/kg de 
la base libre; i.p.) y se lo coloca en el compartimiento blanco por 30 minutos (la mitad 
de los animales recibe solución salina en ambos compartimientos, como control). 
Durante el condicionamiento, se analizó la actividad locomotora desarrollada en 
respuesta a la administración de cocaína, que es un indicio de los efectos reforzantes de 
la droga, ya que se asocia a un aumento en la liberación de dopamina en el NAc 
(Cornish and Kalivas, 2001; Di-Chiara and Imperato, 1988). Este procedimiento se realiza 
una (one- trial CPP) o cuatro (four-trial CPP) veces. 

3) Test (expresión de la memoria): El día posterior al condicionamiento, se vuelven 
a abrir las puertas que dividían a ambos compartimientos y se deja a cada animal explorar 
toda la caja por 15 minutos, en ausencia de droga. Si el animal pasa más tiempo en el 
compartimiento en el que recibió la cocaína, en el Test respecto del Pretest, puede 
inferirse que se formó una memoria droga-entorno (Castillo Díaz et al., 2017; Kramar 
et al., 2014a, 2014b; Tzschentke, 2007). 



 

 

La infusión de drogas en la mPFC antes del condicionamiento nos permitió evaluar el 
efecto de la infusión de MLA sobre la adquisición del CPP. Para ello, 10 minutos antes 
de la inyección sistémica de cocaína o solución salina en el compartimiento blanco, se 
realizó una infusión bilateral (de VEH o MLA) en la mPFC (Pastor et al., 2021). Esto se 
repetió 4 veces (4-trial CPP). Para evaluar el efecto de la MLA en la consolidación de 
la memoria asociada a cocaína, la infusión se realizó inmediatamente después del 
condicionamiento. Para evaluar su efecto en la expresión, la infusión se realizó 30 
minutos antes del test de CPP (Pastor et al., 2021). 
 
2.4. Análisis de datos: Los experimentos conductuales fueron filmados y los videos 
analizados por un experimentador “ciego” a la condición experimental, con el programa 
Solomon Coder (https://solomoncoder.com). Los resultados se analizaron mediante test 
de Student o ANOVA de dos factores con medidas repetidas en el último factor 
(tratamiento intra-PFC x pretest vs test), mediante el programa de estadística IBM SPSS 
Statistics 19. El tamaño muestral y los datos estadísticos se mencionan en cada figura y 
están detallados en Pastor et al. (2021). 
 
 
3.  RESULTADOS 
 
3.1. Puesta a punto 
 
Para comenzar a estudiar el efecto de la MLA sobre el refuerzo inducido por cocaína, 
como primer paso, se procedió a evaluar la dosis adecuada de antagonista a utilizar. 
Para ello, utilizando el protocolo de CPP, estudiamos dos dosis del antagonista, 
basándonos en la bibliografía, y evaluamos si la MLA inducía una preferencia per se 
por alguno de los compartimientos de la caja de CPP. Al evaluar la preferencia inicial 
durante el pretest y de acuerdo a lo esperado, en conjunto, los animales prefirieron el 
compartimiento negro (Figura 1). 
 

 
Figura 1: Se observa el tiempo transcurrido 
en el compartimiento blanco (columna 
izquierda) y en el negro (columna derecha) 
durante el pretest. Los datos se expresaron 
en   segundos,   como   la   media   +   SEM. 
***p<0.001 (n=16) 
 
 
 

A continuación, se procedió a la etapa de condicionamiento. Durante el primer día 
de condicionamiento, los animales recibieron una inyección intraperitoneal de solución 
fisiológica (1 ml/kg), luego de lo cual fueron colocados en el compartimiento negro de 
la caja de CPP (puertas cerradas). Al día siguiente, el mismo procedimiento se repitió, 
pero esta vez los distintos grupos de animales recibieron una infusión de MLA (3 o 5 
ug/ul/hemisferio) en la corteza prefrontal y -10 minutos después- la inyección de 
solución fisiológica, luego de lo cual se colocaron en el compartimiento blanco. El 
grupo control recibió una infusión de solución salina. 24 horas después, se procedió a 
evaluar la preferencia (test) siguiendo el mismo procedimiento que durante el pretest. 
En la Figura 2, se observa que la administración de MLA intra-mPFC no indujo 



 

 

preferencia ni aversión por el lugar asociado a la infusión, para ninguna de las dosis 
evaluadas. 
 

Figura 2: Efecto de la 
metilcaconitina (MLA) sobre la 
preferencia por el lugar asociado a 
la infusión. Se representa el grado de 
preferencia expresado como el 
tiempo de permanencia en el 
compartimiento blanco durante el 
test menos el tiempo en el 
compartimiento blanco durante el 
pretest. SAL: grupo control; MLA 3: 
metilcaconitina 3ug/hemisferio; MLA 
5: metilcaconitina 5ug/hemisferio. 
Los  datos están expresados como la 
media ± SEM (n=5- 6). 

 
 
Para completar el estudio de los efectos de la MLA, estudiamos –a su vez- los efectos 
locomotores de su administración intra-mPFC. Para ello, cuantificamos la actividad 
locomotora horizontal y vertical en el compartimiento blanco, es decir, en aquél donde 
los animales recibieron la infusión de MLA. En la Figura 3, se observa que la 
administración de MLA intra-mPFC no indujo alteraciones en la actividad locomotora 
horizontal, la cual se evaluó cuantificando la interrupción consecutiva de las líneas 
dibujadas en los extremos del compartimiento blanco. En la Figura 4, se observa que la 
MLA no indujo alteraciones en la actividad locomotora vertical, evaluada mediante la 
cuantificación de eventos de rearing (el animal se para sobre las dos patas traseras, 
apoyándose o no sobre alguna de las paredes del compartimiento blanco). 
 
 

Figura 3: Efecto de la 
metilcaconitina (MLA) sobre la 
actividad locomotora horizontal. Se 
representa el número de 
interrupciones consecutivas de las 
líneas a ambos extremos del 
compartimiento blanco durante el 
condicionamiento en dicho lugar. 
SAL: grupo control; MLA 3: 
metilcaconitina 3ug/hemisferio; MLA 
5: metilcaconitina 5ug/hemisferio. 
Los datos están expresados como la 
media ± SEM (n=5-6). 

 
 
 
 
 

 



 

 

Figura 4: Efecto de la 
metilcaconitina (MLA) sobre la 
actividad locomotora vertical. Se 
representa el número de eventos de 
rearing en el compartimiento 
blanco durante el condicionamiento 
en dicho lugar. SAL: grupo control; 
MLA 3: metilcaconitina 
3ug/hemisferio; MLA 5: 
metilcaconitina 5ug/hemisferio. Los  
datos  están expresados como la 
media ± SEM (n=5-6). 

 
 
Luego de la puesta a punto del experimento, seleccionamos la dosis de MLA a 
utilizar (5ug/ul/hemisferio) para evaluar sus efectos sobre el procesamiento de la 
memoria asociada a la cocaína en ratas. 

 
3.2. Bloqueo de la adquisición de la memoria asociada a cocaína como 
consecuencia de la infusión de MLA en la mPFC. 

 
En un primer experimento evaluamos el efecto de la infusión de MLA en la  mPFC 
sobre la adquisición de la memoria asociada a la cocaína y sobre la sensibilización 
inducida por las inyecciones repetidas de la droga (Figura 5a). Como se observa en la 
Figura 5b, el grupo infundido con vehículo mostró preferencia por el lugar asociado a 
la droga, mientras que el grupo infundido con MLA no. En efecto, el score del CPP 
(tiempo en blanco en test – tiempo en blanco en pretest) fue significativamente mayor 
en los animales infundidos con vehículo que en aquéllos infundidos con MLA (Figura 
5c). En la Figura 5d se observa la actividad locomotora horizontal de las ratas de cada 
grupo experimental, expresada como la interrupción consecutiva de líneas en los 
extremos del compartimiento blanco, aquél en el cual los animales recibieron la 
cocaína (“consecutive line breaks”). Allí puede verse que los animales infundidos 
con vehículo mostraron sensibilización locomotora el cuarto día de condicionamiento 
respecto del primero, una conducta que fue no se observó en aquellos animales 
infundidos con MLA. Es decir, que la MLA impidió el desarrollo de la conducta de 
sensibilización locomotora en respuesta a la administración repetida de cocaína. 
Resultados similares se obtuvieron al analizar la actividad locomotora vertical (Figura 
5e). 

De acuerdo a lo esperado, en los controles del CPP -es decir, aquellos animales 
condicionados con solución salina en ambos compartimientos- no se observaron 
alteraciones ni en la preferencia por el lugar asociado a la infusión intra-mPFC ni en la 
actividad locomotora (Figura 5 f-i). 



 

 

 

 
 
Figura 5: Efecto de la administración intra-mPFC de metilcaconitina sobre la 
adquisición del CPP inducido por cocaína. a) Esquema experimental donde la jeringa 
representa el momento de infusión intra-mPFC. b) Las barras muestran el tiempo de 
permanencia en la cámara blanca (asociada a cocaína) durante las sesiones de pretest 
y test para ratas tratadas con cocaína, infundidas con MLA o vehículo. c) Las barras 
muestran el score de CPP para ratas tratadas con cocaína, infundidas con MLA o 
vehículo. Los gráficos de puntos muestran la actividad locomotora horizontal (d) y el 
número de eventos de rearing (e) en la cámara blanca, durante los 30 minutos de las 
sesiones 2 y 8 de condicionamiento. f-i) Se cuantificaron los mismos parámetros en 
las ratas tratadas con solución salina, infundidas con MLA o vehículo. Test de Student 
o ANOVA de dos vías de medidas repetidas: *p<0.05; ***p<0,001; #p <0,05 VEH-



 

 

COC frente a MLA-COC en C8; +p <0.05, ++p<0.01 C2 vs C8 (n = 8-10). SAL: 
solución salina; C: sesión de condicionamiento; COC: cocaína; MLA: 
metilcaconitina; mPFC: corteza prefrontal medial; VEH: vehículo. 

 
 
Para profundizar sobre los efectos de la MLA en las distintas fases del procesamiento 
de esa memoria, comenzamos a utilizar un CPP de una única sesión de entrenamiento, 
para evitar interferencias del estudio de una de las etapas (ej. consolidación) sobre otra 
(ej. evocación), como podría ocurrir con el CPP 4 sesiones de condicionamiento. Para 
ello, en primer lugar, se operaron los animales mediante cirugía estereotáxica y, luego 
de una semana de recuperación y 4 días de manipuleo, se comenzó con  el 
experimento conductual  de CPP. El protocolo coincide con  lo explicado 
anteriormente, con la diferencia de que el condicionamiento se realiza una vez con 
vehículo y una vez con cocaína. 

 
3.3. La consolidación de la memoria asociada a cocaína no se afecta como 
consecuencia de la infusión de MLA en la mPFC. 

 
Para evaluar los efectos del antagonismo de los nAChRs de la mPFC sobre la 
consolidación de la memoria (Figura 6a), infundimos MLA inmediatamente después 
del condicionamiento con cocaína (los controles recibieron vehículo). Los 
experimentos de conducta se repitieron dos veces para evaluar la reproducibilidad 
de los resultados. En la Figura 6, se observa el tiempo de permanencia en la cámara 
blanca (asociada a cocaína) durante el pretest y  el test. Ambos grupos experimentales 
mostraron un aumento de la preferencia por el lugar asociado a la droga (Figura 6b). 
A su  vez, no mostraron diferencias en el score de CPP (Figura  6c).  Esto sugiere que, 
a diferencia de lo que ocurre con la adquisición, la activación de los nAChRs de 
la mPFC no es necesaria para la consolidación de la memoria asociada a cocaína, 
evaluada mediante el CPP. A modo de control, se evaluó la actividad locomotora en 
respuesta a cocaína en ambos grupos y, de acuerdo a lo esperado, no se observaron 
diferencias (Figura 6d-e). 

 
 



 

 

 
 
Figura 6: El antagonismo de los nAChRs en la mPFC inmediatamente después del 
condicionamiento no afectó la consolidación del CPP. a) Esquema experimental donde 
la jeringa representa el momento de infusión intra- mPFC. b) Las barras muestran el 
tiempo de permanencia en la cámara blanca (asociada a cocaína) para ratas tratadas 
con cocaína, infundidas con MLA o vehículo, durante el pretest y el test.  c) Las 
barras muestran el score de CPP para ratas tratadas con cocaína, infundidas con MLA 
o vehículo. Las barras rayadas muestran la actividad locomotora horizontal (d) y el 
número de eventos de rearing (e) en la cámara blanca, durante los 30 minutos de las 
sesiones 2 y 8 de condicionamiento. ANOVA de medidas repetidas: ** p≤0.01 (n = 13). 
SAL: solución salina; C: sesión de condicionamiento; COC: cocaína; MLA: 
metilcaconitina; mPFC: corteza prefrontal medial; VEH: vehículo. 
 
 
3.4. Bloqueo de la expresión de la memoria asociada a cocaína como consecuencia 
de la infusión de MLA en la mPFC. 

 
Para evaluar los efectos del antagonismo de los nAChRs de la mPFC sobre la 
expresión de la memoria asociada a cocaína (Figura 7a), infundimos MLA 30 
minutos antes del test del CPP (los controles recibieron vehículo). Los experimentos 
de conducta se realizaron dos veces para evaluar la reproducibilidad de los resultados. 
En la Figura 7b, se observa el tiempo de permanencia en la cámara blanca (asociada 
a cocaína) durante el pretest y el test. En el grupo control, como se esperaba, la 
cocaína indujo un aumento de la preferencia por la cámara blanca, en donde los 
animales recibieron la droga. En el grupo que recibió MLA en la CPF, no se evidenció 
preferencia por el lugar asociado a la droga (Figura 7b-c). Esto sugiere que la 
activación de los nAChRs de la mPFC es necesaria para la expresión de la memoria 
asociada a cocaína, evaluada mediante el CPP. 



 

 

A modo de control, en la Figura 7d-e, se puede observar que la respuesta locomotora 
a la cocaína en ambos grupos experimentales no arrojó diferencias. 

Adicionalmente, decidimos evaluar  si el bloqueo de la expresión  de la memoria 
asociada a cocaína inducido por MLA era transitorio o permanecía en el tiempo. Para 
ello, además del test de CPP realizado a las 24hs, realizamos experimentos en donde 
los animales se re-testearon 5 horas después, es decir, 29 horas luego del 
condicionamiento con cocaína. Es importante destacar que, en este caso, los animales 
no recibieron ninguna droga intra-mPFC antes del último test (Figura 7a). En la figura 
7b, se observa el tiempo de permanencia en la cámara blanca (asociada a cocaína) 
durante el pretest y el test. En el grupo control, como se expuso anteriormente, la 
cocaína indujo un aumento de la preferencia por la cámara blanca, en donde los 
animales recibieron la droga. A su vez, dicha preferencia se pudo evidenciar al re-
testearlos 5 horas después, es decir que la memoria perdura al menos 29 horas luego 
del condicionamiento. En el grupo que recibió MLA en la mPFC, no se evidenció 
preferencia por el lugar asociado a la droga 24 horas después del condicionamiento, 
ni tampoco 29 horas después (Figura 7b). Teniendo en cuenta que la MLA sólo se 
administró antes del 1er test (24 horas), nuestros resultados sugieren que la activación 
de los nAChRs de la mPFC es necesaria para la expresión de la memoria asociada 
a cocaína, y que su antagonismo por MLA parecería bloquear la expresión de esa 
memoria de manera no transitoria. 

 

 
 
Figura 7: El antagonismo de los nAChRs alfa 7 en la mPFC -30 minutos antes del 
primer test- bloqueó la expresión del condicionamiento inducido por la cocaína, de 
manera no transitoria. a) Esquema experimental. b) Las barras muestran el tiempo de 
permanencia en la cámara blanca (asociada a cocaína) para ratas tratadas con 
cocaína, infundidas con MLA o vehículo, durante el pretest, el test a 24hs y el test a 
29hs. c) Score del CPP calculado 24hs después del condicionamiento. d) Actividad 
locomotora horizontal. e) Actividad locomotora vertical. Test de Student y ANOVA de 
medidas repetidas *p < 0.05; **p < 0.01 (n = 8). SAL: solución salina; C: sesión de 



 

 

condicionamiento; COC: cocaína; MLA: metilcaconitina; mPFC: corteza prefrontal 
medial; VEH: vehículo. 
 
 
4.  CONCLUSIONES 
 
Comprender los circuitos neuronales y los mecanismos moleculares que subyacen a la 
formación y el mantenimiento de los recuerdos asociados a las drogas de abuso es 
crucial para mejorar la prevención y el tratamiento de los trastornos por uso de 
sustancias. En este trabajo, investigamos el papel de los nAChRs α7 de la mPFC en el 
procesamiento de la memoria asociada a la cocaína, evaluado mediante CPP en ratas 
adultas. El principal hallazgo del presente estudio es que el antagonismo de dichos 
receptores antes del condicionamiento o antes del test de CPP bloqueó su adquisición o 
expresión, respectivamente. Esta es la primera evidencia que muestra que  los nAChRs 
de la mPFC α7 son esenciales para la formación y evocación de recuerdos asociados a 
la cocaína. 

Teniendo en cuenta que la búsqueda de drogas a menudo depende de la asociación 
entre los efectos reforzantes de la droga y las señales ambientales, los nAChRs α7 
en el mPFC podrían considerarse objetivos potenciales para mejorar las estrategias de 
prevención o tratamiento del trastorno por consumo de cocaína. 

 
 
SUMMARY 
 
Cocaine administration has been shown to induce plastic changes in the medial prefrontal 
cortex (mPFC), which could represent a mechanism by which cocaine facilitates the 
association between cocaine rewarding effects with contextual cues (Everitt et al., 2001; 
Hyman and Malenka, 2001; Milton and Everitt, 2012; Nestler, 2001; Robbins et al., 
2008). Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) in the mPFC have critical roles in 
cognitive function including attention and memory and are key players in plasticity 
processes (Bloem et al., 2014; Gritton et al., 2016; Parikh et al., 2007). However, whether 
nAChRs in the mPFC are required for the acquisition and maintenance of cocaine-
associated memories is still unknown. To assess this question, we used the conditioning 
place preference (CPP) model to study the effect of intra-mPFC infusion of 
methyllycaconitine, a selective antagonist of α7 nAChRs, on the acquisition, 
consolidation and expression of cocaine-associated memory in adult rats. Our findings 
reveal that mPFC α7 nAChRs activation is necessary for the acquisition and retrieval, but 
not consolidation, of cocaine induced CPP. Moreover, cocaine-induced sensitization 
during CPP conditioning sessions was abolished by methyllycaconitine infusion in the 
mPFC (Pastor et al., 2021). Together, these results identify mPFC α7 nAChRs as critical 
players involved in both acquiring and retrieving cocaine-associated memories. 
Considering that drug seeking often depends on the association between drug-paired cues 
and the rewarding effects of the drug, α7 nAChRs in the mPFC could be considered as 
potential targets for the prevention or treatment of cocaine use disorder. 
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INTRODUCCIÓN 
 
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 epiteliales tumorales y las células estromales 
circundantes. Entre los diferentes tipos de células que rodean a las células epiteliales 
renales, el tejido adiposo renal es uno de los más abundantes. El tejido adiposo es un 
órgano endócrino bioactivo (Wu, 2008; Park, 2011) que no solamente secreta factores 
solubles sino que también contribuye de manera significativa a la composición de la 
matriz extracelular (MEC). Específicamente, el tejido adiposo tiene la capacidad de 
secretar numerosos mediadores inflamatorios tales como ILs, quemoquinas, y factores de 
crecimiento. El tejido adiposo visceral es diferente del tejido adiposo periférico dado que 
elabora un set único de factores de crecimiento y citoquinas (Finley, 2009). Estudios 
recientes han demostrado que los factores de crecimiento y citoquinas secretadas por el 
tejido adiposo tienen un impacto significativo sobre la progresión de diferentes 
enfermedades, incluyendo el cáncer (Schaefller, 2007; Walter, 2009; Pistone Creydt, 
2010; Park, 2011; Wang, 2012; Pistone Creydt, 2013; Fletcher, 2017, Campo-Verde-
Arbocco, 2017). 

El cáncer renal o carcinoma de células renales (CaR), se considera el quinto tipo de cáncer 
más frecuente a nivel mundial y se relaciona con elevada mortalidad en hombres y 
mujeres (Sheng, 2016). En Argentina se estima que existen 4068 casos nuevos por año 
en ambos sexos, siendo más frecuente en el sexo masculino (Elaborado por SIVER/INC 
en base a los datos de Globocan et al., 2012. Argentina, 2016). El tipo más frecuente es 
el carcinoma renal de células claras (López, 2008). Alteraciones genéticas, el consumo 
excesivo y prolongado de alcohol, exposiciones laborales perjudiciales, el hábito 
tabáquico e incluso la obesidad, se han relacionado positivamente con el CaR de células 
claras. Las elevadas tasas de obesidad explican el aumento de la incidencia del CaR (Gati, 
2014). 

Diferentes grupos han demostrado, en los últimos años, la importancia del diálogo que se 
establece en el frente invasivo, entre las células tumorales y los adipocitos estromales 
(Iyengar, 2005; Dirat, 2011). Las células tumorales serían capaces de modificar el 



 
 

fenotipo de los adipocitos, los cuales a su vez, estimularían el comportamiento agresivo 
y la invasión local del tumor (Wang, 2012). Se ha propuesto la participación de algunos 
factores en este diálogo (como leptina, adiponectina, COLVI, IL-6, HGF y VEGF), si 
bien faltan resultados en tejidos humanos que confirmen el rol que juegan estos factores, 
así como la caracterización de nuevos compuestos (componentes de la MEC, por 
ejemplo). 

Los proteoglicanos constituyen una gran familia de proteínas extracelulares depositadas 
en la MEC o en la superficie celular, y presentan una gran variación en composición y 
función biológica. En un trabajo sobre el secretoma del tejido adiposo visceral se encontró 
que el 39% de las proteínas secretadas estaban involucradas en la modulación de la MEC 
(Alvarez-Llamas, 2007). Un ejemplo de este grupo es vérsican. Este proteoglicano de 
condroitín sulfato juega un rol en la señalización intracelular y en conectar las células con 
la matriz extracelular. Se han encontrado cantidades elevadas de este proteoglicano en 
algunos tumores (Touab, 2002, Skandalis, 2011) sugiriendo que este incremento de 
vérsican podría contribuir a la progresión tumoral. Si bien algunos trabajos han 
demostrado que vérsican estaría involucrado en diversas funciones celulares tales como 
adhesión, migración, proliferación y apoptosis, los resultados son a veces contradictorios 
(Wu, 2008). 

CD44 es una glicoproteína de membrana que pertenece a la famila de las CAMs (cell 
adhesion molecules), se expresa en la superficie de algunas células y desde allí regula 
tanto las interacciones célula-célula como célula-matriz extracelular. Por tanto, juega un 
rol clave en la adhesión celular así como en la migración celular. Algunos trabajos 
describen el aumento de CD44 como un mal pronóstico para el desarrollo del cáncer 
(Ween, 2011) mientras que otros autores describen lo contrario (Mc Clements, 2013). 
La leptina es una hormona que regula el tamaño de los adipocitos así como el desarrollo 
de algunos tipos de tumores. Su participación en el desarrollo tumoral se debería a sus 
efectos antiapoptóticos, mitogénicos, y proangiogénicos. Recientemente se ha encontrado 
una sobreexpresión de los receptores de leptina (ObR) en algunos tipos de tumores 
(Catalán, 2013). Así mismo, la adiponectina regula el metabolismo de la glucosa y de los 
ácidos grasos, modificando procesos fisiológicos tales como el comportamiento 
alimentario y la hematopoyesis. El receptor de leptina (ObR) está involucrado en las vías 
protumorigénicas, mientras que los receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2), 
tienen efectos proangiogénicos y antiapoptóticos (Park, 2011). Tanto la leptina como la 
adiponectina son producidas por el tejido adiposo y parecen tener efectos opuestos sobre 
la regulación del cáncer renal (Vona-Davis, 2007). 

Recientemente, Zi et al. (2016) demostraron que los factores secretados por el tejido 
adiposo del perineoplasma perinéfrico (TAP) puede desempeñar un papel en la 
facilitación de la metástasis o invasión de grasa perirrenal del carcinoma renal de células 
claras (CRcc), mediante la movilización de las células CRcc fuera de los sitios del tumor 
primario. Los autores postulan la necesidad de realizar estudios futuros con el fin de 
identificar potenciales factores secretados que sean responsables del efecto de los medios 
condicionados de TAP sobre la migración de células CRcc. Posteriormente, nosotros 
demostramos que el tejido adiposo renal humano cercano a un tumor renal, secreta 
mayores cantidades de leptina y de vérsican (proteoglicano de la MEC), que el tejido 
adiposo alejado del tumor. Además, regula el comportamiento de células epiteliales 
renales humanas tumorales y no tumorales de manera diferente al tejido adiposo lejano al 
tumor (polo renal opuesto al sitio del tumor), aumentando el comportamiento metastásico 
de estas células (Campo-Verde-Arbocco, 2017). En este trabajo, el microentorno 
estudiado fué: 1) tejido adiposo renal humano proveniente de pacientes con tumores 



 
 

renales (ARTh), y 2) tejido adiposo renal normal, provenientes de donantes vivos de riñón 
(ARNh).   
 
Este proyecto nos permite ampliar la concepción del cáncer centrada en los oncogenes 
y genes supresores de tumores por otra que propone que el microambiente tumoral co-
evoluciona e interacciona en forma dinámica y recíproca con el epitelio mutado. De esta 
manera, se podría alterar o revertir el comportamiento/fenotipo tumoral mediante la 
regulación o modificación de su microentorno y de las relaciones que el tumor establece 
con el mismo. 
 
 
RESULTADOS 
 
1- Caracterización del tejido adiposo renal humano proveniente de pacientes con 
tumores renales (en inglés hRAT), y del tejido adiposo renal normal, provenientes de 
donantes vivos de riñón (en inglés hRAN). 
 
Comenzamos a identificar componentes solubles y no solubles presentes en los diferentes 
fragmentos de tejido adiposo (hRAN o hRAT), y sus respectivos medios condicionados 
(en inglés CM), mediante qRT-PCR, Western blot e inmunohistoquímica. 

   
             

                                 
     

Figura 1. Los resultados mostraron un aumento del nivel de ARN mensajero de versican 
y leptina en hRAT en comparación con hRAN. No se encontraron diferencias 
significativas en la expresión del ARN mensajero de adiponectina. *p < 0.05 hRAT vs. 
hRAN.   

 
 
 
 



 
 

          

 
                         

Figura 2. Evaluamos la expresión de perilipin1, adiponectin y ADAMTS1 1 en hRAT- y 
hRAN-CMs. Nuestros resultados indican una disminución en la expresión de perilipina 1 
en hRAT-CM en comparación con hRAN-CM. Este resultado podría indicar que los 
adipocitos del microentorno del tumor tienen un estado menos diferenciado que los 
adipocitos del microentorno normal. No se encontraron diferencias significativas en 
adiponectina y ADAMTS1.  
*p < 0.01 hRAT vs. hRAN. 

 
              

 
                           

 
Figura 3. Realizamos ensayos de inmunohistoquímica en explantes de tejido adiposo de 
riñón normal (hRAN) y tumor (hRAT) para medir los niveles de ObR, AdipoR1, 
adiponectina y perilipina 1, así como la localización, en ambas muestras de tejido. 
Encontramos niveles aumentados de expresión de ObR, y una disminución en AdipoR1, 
adiponectina y perilipina 1 expresión en adipocitos hRAT en comparación con adipocitos 
hRAN. *p < 0.01 hRAT vs. hRAN. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

2- Efecto de factores solubles presentes en medios condicionados (en inglés CMs) 
provenientes de pacientes con tumores renales (en inglés hRAT), y del tejido adiposo 
renal normal, provenientes de donantes vivos de riñón (en inglés hRAN), sobre la 
proliferación, migración y capacidad de adhesión de células epiteliales renales 
humanas tumorales (786-O, ACHN y Caki-1) y no tumorales (HK-2). 

 
Se determinó el efecto de los factores solubles liberados por el tejido adiposo sobre la 
proliferación, migración y adhesión en distintas líneas celulares renales humanas; 
incubando dichas células con los medios condicionados obtenidos a partir del cultivo de 
explantes de hRAN y hRAT. 
 
 

  
 

Figura 4. Con el fin de identificar la proliferación y la viabilidad celular, se utilizó la 
técnica de MTT y el conteo de células con azul de Tripan respectivamente, encontrando 
en ambos casos resultados consistentes. Después de incubar 24 horas o 48 horas 
independientemente del tratamiento (hRAN-, hRAT- o control-CMs), la proliferación no 
se modificó en ninguna de las líneas celulares estudiadas. 
 

 
 
Figura 5. A fin de comparar factores solubles presentes en hRAN- y hRAT-CMs que 
puedan estar involucrados en la adhesión celular, crecimos células epiteliales renales HK-



 
 

2, ACHN, 786-O y Caki-1 en placas expuestas previamente a los diferentes CMs. hRAT-
CMs redujo significativamente la adhesión de todas las líneas celulares en comparación 
con hRAN-CMs y los CMs control. Sorprendentemente, las células HK-2 mostraron un 
aumento significativo en la adhesión celular después de la incubación con hRAN-CMs 
frente a control-CMs. *p < 0.05 hRAT-CMs vs. hRAN-CMs y control-CMs; **p < 0.05 
hRAN-CMs vs. control-CMs. 
 
 
 

 
 

 
 
Figura 6. Evaluamos los efectos de hRAN- y hRAT-CMs sobre la capacidad de 
migración de HK-2, 786-O, ACHN y Caki-1 mediante el ensayo de cierre de la herida 
(A) y de transmigración (B). hRAT-CMs aumentó significativamente la migración de 
786-O, ACHN y Caki-1 después de 6 horas de incubación, así como la migración de HK-
2 (células no tumorales) después de incubarlas durante 12 horas, frente al efecto de los 
hRAN-CMs y los CMs control. Los ensayos de migración en Transwells mostraron un 
patrón similar: la transmigración de todas las líneas celulares aumentó significativamente 
cuando se incubaron con hRAT-CMs frente a hRAN-CMs y control-CMs. Curiosamente, 
las células HK-2, 786-O y ACHN mostraron una disminución significativa en la 
migración celular después de la incubación con hRAN-CMs frente al control-CMs. *p < 
0.01 hRAT-CMs vs. hRAN-CMs y control-CMs; **p < 0.05 hRAN-CMs vs. control-
CMs. 
 



 
 

3- Caracterización de factores que se modifiquen en las líneas celulares epiteliales 
renales humanas tumorales (786-O, ACHN y Caki-1) y no tumorales (HK-2) al ser 
incubadas con hRAN- y hRAT-CMs. 
 
 

 
 
Figura 7. Se evaluaron los posibles cambios en la expresión de los receptores AdipoR1, 
ObR y CD44, y vimentina, en las diferentes líneas celulares incubadas con los CMs 
(hRAT-, hRAN- o control-CMs). Observamos una disminución en la expresión de 
AdipoR1 en ACHN y Caki-1 (células tumorales) incubadas con hRAT-CMs en 
comparación con hRAN- y control-CMs (A - *p <0,001). Además, la expresión de ObR 
en 786-O, ACHN y Caki-1 (células tumorales) fue significativamente mayor cuando estas 
células se incubaron con hRAT-CMs en comparación con hRAN- y control-CMs (B - *p 



 
 

<0,001). Además, la expresión de CD44 en ACHN y Caki-1 fue significativamente mayor 
cuando estas células se incubaron con hRAT-CMs en comparación con hRAN- y control-
CMs (C - *p <0,001). Finalmente, observamos un aumento en la expresión de vimentina 
en HK-2 (célula no tumoral) incubada con hRAT-CMs en comparación con hRAN- y 
control-CM (D - *p <0.001). 
 
 

 
 
Figura 8. Evaluamos posibles cambios en la expresión de algunas proteínas intracelulares 
involucradas en diferentes vías de señalización, activando la transcripción de genes (por 
ejemplo, pERK y pPI3K), para dilucidar los mecanismos intracelulares implicados en los 
efectos biológicos observados, como cambios en la adhesión celular y la migración. . 
Encontramos un aumento en la expresión de pERK en células HK-2 y 786-O incubadas 
durante 2 horas con hRAT-CMs en comparación con hRAN- y contrl-CMs (A - *p 
<0,001). Además, la expresión de pPI3K en las células HK-2, 786-O y ACHN aumentó 
significativamente cuando estas células se incubaron con hRAT-CMs en comparación 
con el valor observado con hRAN- y control-CMs (B - *p <0,001). 
 
 
CONCLUSIONES 

 
En el desarrollo tumoral y el mantenimiento de un fenotipo canceroso, sea este invasivo 
o no, es necesaria la comunicación bidireccional entre las células epiteliales y el entorno 
estromal. Esta comunicación puede ser tanto desencadenante de un comportamiento 
canceroso como también actuar en su mantenimiento o eventual involución a una forma 
no tumoral. Nuestro grupo ha demostrado que el tejido adiposo periprostático de 



 
 

pacientes con cáncer de próstata podría influir en el comportamiento del tumor, incluso 
en etapas tempranas (Sacca, 2012). Además, hemos trabajado con fragmentos de tejido 
adiposo de tumores de mama humanos (hATT) y glándulas mamarias normales (hATN), 
de los cuales obtuvimos los medios condicionados correspondientes (hATT-CM y hATN-
CM, respectivamente) (Pistone Creydt, 2013; Fletcher, 2017). Basándonos en estos 
resultados, pudimos demostrar la importancia del microambiente de las células 
epiteliales, en particular del tejido adiposo humano, en la regulación del crecimiento y la 
capacidad metastásica de las células epiteliales mamarias humanas. Por lo tanto, en el 
presente estudio nuestro objetivo fue evaluar el efecto del tejido adiposo renal humano de 
riñón normal y tumoral sobre las células epiteliales renales. El tejido adiposo es un tipo 
de tejido prevalente en el cuerpo humano. Se encuentra comúnmente en el tejido 
conectivo subcutáneo y también alrededor de varios órganos, incluidos los riñones (Gati, 
2014). Este tejido puede producir y secretar una variedad de citoquinas (Calle, 2004; 
Ouchi, 2011). Entre ellos se encuentra la adiponectina, que se ha relacionado con 
diferentes enfermedades. Los niveles séricos bajos de adiponectina se han relacionado 
con la obesidad, la resistencia a la insulina, el síndrome metabólico, la aterosclerosis y el 
cáncer (Obeid, 2012; Polyakova, 2017). AdipoR1 (uno de los receptores de adiponectina), 
ha sido de interés en la investigación del cáncer debido a su función antitumoral descripta 
cuando interactúa con su ligando (Obeid, 2012; Katira, 2015). En concordancia con la 
posibilidad de que el tejido adiposo de un microambiente normal tenga un papel protector 
sobre el tejido circundante, encontramos que hRAT tiene niveles reducidos de 
adiponectina y AdipoR1 en comparación con hRAN (Figura 3). Por otro lado, la leptina 
tiene una función opuesta en comparación con la adiponectina. En las personas obesas, 
los niveles séricos de leptina suelen estar aumentados (Hancke, 2010). La obesidad es un 
factor de riesgo de diversas enfermedades, incluido el cáncer (Basen-Engquist, 2011). La 
leptina es una hormona que regula el tamaño de los adipocitos, así como el desarrollo de 
ciertos tipos de tumores. Su implicancia en el desarrollo tumoral parece estar relacionada 
con sus efectos antiapoptóticos, mitogénicos y proangiogénicos. Por lo tanto, la 
señalización de leptina podría tener un papel clave en la invasión de células tumorales 
renales. Encontramos un aumento significativo de la leptina y su receptor ObR en los 
adipocitos hRAT con respecto a los adipocitos hRAN (Figuras 1 y 3). Además, en el 
presente trabajo, encontramos que los adipocitos del microambiente tumoral expresan 
niveles disminuidos de perilipina-1 (Figuras 2 y 3). La perilipina-1 se encuentra en la 
membrana que rodea las gotas de lípidos y en la membrana plasmática, y su expresión se 
asocia con adipocitos maduros (Matsunaga, 2018). Algunos autores han observado que 
los adipocitos expuestos a factores secretados por las células tumorales vuelven a un 
estado más indiferenciado, y que el medio condicionado de estos adipocitos promueve la 
migración de las células epiteliales tumorales (Fujisaki, 2015). Por tanto, nuestros 
resultados sugieren que los adipocitos del microambiente tumoral revierten a un estado 
menos diferenciado y que esto probablemente implica un cambio en sus funciones. 
Asimismo, observamos que vérsican aumenta en hRAT en comparación con las muestras 
de hRAN (Figura 1). Por lo tanto, vérsican podría estar desempeñando un papel en las 
células grasas. Varios estudios han demostrado que vérsican parece estar involucrado en 
diversas funciones celulares como la adhesión, la migración y la proliferación 
(Hernández, 2011). Curiosamente, se ha descripto que durante los procesos de 
diferenciación adiposa, las adipoquinas aumentan la producción de proteoglicanos (entre 
ellos vérsican) en una línea celular fibroblástica murina 3T3-L1 (Zizola, 2007). Así, el 
aumento de vérsican parecería estar relacionado con las primeras etapas del proceso de 
diferenciación a adipocitos. Por tanto, el aumento de vérsican en los adipocitos de hRAT 
podría estar asociado a la reversión de los adipocitos en estado maduro, a un estado menos 



 
 

diferenciado, de acuerdo con la disminución observada de la expresión de perilipina-1. 
La menor expresión de vérsican por los adipocitos de hRAN se correlaciona así con un 
estado diferenciado de adipocitos maduros. En resumen, la identificación de estas 
proteínas específicas expresadas diferencialmente entre hRAT y hRAN, indicaría que el 
tejido adiposo renal secreta factores que protegen al órgano frente a un comportamiento 
celular aberrante, y que cuando aparece un tumor, esta protección se pierde. Además, 
evaluamos la importancia del microambiente del tejido adiposo en la regulación del 
comportamiento biológico de las células epiteliales renales. Con este fin, evaluamos los 
efectos de hRAT-CM o hRAN-CM sobre la proliferación celular, adhesión y migración 
de líneas celulares 786-O, ACHN, Caki-1 (tumorales) y HK-2 (no tumorales). Todas las 
líneas celulares mostraron una disminución significativa en la adhesión celular (Figura 5) 
y un aumento en la migración celular (Figura 6), después de la incubación con hRAT-
CM frente a hRAN- o control-CM. Estos resultados sugieren que las adipoquinas 
secretadas por hRAT (presentes en los CMs) son capaces de disminuir la adhesión celular 
y estimular la migración celular tanto las líneas celulares tumoral como no tumorales. Sin 
embargo, esto no excluye que las adipoquinas y otros factores secretados por otros tejidos 
(cerca o más lejos del tumor renal) también puedan estar promoviendo el desarrollo de 
CaR. Curiosamente, las células HK-2, 786-O y ACHN mostraron una disminución 
significativa en la migración celular después de la incubación con hRAN-CM frente a 
control-CM (Figura 6). Este resultado indicaría que el tejido adiposo que rodea a un riñón 
normal (hRAN) tiene la capacidad de revertir, al menos parcialmente, el comportamiento 
tumorigénico de las células epiteliales del tumor renal. Por lo tanto, sería extremadamente 
importante identificar los factores responsables de este efecto observado y utilizarlos para 
limitar el desarrollo de tumores renales. No se encontraron diferencias en la proliferación 
de líneas celulares después de 24 o 48 hs. de tratamiento con CMs, de acuerdo con 
nuestros resultados anteriores (Campo-Verde-Arbocco, 2017). Con el fin de dilucidar los 
mecanismos subyacentes a los efectos biológicos observados en líneas celulares 
incubadas con las diferentes CMs, evaluamos si hubo cambios en la expresión de 
diferentes proteínas. Encontramos una disminución en la expresión de AdipoR1 en las 
líneas de células tumorales renales ACHN y Caki-1 (de sitio metastásico) incubadas con 
hRAT-CM (Figura 7A). Además, se encontró un aumento en la expresión de ObR en 786-
O, ACHN y Caki-1 (células tumorales) incubadas con hRAT-CM (Figura 7B). La 
adiponectina generalmente tiene un comportamiento antitumoral y la leptina aumenta la 
tumorigenicidad celular. Por tanto, nuestros resultados demuestran que las hRAT-CM 
modifican el fenotipo de las células tumorales renales hacia un comportamiento más 
tumorigénico. Además, encontramos que las hRAT-CM aumentan la expresión de CD44 
en algunas líneas de células tumorales (Figura 7C). Numerosos estudios han demostrado 
que CD44, una glicoproteína de membrana, participa en procesos de migración e invasión 
de células tumorales (Iida, 2014). Además, CD44 es un marcador, junto con CD24, de 
células iniciadoras de tumores o células madre tumorales. Teniendo esto en cuenta, 
nuestros resultados podrían estar indicando que las hRAT-CM aumentan la subpoblación 
de células con niveles elevados de CD44 y que, de esta forma, promueven la invasión 
celular, la resistencia a los tratamientos y la malignidad. En cuanto a la vimentina, esta 
proteína forma los filamentos intermedios del citoesqueleto y, además, es un marcador de 
células mesenquimales (Gravina, 2013). En particular, la vimentina ha recibido atención 
en los últimos años porque se ha encontrado sobreexpresada en diferentes tipos de células 
tumorales, y esta sobreexpresión se asocia con un aumento de la invasión celular y el 
crecimiento tumoral (Satelli, 2011). Además, la vimentina es un marcador de la transición 
epitelio-mesenquimal, un proceso mediante el cual las células epiteliales tumorales 
adquieren la capacidad de migrar y participa en la invasión celular y la metástasis. 



 
 

Encontramos que las hRAT-CM aumentan la expresión de vimentina en la línea celular 
no tumoral (Figura 7D), lo que indica que los factores presentes en las CM de hRAT 
tienen la capacidad de revertir el fenotipo de las células epiteliales no tumorales a un 
fenotipo mesenquimal. Finalmente, evaluamos los cambios en las vías de señalización 
intracelular (ERK y PI3K) de las líneas celulares tumorales y no tumorales incubadas con 
los diferentes medios condicionados. Nuestros resultados mostraron un aumento de 
pERK en células HK-2 y 786-O incubadas durante 2 hs. con hRAT-CM en comparación 
con hRAN- y control-CM (Figura 8A). Además, encontramos un aumento significativo 
de pPI3K en células HK-2, 786-O y ACHN incubadas durante 24 hs. con hRAT-CM en 
comparación con hRAN- y control-CM (Figura 8B). Estos aumentos en los niveles de 
pERK y pPI3K podrían explicar, al menos parcialmente, los cambios observados en la 
migración y la adhesión celular.  

En base a los resultados presentados, postulamos que el tejido adiposo peritumoral renal 
sufre un proceso de adaptación a los cambios generados localmente por el tumor. Así, el 
tejido adiposo cercano al tumor favorecería la progresión tumoral a través de factores 
secretados a su microambiente (hRAT), a diferencia del tejido adiposo renal normal 
(hRAN). En concreto, planteamos la hipótesis de que esta hRAT, ya modificada con 
respecto a hRAN, es capaz de estimular un comportamiento protumorigénico de las 
células epiteliales renales. Asimismo, la hRAN podría revertir el comportamiento 
tumorigénico de las células epiteliales tumorales renales. Creemos que los resultados 
obtenidos aportan información relevante sobre el papel del microambiente en la 
progresión y el desarrollo del cáncer renal. 

 
 
ABSTRACT 
 
Tumor cells can interact with neighboring adipose tissue. We evaluated components 
present in human adipose explants from normal (hRAN) and kidney cancer (hRAT) 
tissue, and we evaluated the effects of conditioned media (CMs) from hRAN and hRAT 
on proliferation, adhesion and migration of tumor and non-tumor human renal epithelial 
cell lines. In addition, we evaluated the expression of AdipoR1, ObR, CD44, vimentin, 
pERK and pPI3K on cell lines incubated with CMs. hRAN were obtained from healthy 
operated donors, and hRAT from patients who underwent a nephrectomy. hRAT showed 
increased levels of versican, leptin and ObR; and decreased levels of perilipin, 
adiponectin and AdipoR1, compared to hRAN. Cell lines showed a significant decrease 
in cell adhesion and increase in cell migration after incubation with hRAT-CMs vs. 
hRAN- or control-CMs. Surprisingly, HK-2, 786-O and ACHN cells showed a significant 
decrease in cell migration after incubation with hRAN-CMs vs. control-CMs. No 
difference in proliferation of cell lines was found after 24 or 48 h of treatment with CMs. 
AdipoR1 in ACHN and Caki-1 cells decreased significantly after incubation with hRAT-
CMs vs. hRAN-CMs and control-CMs. ObR and CD44 increased in tumor line cells, and 
vimentin increased in non-tumor cells, after incubation with hRAT-CMs vs. hRAN-CMs 
and control-CMs. We observed an increase in the expression of pERK and pPI3K in HK-
2, 786-O and ACHN, incubated with hRAT-CMs. In conclusion, results showed that 
adipose microenvironment can regulate the behavior of tumor and non tumor human renal 
epithelial cells. 
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INTRODUCCION 

 
El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) es una enfermedad caracterizada por anemia 
hemolítica, trombocitopenia y disfunción renal. En nuestro país es endemo-epidémica 
con la incidencia más alta en el mundo (13,5/100000 niños menores de 5 años) [1], siendo 
la principal causa de falla renal aguda en la infancia. La forma típica del SUH está 
epidemiológicamente ligada a infecciones causadas por bacterias enterohemorrágicas del 
género Escherichia productoras de toxina Shiga (Stx), STEC [2, 3]. Aunque la Stx es 
necesaria para el desarrollo del SUH tras interactuar con su receptor especifico Gb3 en el 
endotelio renal, la reacción inflamatoria que se desencadena contribuye al desarrollo de 
esta enfermedad. En el modelo murino tanto la depleción de los monocitos como de los 
polimorfonucleares neutrófilos (PMN) circulantes, disminuye significativamente el daño 
tisular iniciado por la Stx [4, 5]. Además, los PMN periféricos de pacientes con SUH y 
los de ratones inyectados con Stx, presentan cambios funcionales y fenotípicos, 
sugiriendo su fuerte rol en la patología [5-7], y siendo la neutrofilia  un marcador de peor 
pronóstico de la enfermedad.  

Por otro lado, se ha reportado en pacientes, el aumento de factores solubles anti-
inflamatorios como la IL-10 circulante [8], y que dicho aumento se produce previo al 
incremento de  creatinina plasmática, especulando así su asociación con el desarrollo del 
SUH luego de infecciones causadas por E. coli O157:H7 [9]. Sin embargo, otros autores 
no encuentran lo mismo, generando poco consenso sobre la presencia de IL-10 en 
pacientes con SUH.  

La IL-10, es secretada por linfocitos T y macrófagos [22], y entre unas de sus funciones, 
aparece la disminución de la activación de macrófagos, particularmente en la fagocitosis 
[23]. En línea con esto, varios modelos experimentales de infecciones por bacterias, 
ensayados en ratones IL-10-/-, demuestran que la ausencia de esta citoquina, mejora la 
resolución de la infección. Sin embargo, en modelos de injuria estéril, como daño 
hepático o epitelial, la ausencia de IL-10 mejora la recuperación. Por otro lado, la IL-10 
tiene efectos directos sobre la función renal, por ejemplo induciendo la proliferación de 
células mesangiales renales en ratas [13]. En particular, este tipo de células, son sensibles 
a la Stx [14] y en caso de expansión y proliferación, contribuirían al daño renal. 

Sin embargo, nosotros hemos observado que ratones deficientes para IL-10 (IL-10-/-) 
inyectados con Stx2 ev son menos sensibles a la toxina (mortalidad a las 96hs: 100%wt 
vs 30% IL-10-/-, *p<0.05, n=20). Una característica de los ratones IL-10-/-, es que poseen 



 
 
 
niveles basales de glucocorticoides más altos que los wt [10]. Se ha reportado que ratones 
con mayores niveles de corticosterona, presentan PMN circulantes  con alteraciones en la 
expresión de sus receptores de quimioquinas y con menor citotoxicidad [11]. En línea con 
esto, nuestro grupo ha demostrado previamente que los glucocorticoides, son capaces de 
modular los efectos citotóxicos de los PMN en el modelo murino de SUH [12]. Así, la 
protección observada en los ratones IL-10-/-, podría deberse a los corticoides.  

A partir de estos reportes, se postula que la IL-10, podría participar en el desarrollo 
del SUH, modulando los efectos citotóxicos generados por la Stx. 

Como se mencionó previamente, nuestro grupo ha observado utilizando el modelo murino 
de SUH, mediante inyección ev. de Stx2, que los ratones deficientes para IL-10 (IL-10-/-

) presentan mayor sobrevida con respecto a los controles wild type (wt) (Figura 1A), lo 
cual sugirió la participación de esta citoquina en la evolución del SUH. Basado en esto, 
se propuso analizar los posibles mecanismos responsables de la menor susceptibilidad de 
los animales IL-10-/-. En principio, se analizaron los niveles de urea y creatinina 
plasmática, ambos indicadores de daño renal.  Como se observa en la Figura 1B-C, los 
niveles de urea y creatinina  se incrementan en ambas cepas a las 72hs, sin embargo en 
ambos casos, son mayores en los ratones wt que en los ratones IL-10-/-.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

Figura 1: A) Curva de sobrevida. 
Ratones IL-10-/- y  wt (control) fueron 
inoculados con una sola dosis de Stx2 y 
se evaluó la sobrevida (n=20), *p<0.05 
comparado con wt. Log-Rank test 
(Mantel Cox).  B) Niveles de urea y C) 
creatinina plasmáticos.  Los resultados 
se expresan como el promedio±ES. El 
análisis estadístico fue realizado 
mediante un Anova de Dos Vias, 
seguido de un post-test de Bonferroni, 
n=20. *p<0.05 comparado con su 
respectivo control (0h), #p<0.05 
comparado con los wt a las 72hs. 
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Se ha reportado que los ratones IL-10-/- pueden producir altos niveles de corticoides ante 
un estímulo inflamatorio.  Teniendo en cuenta esto, y que, en el SUH, los corticoides 
pueden disminuir la inflamación, se midieron los niveles de corticosterona plasmática a 
distintos tiempos post-Stx2. Considerando que la manipulación e inoculación de los 
animales, genera un stress fisiológico que puede generar la  liberación de corticosterona 
per se,  se analizó un grupo de ratones manipulados de la misma manera que recibieron 
una dosis ev de solución fisiológica (SHAM).  Como se observa en la Figura 2A, los 
ratones IL-10-/- presentan mayores niveles de corticosterona tras la presencia de Stx2. 
Luego se evaluó si el incremento de dicho factor, sería responsable de la sobrevida 
observada, para lo cual se trataron los animales de ambas cepas, con mifepristona (o RU-
486), el cual es un compuesto sintético esteroideo usado como medicamento con 
propiedades antiprogestágenas y antiglucocorticoide. Como se observa en la  Figura 2B, 
el bloqueo de los corticoides no logró revertir la protección en la sobrevida. En paralelo, 
también se evaluó el efecto de la inoculación de un corticoide exógeno, Dexametasona, 
el cual tampoco produjo cambios significativos, al menos en las dosis empleadas, y en 
nuestro modelo experimental donde la dosis de Stx2 es 100% letal. No se descarta, la 
posibilidad de evaluar el efecto de estos tratamientos con dosis de Stx2 que provoquen 
un 50% de mortalidad. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Hasta aquí, se demostró que en ausencia de IL-10, los efectos citotóxicos de la Stx2 están 
disminuidos, evidenciado por una mayor sobrevida asociada a menor daño renal, y en 
presencia de mayores niveles circulantes de corticosterona. Si bien, los corticoides 
aumentados parecen no ser responsables de la sobrevida, podría tener efectos 
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Figura 2: A) Niveles plasmáticos de corticosterona 
evaluados mediante un ELISA comercial (Enzo). Los 
resultados se expresan como el promedio±ES.  El análisis 
estadístico fue realizado mediante un Anova de Dos Vias, 
seguido de un post-test de Bonferroni, n=6. *p<0.05 
comparado con su respectivo control (Sham),   #p<0.05 
comparado con los Wt en el mismo tratamiento. Curva de 
sobrevida tras la inoculación de B) RU486 (600ug por 
raton) ó C) Dexametasona (62.5mg por raton), n=6. 
*p<0.05 vs wt+Stx2. Ambas drogas fueron inoculadas 2hs 
antes, 24hs y 48hs después de la Stx2, de forma 
intraperitoneal. 
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inmunomoduladores sobre los leucocitos, en particular sobre la funcionalidad de los 
PMN. En consecuencia, se evaluarán tanto marcadores de activación como la 
funcionalidad de esta población mieloide en busca de alteraciones entre ambas cepas. Sin 
embargo, aunque la IL-10 es conocida justamente por limitar la inflamación in vivo, en 
nuestro modelo murino, su ausencia mejora la evolución de la enfermedad, sugiriendo 
que otros mecanismos compensatorios se activarían, los cuales limitarían los efectos 
citotóxicos de la Stx2. 

Por otro lado, se analizó la participación de la IL-10 en pacientes con SUH. Para ello,  se 
recibieron muestras de sangre entera de pacientes con SUH que cumplieron los siguientes  
criterios de inclusión: diagnóstico clínico con anemia hemolítica  microangiopática con 
esquistositos, trombocitopenia  y falla renal aguda (nivel de creatinina sérica superior a los 
límites normales de acuerdo a la edad del paciente), conjuntamente con algún criterio que 
evidencie que se trata de SUH endémico, a saber: episodio previo de gastroenteritis con 
diarrea sanguinolenta; aislamiento bacteriano  positivo para cepas de Escherichia coli 
productor de toxina Shiga (STEC); o análisis de coprocultivo positivo para presencia de Stx1 
y Stx2, en sus distintas variantes. Para el grupo de niños sanos (control) se utilizaron 
muestras de niños que concurrieron para controles prequirúrgicos para tratamientos 
ortopédicos u otras patologías no relacionadas con afecciones nefrourológicas, que no 
presenten enfermedades infecciosas gastrointestinales, ni falla renal aguda. Se evaluaron los 
niveles de IL-10 plasmáticos, observando un aumento significativo en los SUH (Figura 3A).  
Luego se analizó la capacidad de células mononucleares (MNC) de producir IL-10 in 
vitro, tanto basalmente como en presencia de un estímulo inflamatorio como el LPS. En 
principio, los niveles producidos de IL-10 son similares entre ambos grupos en ambas 
condiciones. Sin embargo, cabe destacar que la población de monocitos dentro de los 
MNC, está significativamente incrementada en los SUH. Considerando que los monocitos 
son los mayores productores de IL-10 en los MNC, se estima que en los pacientes con 
SUH, la producción por célula de esta citoquina esta disminuida.  
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Figura 3: A) Niveles de IL-10 
plasmático en pacientes con SUH y 
sanos (n=15), y B) producidos por MNC 
(300.000 MNC en 300uL), cultivados 
en Medio (basal) o con LPS (n=5). C) 
Recuento de número absoluto de 
monocitos, calculados por citometria de 
flujo, dentro de los MNC cultivados in 
vitro (n=5). Los resultados se expresan 
como la Media±SEM, *p<0,05 Mann-
Whitney test.   
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La producción de IL-10 puede variar entre individuos debido a variaciones genéticas. El 
gen de la IL-10 se encuentra en el cromosoma 1q31-32, y tanto el gen como su promotor 
presentan varios polimorfismos. Particularmente en la región del promotor se han 
identificado un polimorfismo de un solo nucleótido (SNPs) en la posición -1082 (G/A) el 
cual está asociado a una alta o baja producción de IL-10, siendo el alelo G el responsable 
de una mayor producción de dicha citoquina, apoyando el análisis de este polimorfismo 
como marcador genético para la producción de IL-10. Por ejemplo, frente a la 
estimulación de leucocitos con Lipopolisacarido (LPS), del 50% al 75% de las 
variaciones observadas en los niveles de IL-10 corresponden a factores genéticos como 
el mencionado (Reuss, E., et al., Genes Immun, 2002. 3(7): p. 407-13).  

Considerando esto, se propuso analizar las variantes genéticas en nuestra población 
pediátrica. Primero se realizó la puesta a punto de la PCR alelo-específica, analizando la 
temperatura de anneling adecuada que permita que los primers específicos diferencien el 
haplotipo (A o G, fragmento de 150pb) correspondiente a la posición -1082 (Figura 4A). 
Se utilizó en este caso como molde, muestras de DNA previamente secuenciadas lo cual 
permitió conocer el genotipo previamente. Al cambiar la temperatura de annealing se 
logró detectar una temperatura especifica en la cual cada primer hibrida con su secuencia 
complementaria (61.7 ºC).  

Para analizar las variantes en el SNP -1082, se extrajo DNA genómico de células 
mononucleares purificadas de sangre entera de pacientes con SUH y niños sanos. Luego, 
se analizaron, utilizando la temperatura de annealing seleccionada, y utilizando como 
control interno la amplificación de un fragmento de CTLA-4 (247pb) (Figura 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  

 
 

 
Figura 4: A) Gel de agarosa (2%), donde se muestran los productos de la PCR alelo 

especifica (ASPCR). Se detallan las diferentes temperaturas de annealing y los primers 
utilizados para detectar el alelo A y el alelo G. El producto específico amplificado posee 
150pb. B) Gel de agarosa donde se observan los productos de PCR generados a partir de 
muestras controles (AA, GG, AG) y muestras incógnitas de (calle A y B: sanos, C y D: SUH). 
Se observa tanto el producto específico del SNP estudiado y un fragmento amplificado del 
gen CTLA4 como control interno (CTLA4). Las muestras A y D poseen genotipo 
heterocigota AG, mientras que las B y C poseen genotipo homocigota AA 
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Nuestro grupo demuestra aquí, que los pacientes con SUH de nuestra población 
pediátrica, poseen niveles aumentados de IL-10. Aún resta analizar la variante 
polimórfica predominante en dicho grupo con el fin de investigar si existe una dominancia 
de alguno de los alelos. 

Considerando que algunos niños que son infectados con STEC, no desarrollan SUH, se 
propone que diferencias en la respuesta inflamatoria o anti-inflamatorio podrían ser 
responsables de ello. Por esto, es importante comprender los mecanismos 
fisiopatogénicos del SUH y en especial cuales son las vías que participan en la inducción 
y/o control del daño renal, para poder intervenir y disminuir el daño renal inicial.  

 

 

ABSTRACT 

 
Hemolytic Uremic Syndrome is a disease triggered by Shiga toxin (Stx), characterized by 
hemolytic anemia, thrombocytopenia and renal failure. Although the role of inflammatory 
factors in this disease is well documented, the role of anti-inflammatory cytokines, such 
as IL-10, is less clear. We demonstrated that IL-10 deficient mice (IL-10-/-) showed a 
higher survival after Stx2 inoculation, associated with lower renal damage reflected by 
reduced plasma creatinine levels. Since IL-10 regulates glucocorticoid synthesis at the 
level of the adrenal gland, corticosterone was evaluated in plasma. This factor was only 
increased in IL-10-/- mice 3h after Stx2 remaining higher at 24h post-Stx2. However, 
blockage of glucocorticoids was not able to reverse survival.  
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Besides, IL-10 was evaluated in patients during the acute period of HUS and healthy 
children. Plasmatic IL-10 concentration was increased in HUS patients. In parallel, the 
levels of IL-10 secreted by MNC of both groups were similar after LPS stimulation. 
However, the number of monocytes is increased in HUS, suggesting that IL-10 
production per monocyte is reduced in this group. These results suggest that expression 
of this cytokine is altered during HUS. Moreover, individual differences in IL-10 
secretion are associated with IL10-promoter single-nucleotide polymorphisms (SNP), 
such as rs1800896 (Legacy notation: -1082A>G) in which A- and G-alleles show low and 
high IL10 expression. In order to evaluate this in our patients, an allele specific PCR (AS-
PCR) was developed to analyze collected samples. 

Since development of HUS is associated with the inflammatory response, the anti-
inflammatory mechanisms triggered by IL-10 could take part in this disease.  
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INTRODUCCIÓN 

 
El Metapneumovirus humano se aisló por primera en Holanda en el año 2001, en células 
de riñón de mono terciarias (tMK) a partir de muestras respiratorias de 28 niños con IRA 
que resultaron negativas para el diagnóstico de agentes etiológicos asociados a infección 
respiratoria conocidos. Según Bernadette van den Hoogen (2001), las razones del retraso 
en el descubrimiento de MPVh fueron la dificultad de hacer crecer el virus en cultivo 
celular, ya que no replica eficientemente en líneas celulares y si lo hace su cinética es 
muy lenta (Shafagati and Williams 2018), y a que la propagación del virus depende de la 
adición de tripsina exógena, al igual que ocurre con el virus Influenza (Schildgen et al. 
2011). Gracias a técnicas de serología y la PCR se consiguió identificarlo, y se lo 
denominó Metapneumovirus humano (Van Den Hoogen et al. 2001; Hamelin et al. 2004).  

El aislamiento de MPVh in vitro, su adaptación y propagación es dificultosa y el efecto 
citopático (ECP) puede manifestarse de diferente manera según la línea celular en la que 
se lo aísla (Chan et al. 2003; Deffrasnes et al. 2005; Jumat et al. 2014). 

A nivel de la relación del virus con la célula que parasita, los primeros pasos de la 
infección por MPVh ocurren gracias a la unión con la célula hospedadora mediante la 
proteína G viral (Thammawat et al. 2008) y luego la fusión de la membrana viral con la 
membrana de la célula hospedadora mediada particularmente por la proteína F 
(Schowalter et al. 2006; Schildgen et al. 2011; Cox et al. 2012). Por último participa la 
proteína M que pierde su estructura permitiendo de esa manera la liberación de la 
nucleocápside viral al citoplasma celular para continuar con el complejo proceso de 
replicación (Olmedillas Cela 2017). 

Una vez que el virus ingresa a la célula, los sitios de replicación se encuentran a grandes 
distancias del lugar por el cual ingresaron a la célula hospedadora (Marsh and Helenius 
2006), por lo que es necesario que arriben a sus destinos finales utilizando el sistema de 
transporte celular: el citoesqueleto. Muchos virus interactúan con distintos elementos del 
citoesqueleto, ya que éste conforma una estructura altamente dinámica que se reorganiza 
continuamente a medida que la célula cambia de forma, se divide o responde a estímulos 
que provienen del medio ambiente y en consecuencia resulta crítico en casi todos los 
estadios del ciclo infeccioso de algunos virus (Dohner and Sodeik 2005). 



 

El citoesqueleto celular se describe como una red constituida por tres tipos principales de 
polímeros: los filamentos de actina o microfilamentos (MFLs), los microtúbulos (MTs) y 
un grupo de polímeros denominados filamentos intermedios. En este proyecto se hizo 
énfasis en la participación de los MFLs en el proceso de replicación de MPVh. La corteza 
de actina, debajo de la membrana plasmática, puede representar un obstáculo para la 
entrada o la salida de los virus. Los MFLs recién polimerizados pueden empujar las 
partículas, o pueden ser llevadas a lo largo de los filamentos de actina gracias a la familia 
de proteínas motoras miosinas (Radtke et al. 2010; Najjar et al. 2016).  

Se ha demostrado que los virus envueltos, como lo es el MPVh, una vez iniciado el ciclo 
de replicación por un lado, diseminan la infección liberando la progenie al medio 
extracelular, o los viriones pueden permanecer asociados a la célula infectada y 
propagarse por contacto directo de célula en célula (Mothes et al. 2010; Merwaiss et al. 
2018).  

Por otra parte, ha sido reportado que componentes del citoesqueleto de actina son 
cofactores esenciales para la replicación y morfogénesis de algunos virus tales como el 
Virus Respiratorio Sincicial  (Kallewaard et al. 2005), Virus de la Anemia Infecciosa 
Equina (Chen et al. 2004) y Virus Parainfluenza tipo 3, donde las nucleocápsides se 
localizan con los filamentos de actina (Gupta et al. 1998).  

Ha sido demostrado que drogas tales como la Citochalasina B o D (CytB; CytD), 
metabolitos fúngicos que se une a los extremos de rápido crecimiento de los filamentos 
de actina y bloquea la polimerización de la actina (Cooper 1987), provocan la inhibición 
tanto de la síntesis del ARN viral como de sus ribonucleoproteínas de VPI 3 (Gupta et al. 
1998). En otros casos, como en el del virus Pixuna, la utilización de CytD favoreció la 
producción viral (Gil et al. 2017).  

Se propuso como objetivo caracterizar el proceso de infección celular de MPVh aislado 
en Córdoba.  

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

 
Cultivo de células  

Se utilizaron cultivos de línea continua de células Vero CCL- 81 del epitelio de riñón de 
mono verde africano (Cercopithecus aethiops) (Y. Yasumura e Y. Kawakita Universidad 
de Chiba. Chiba, Japón, 1962) (ATCC® CCL-81). Fueron mantenidos con medio MEM 
(Minimum Essential Medium, GIBCOBRL®) suplementado con 5-10% de Suero Fetal 
Bovino (Natocor, SFB) 1% de antibióticos (Antibiotic Antimycotic Solution (100X), 
Stabilized, GIBCO) y se incubaron en estufa gaseada a 37ºC y 5% de CO2.  

Aislamiento viral de MPVh  

Para la realización del primer aislamiento de MPVh a partir de una muestra clínica se 
llevó a cabo una adaptación del protocolo de infección de Van den Hoogen (2001). Se 



 

utilizó como medio de infección MEM con 0,00125% tripsina (Trypsin Solution 10X, 
SIGMA®) y 0,3% Albúmina Bovina (BSA) (Bovine albumin, SIGMA®).  

Como inóculo se utilizó una muestra clínica (ANF) positiva para MPVh diluida con 2 ml 
de MEM sin suplementar. Se utilizó el sobrenadante para preparar 150 μl de sobrenadante 
de muestra original más 50 μl de MEM de infección (200 μl: volumen final por pocillo 
en placa de 24).   

El aislamiento se realizó en placas de 24 pocillos con monocapas de células VERO, a una 
dilución 1/3 para lograr una confluencia del 70-80% a las 24 horas manteniéndose con 
MEM (10% SFB y 1% de ATB). Veinticuatro horas más tarde se infectó con 200 μl del 
inóculo viral, se centrifugó a 2000 rpm durante 15 minutos. Se incubó la placa con las 
monocapas celulares durante 2 horas en estufa gaseada a 37°C y 5% de CO2. Luego se 
lavaron las monocapas con PBS (3 veces) y se colocó 1 ml de MEM de infección por 
pocillo. El medio de infección fue retirado y renovado a los 4, 7, 10, 14, 17 y 21 días post 
infección (dpi). La aparición de ECP fue señal de progresión de la infección y de alta 
producción viral, se realizaron pasajes ciegos de 21 días cada uno.  

Para confirmar la infección por MPVh, los sobrenadantes de cultivo fueron procesados 
para la extracción de ARN y posterior amplificación de la región del gen para la 
nucleoproteína N (fragmento 199pb) a través de una RT-PCR convencional. Las células 
fueron procesada y fijadas para realizar una Inmunofluorescencia directa con la 
utilización del kit comercial (Oxoid Ltd.) según indicaciones del fabricante.  

 

Cuantificación absoluta de sobrenadantes de cultivo: construcción de curva estándar 
por Sybr® RT-qPCR  

Se implementó una Sybr® RT-qPCR utilizando un oligonucleótido perteneciente al 
fragmento de 199 pb de la Nucleoproteína de MPVh (4 nmole Ultramer® DNA Oligo), 
el cual fue preparado en diluciones seriadas (10-1 a 10-12) a partir del stock inicial que 
constó de una concentración de 6,0219X1013 copias de ARN/μl.  

Se adaptó el protocolo del fabricante de un kit comercial (AgPath-ID™ One-Step RT-
PCR Reagents, Applied Biosystems™), el volumen final de reacción fue de 25 μl, 
colocando 2,5 μl de muestra de ARN. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 
50°C 30 min; 45 ciclos de: 94°C por 2 min 95°C por 10 seg, 60°C por 30 seg y 72°C por 
30 seg; el paso final de 72°C durante 10 min.  

Los resultados de amplificación fueron observados en tiempo real. 

 

 

Inmunofluorescencia indirecta  

Las monocapas de células cultivadas sobre cubreobjetos redondos de vidrio de 12 mm a 
un 60 % de confluencia, se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v)-120 mM de sacarosa 
en PBS, pH 7,3 (20 min a t° ambiente). Se lavaron con PBS a temperatura ambiente, y se 



 

permeabilizaron con una solución de 0,2% Tritón-X100 en PBS durante 5 min, luego se 
lavaron 3 veces con PBS. Se colocó albúmina sérica bovina (BSA) Sigma, al 5% en PBS 
durante una hora a temperatura ambiente.  

Se incubó con los anticuerpos primarios, (diluidos en BSA al 1% en PBS), toda la noche 
en heladera a 4ºC. Se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBS e incubadas por 1 hora a 
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes. Se lavaron 3 
veces por 5 minutos con PBS los discos se montaron utilizando Fluorsave (Calbiochem). 
Los anticuerpos primarios y secundarios que se utilizaron fueron los siguientes: 
Primarios: Anti-MPVh ratón 1/500 (Oxoid Ltd.); Phalloidina conjugada con Rhodamina 
(rojo) 1/1000 (Sigma); Alexa Fluor 488 (verde) 1/1600; Hoesch (1X) para núcleos.  

 

Microscopía, procesamiento y análisis digital de imágenes  

Se tomaron imágenes de las preparaciones con un microscopio invertido (Olympus 
Motorized Inverted Research, Modelo IX81. Imaging Software: Cell M). Las imágenes 
fluorescentes fueron tomadas bajo microscopía de fluorescencia regular con una cámara 
CCD (Orca 1000, Hamamatsu Corp., Middlesex, NJ).  

La obtención y procesamiento de datos adquiridos a partir de las imágenes se analizaron 
con el software ImageJ Fiji (ImageJ 1.50c Wayne Rasband. National Institutes of Health, 
USA).  

 

Curva de replicación extracelular e intracelular de MPVh  

Se preparó monocapas de células Vero al 60% de confluencia en vidrios de 12mm como 
se describió previamente, se cosechó el sobrenadante de cultivo y se fijaron las 
monocapas a distintos tiempos: 8, 16, 24, 48, 72 y 96 hpi. A los sobrenadantes se les 
extrajo el ARN con el kit QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, GmbH, Hilden, 
Germany), y los mismos se utilizaron para la detección y cuantificación de MPVh por 
Sybr (SYBR™ Green 10000X, Invitrogen) RT- qPCR (AgPath-ID™ One-Step RT-PCR 
Reagents, Applied Biosystems™). Se obtuvo un promedio de los valores (n° de copias de 
ARN de virus extracelular/ μl de sobrenadante) obtenidos a través del análisis de los datos 
con Standard Curve qPCR de Applied biosystems disponible en la plataforma virtual de 
Thermo Fisher (Thermo Fisher ConnectTM)  

Las monocapas fueron procesadas para IFI y a partir de las imágenes obtenidas, se calculó 
el número de puntos fluorescentes por célula infectada a través del análisis de imágenes 
de fluorescencia obtenidas.  

 

Participación del citoesqueleto de actina  

Se utilizaron monocapas de células VERO al 60% de confluencia cultivadas sobre 
cubreobjetos de vidrio e infectadas con MPVh (stock: 1 x 108 copias de ARN/μl 
aproximadamente) según el protocolo descripto previamente.  



 

Las monocapas infectadas fueron tratadas con Citocalasina D (CytD) [2,5μM] diluida en 
medio de infección, la concentración fue determinada previamente en el laboratorio (Gil 
et. al., 2017), o con vehículo (medio de infección) según cuatro diseños experimentales: 
1) incubación con droga durante las primeras 24 hpi, observando las monocapas hasta las 
72 hpi; 2) incubación con la droga durante 24 hs., entre las 48 y 72 hpi; 3) incubación con 
la droga durante las 2 hs de infección viral, observando las monocapas hasta las 24 hpi; 
4) incubación con la droga durante las primeras 8 hpi, observando las monocapas hasta 
las 24 hpi.    

En cada caso, según el tiempo de exposición a la droga se retiró el sobrenadante, se 
lavaron las monocapas y se les colocó medio de infección hasta el tiempo determinado 
en cada tratamiento. Los sobrenadantes de cultivo colectados en cada momento se 
procesaron para cuantificación viral por RT-qPCR y las monocapas fueron procesadas 
para IFI. 

 

Análisis de datos  

Los datos obtenidos se analizaron por medio del programa GraphPad Prism 5.0 
(GraphPad Prism versión 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California 
USA, www.graphpad.com). Para los diversos experimentos en los que se analizó tiempo 
y efecto de tratamiento respecto del control, se realizó un ANOVA de dos vías con el 
post- test de Bonferroni, usando GraphPad Prism 5.0. 

 

 

RESULTADOS  

 

Aislamiento de MPVh y caracterización de su efecto citopático  

Se logró el aislamiento in vitro de MPVh a partir de una muestra clínica (ANF) de la 
ciudad de Córdoba en cultivos de línea continua de células VERO CCL-81. Se consiguió 
luego de dos pasajes ciegos de 21 días cada uno, siendo en el tercer pasaje donde, a los 
14 dpi, se observó efecto citopático caracterizado por el redondeamiento, 
desprendimiento y la formación de ramilletes de células refringentes (Figura 1) 

Figura 1. Monocapas de 
células VERO control sin 
infección (panel superior) 
e infectadas con una 
muestra clínica positiva 
para Metapneumovirus 
humano (MPVh) (panel 
inferior) a los 4, 7 y 14 
días post infección (dpi). 
Se evidencia efecto 
citopático en la 



 

monocapas infectada luego de 14 dpi, caracterizado por el redondeamiento y 
desprendimiento celular. Barra blanca: 20 μm. 

 

Para confirmar que el ECP observado era provocado por MPVh, las monocapas de células 
Vero infectadas fueron procesadas para IFI. En la figura 2, se puede observar la presencia 
de proteínas específicas de MPVh a los 4, 7 y 14 dpi (panel inferior) localizada y 
distribuida en el citoplasma celular.  

 

Figura 2. Localización de 
las proteínas de MPVh en 
monocapas de células 
VERO infectadas. 

Inmunofluorescencia 
realizada con anticuerpos 
específicos anti-proteína F 
y N de MPVh (verde), 
MLFs (Phalloidina - rojo) 

y núcleos (Hoesch - azul). Secuencia temporal desde los 4 hasta los 14 días post infección 
(fila inferior) y controles sin infectar (fila superior). Barra blanca: 20 μm. 

 

La caracterización del efecto citopático fue acompañada de la identificación de MPVh 
mediante RT-PCR convencional a partir de los sobrenadantes de cultivo colectados a los 
mismos tiempos que las monocapas de células fueron procesadas, 4, 7 y 14 dpi, los cuales 
resultaron positivos (información no mostrada).  

 

Curva de replicación de MPVh  

La curva de replicación de MPVh se muestra en la figura 3, donde se observa el aumento 
progresivo en el número de copias de ARN hasta llegar a una cantidad máxima de las 
mismas entre las 48 y 72 hpi: 4961 copias de ARN viral extracelular/μl de sobrenadante.  

Paralelamente, se muestra la cuantificación viral intracelular (número de puntos 
fluorescentes/célula infectada) en donde se observa una disminución significativa de la 
marca viral intracelular a medida que pasan las horas, siendo las 8 hpi el momento en el 
que se cuantificó una mayor concentración de proteínas de MPVh en el citoplasma 
celular. Además, se evidencia que a las 72 hpi es el punto donde la carga viral es máxima 
en el sobrenadante y la cantidad de marca fluorescente en el citoplasma celular es la 
menor.  



 

 

Figura 3. Curva de replicación 
viral de MPVh. Gráfica donde las 
barras blancas indican la cantidad 
de virus intracelular (proteína F y 
N) expresado como número de 
puntos fluorescentes/célula 
infectada (eje izquierdo). La curva 
de color rojo indica la cantidad de 
virus extracelular expresado como 
el número de copias de ARN viral 

extracelular/μl de sobrenadante (eje derecho). En ambos casos la cuantificación se realizó 
a los 8-16-24-48-72-96 horas post infección. *** p<0,0001 **p<0,001 *p<0,01. 

 

Estos resultados nos indican que en los estadios tempranos del ciclo de infección, durante 
las primeras 8 hpi, MPVh se encuentra en el citoplasma celular evidenciándose por la 
gran concentración de proteínas y que a medida que progresa la infección comienza a 
disminuir la inmunomarca intracelular, debido a que se completa el ciclo de replicación 
del virus, con la consiguiente liberación extracelular de la progenie viral, visualizándose 
con un aumento significativo de copias de ARN de MPVh. 

 

La perturbación de los MFLs durante las primeras 24 hs del ciclo de replicación 
aumenta la proporción de células infectadas  

Las monocapas infectadas fueron incubadas durante las primeras 24 hpi con CytD y 
paralelamente un tratamiento control con vehículo. El tratamiento con CytD provocó un 
aumento significativo en el porcentaje de células infectadas, el cual se mantuvo, al menos 
hasta las 72 hpi (Figura 4, B), junto con el aumento significativo de la intensidad de 
fluorescencia por célula (Figura 4, C). La formación de áreas de concentración de 
proteínas, se observó tanto en las monocapas tratadas como en las controles (Figura 4, A, 
flechas amarillas gruesas).  

En contraste, a las 72 hpi con vehículo se destacan marcas de proteína viral de menor 
tamaño (Figura 14, A, flechas amarillas finas), menos intensas y distribuidas de manera 
más homogéneas. No se observó diferencias significativas entre tratamientos en la 
cantidad de puntos fluorescentes por célula infectada, pero en el control se produce una 
disminución significativa de los mismos a las 72 hpi (Figura 4, D).  

En resumen, el tratamiento con CytD durante las primeras 24 hpi provocó un aumento 
significativo en el porcentaje de células infectadas, en la intensidad de fluorescencia viral 
respecto del control, resultados que se mantuvieron hasta las 72 hpi (Figura 4, A, B, C).  



 

De manera interesante, la cuantificación de la producción viral en los sobrenadantes de 
cultivo a las 24 hpi fue significativamente menor en las monocapas tratadas respecto del 
control de infección (Figura 4, E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efecto de la disrupción de los MFLs con CytD durante las primeras 24 hpi en 
células Vero infectadas con MPVh A. Imágenes de Inmunofluorescencia (anticuerpos 
específicos anti-proteína F y N de MPVh, verde y Phalloidina-Rho rojo para filamentos 
de actina- MLFs). Los núcleos fueron coloreados con Hoesch (azul). Se observa el curso 
temporal de 24 y 72 hpi. Vehículo: células infectadas con vehículo (n=44). CytD: 
tratamiento con CytD [2,5μM] (n=44). MPVh: Metapneumovirus humano. Barra blanca: 
20 μm. B. Porcentaje de células infectadas. C. Intensidad de fluorescencia viral por célula 
infectada. D. Cantidad de partículas fluorescentes por célula infectada. E. Cuantificación 
del ARN viral extracelular. Las barras muestran la media con SEM (error estándar de la 
media). Análisis de la varianza de dos vías (ANOVA), post- test de Bonferroni. Los # (p 
< 0.0001) indican diferencias significativas entre tratamientos y los * diferencias 
significativas en los distintos tiempos post infección. (***=p < 0.001) 

 

Paralelamente, se llevó a cabo la aplicación de CytD durante las 24 horas finales (entre 
las 48 a 72 horas finales del experimento). No se encontraron diferencias significativas 
en el porcentaje de células infectadas y en la intensidad de fluorescencia. Solo se 
evidenció una disminución significativa del número de puntos fluorescentes por célula 
infectada a las 72 hpi en el control, al igual que lo observado en la curva de replicación 
(Información no mostrada). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en 
la producción viral a nivel extracelular en el tratamiento con CytD con respecto al 
vehículo.  

Estos resultados indican que la disrupción de los MFLs en tiempos más avanzados de la 
infección no produce cambios en la replicación de MPVh. 
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La perturbación de los MFLs durante las primeras 8 hs del ciclo de replicación, 
aumenta la “carga” viral intracelular y la liberación exacerbada de la progenie  

En tercer lugar se infectó con el inóculo del virus en presencia de CytD, durante las 2 
horas de infección a 37°C. Se observó un aumento significativo en el número de puntos 
fluorescentes, correspondientes a proteínas virales, a las 24 hpi tanto en el tratamiento 
con droga como en el control, siendo en este último de menor magnitud. Por otra parte, 
no se encontraron diferencias significativas ni en el porcentaje de células infectadas ni en 
la intensidad de fluorescencia por célula. A nivel extracelular, el tratamiento con CytD 
durante la infección no modificó el número de copias de ARN viral a los dos tiempos 
ensayados (Información no mostrada). 

Por último, se colocó la CytD durante las primeras 8 hpi y se mantuvieron las monocapas 
hasta las 24 hpi. Este tratamiento provocó un aumento significativo en el número de 
puntos fluorescentes, que disminuyó significativamente a las 24 hpi, junto con una 
disminución significativa en el tamaño de puntos fluorescentes en el tratamiento con 
droga respecto del vehículo (Figura 5, C y D). Por otra parte, el % de células infectadas 
en el tratamiento con CytD se mantuvo alto (95%) hasta las 24 hpi, a diferencia del control 
sin droga en el cual disminuyó significativamente (73,7%) (Figura 5, B). De manera 
interesante, a nivel extracelular se evidenció un aumento significativo en el número de 
copias de ARN de MPVh en el tratamiento con CytD a las 8 hpi, respecto de su control 
(Figura 5, E).  

 

 

 

Figura 5. Efecto de la disrupción de los MFLs con CytD durante las primeras 8 hpi en 
células Vero infectadas con MPVh A. Imagen de Inmunofluorescencia (anticuerpos 
específicos anti-proteína F y N de MPVh, verde y Phalloidina-Rho, rojo para los 
filamentos de actina- MLFs). Los núcleos fueron coloreados con Hoesch (azul). Se 
observa el curso temporal de 24 y 72 hpi. Vehículo: células infectadas con vehículo 
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(n=44). CytD: tratamiento con CytD [2,5μM] (n=44). MPVh: Metapneumovirus humano. 
Barra blanca: 20 μm. B. Porcentaje de células infectadas. C. Cantidad de partículas 
fluorescentes por célula infectada. D. Tamaño de puntos fluorescentes. E. Cuantificación 
del ARN viral extracelular. Las barras muestran la media con SEM (error estándar de la 
media). Análisis de la varianza de dos vías (ANOVA), post- test de Bonferroni. Los # (p 
< 0.0001) indican diferencias significativas entre tratamientos y los * diferencias 
significativas en los distintos tiempos post infección. (***=p < 0.001) 

 

Estos resultados indican que la perturbación de los MFLs durante las primeras horas post-
infección provocó un aumento de la “carga” viral intracelular y la consiguiente liberación 
exacerbada de la progenie. En este sentido, podemos inferir que la cantidad de copias de 
ARN extracelular a las 8 hpi es similar a la obtenida a las 72 hpi en la curva de replicación, 
demostrando de esta manera que la disrupción temprana de los MFLs con CytD 
provocaría la reducción del ciclo de replicación viral. 

 

 

CONCLUSIONES  

 
Metapneumovirus humano es un agente patógeno que provoca infecciones respiratorias 
graves en todas las edades y con mayor frecuencia en niños menores de 5 años de edad. 
En este trabajo se informa su aislamiento a partir de una muestra clínica de la Ciudad de 
Córdoba, se describe la curva de replicación y se indaga sobre algunos aspectos de la 
biología celular de la infección a nivel de replicación y la participación del citoesqueleto 
de actina en este proceso.  

Se logró con éxito el primer aislamiento y cultivo in vitro de MPVh a partir de muestras 
clínicas de la Provincia de Córdoba.  

Se caracterizó un patrón morfológico del ECP provocado por la infección viral, 
caracterizada por el redondeamiento y refringencia celular y la presencia del virus fue 
corroborada por IF y RT-PCR.  

Se describió la curva de replicación de MPVh. La fase exponencial de replicación viral, 
con la máxima producción y liberación de progenie, ocurre entre las 48 y 72 hpi.  

La dinámica de los MFLs de actina está involucrada en las etapas tempranas (24hs) del 
ciclo de replicación de MPVh.  

La disrupción de los MLFs con CytD durante las primeras 24 hpi provocó un aumento 
del porcentaje de células infectadas. Mientras que la disrupción de los MLFs con CytD 
durante las primeras 8 hpi provocó un aumento en el número de puntos fluorescentes 
intracelulares (carga viral intracelular) y de copias de ARN viral en el medio extracelular. 

Hasta el momento, este es el primer trabajo que se realiza sobre MPVh en el área de 
virología básica, en nuestra región 

 



 

ABSTRACT 

 
Human metapneumovirus (hMPV) is a virus responsible for acute respiratory infection 
(ARI) in humans with clinical epidemiological relevance in pediatric, 
immunocompromised and elderly population. Taxonomically it is located in 
Mononegavirales Order, Pneumoviridae family and two lineages are known, hMPV A 
and B, which are subdivided into A1, A2 and B1, B2. Its isolation is difficult, slow and 
the characterization of the cytopathic effect depends on the strain and the cell line in 
which it is isolated. On the other hand, little is known about its replication curve and 
relationship with cellular structures such as those of the cytoskeleton.  

The aim of this study was to characterize the biology of hMPV in Cordoba Province.  

The infection process was characterized, starting with the isolation of hMPV from a 
clinical sample, in Vero cell line (confirmed by IF and RT-PCR), the cytopathic effect 
was manifested by rounding and cell refractivity. Exponential replication phase was 
between 48 and 72 hpi. It was proved that the dynamics of the actin microfilaments is 
involved in the first 24 hours of the cycle. Disruption of them with a depolymerizing drug 
(CytD) during the first hours, produced an increase in the amount of intracellular and 
extracellular virus. 

It is also the first study of basic biology of this agent in our region, providing inputs to 
develop possible strategies for future treatments. 
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RESUMEN 
 
El microambiente tumoral comprende una masa de células heterogéneas que incluyen 
células inmunes, endoteliales, fibroblastos y citocinas, junto con células tumorales. Todos 
estos componentes, pueden establecer una respuesta antitumoral protectora o inducir 
eventos que favorezcan la progresión tumoral.  

Los modelos animales son una herramienta fundamental para el estudio del cáncer y han 
permitido, no solo conocer mecanismos básicos del crecimiento y desarrollo de tumores, 
sino también el diseño de terapias antitumorales que permitieron a una mayor 
supervivencia y una mejor calidad de vida de los pacientes. 

Nuestro objetivo fue estudiar algunos componentes del microambiente tumoral y su 
participación en el crecimiento/rechazo del adenocarcinoma de mama M-406 en las líneas 
parentales CBi y CBi-, y en los híbridos F1.  

Se concluyó que, durante la fase aguda, la respuesta inmune innata, en parte y a través de 
los granulocitos eosinófilos, jugaría un rol muy importante en el rechazo tumoral en CBi-

. Por otro lado, una respuesta innata poco efectiva, junto con la conformación de un MAT 
inmunosupresor serían, en parte, responsables del crecimiento exponencial de M-406 en 
CBi y la F1. La mayor expresión de HiF-1α y el mayor porcentaje de colágeno, en los 
tumores provenientes de F1, generó tumores más agresivos, determinado por la presencia 
de metástasis pulmonares. 

 
 
ABSTRACT 
 
The tumor microenvironment comprises a heterogeneous cell mass that includes immune 
cells, endothelial cells, fibroblasts, and cytokines, along with tumor cells. All these 
components can establish a protective antitumor response or induce events that favor 
tumor progression. 

Animal models are a fundamental tool for the study of cancer and have allowed, not only 
to know basic mechanisms of the growth and development of tumors, but also the design 



 
 

 

of antitumor therapies that allowed a greater survival and a better quality of life of 
patients. 

Our objective was to study some components of the tumor microenvironment and their 
participation in the growth / rejection of M-406 breast adenocarcinoma in the CBi and 
CBi- parental lines, and in the F1 hybrids. 

 It was concluded that, during the acute phase, the innate immune response, in part and 
through eosinophilic granulocytes, would play a very important role in tumor rejection in 
CBi-. On the other hand, an ineffective innate response, together with the conformation 
of an immunosuppressive MAT, would be, in part, responsible for the exponential growth 
of M-406 in CBi and F1. The higher expression of HiF-1α and the higher percentage of 
collagen, in the tumors from F1, generated more aggressive tumors, determined by the 
presence of pulmonary metastases.  

 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer de mama es el cáncer diagnosticado con mayor frecuencia y la causa más común 
de muerte por cáncer entre las mujeres del mundo. GLOBOCAN ha estimado para 2018 
una incidencia de 24.2% y 15% de mortalidad causada por cáncer en mujeres en todo el 
mundo (Bray F, 2018). En Argentina, representa el cáncer con mayor incidencia en 
mujeres con una tasa de 73 casos nuevos por cada 100.000 habitantes (Instituto Nacional 
del Cáncer http:// www.msal.gov.ar/inc/index.php/cancer-de-mama).   

La utilidad de los modelos in vivo está en relación con su capacidad de replicar el mismo 
fenómeno en otra especie de interés, ya sea para procesos patológicos espontáneos como 
inducidos. También son valiosos dado que suministran información cualitativamente 
diferente de la aportada por los modelos in vitro, porque incluyen las interacciones entre 
las células tumorales y su micro y macroentorno. El desarrollo de modelos animales in 
vivo que recapitulan la historia natural de los cánceres humanos y su respuesta clínica a 
la terapia constituye un prerrequisito fundamental para su traslación a la clínica 
(Cekanova M, 2014). Los modelos con roedores han permitido estudiar, tanto la función 
de genes como la de las proteínas in vivo, lo que ha ayudado a comprender rutas y 
mecanismos moleculares involucrados en la carcinogénesis (Cheon DJ, 2011).  

La creación de líneas de ratones susceptibles al desarrollo de tumores mediante cruzas 
selectivas comenzó hace casi un siglo cuando Castle y Cook Little usaron generaciones 
consecutivas de apareamientos entre hermanos para producir líneas endocriadas 
“isogénicas” (Benavides, 2003). Muchas de las líneas así obtenidas, mostraban una 
susceptibilidad aumentada tanto a los tumores espontáneos como a aquellos inducidos 
por carcinógenos (Franks LM, 2005). Las líneas endocriadas de ratón pueden ser 
utilizadas como una herramienta para identificar genes que controlen la susceptibilidad 
al cáncer de mama (Dahlman, 2002). La heterogeneidad genética, la medioambiental y 
sus interacciones hacen que la identificación de genes involucrados en la susceptibilidad 
al cáncer en humanos sea muy compleja, por lo que los modelos animales son una 
herramienta fundamental para su estudio (Quigley D, 2009). Si bien es posible utilizar 
animales exocriados, que son genéticamente diferentes entre sí y por lo tanto se asemejan 
a las poblaciones humanas, se requiere de un alto número de animales por experimento 
para poder obtener resultados concluyentes. 

La línea de ratones CBi- fue generada por selección artificial a partir de la línea CBi (Di 
Masso R, 1991). La selección se llevó a cabo utilizando como criterio un índice 



 
 

 

cuantitativo que permitió discriminar individuos pequeños en el sentido que presentan 
baja biomasa (peso corporal) sustentada por un esqueleto corto (longitud caudal). 
Actualmente ambas líneas, poseen más de 100 generaciones de cría selectiva y tienen un 
coeficiente teórico de endocría superior a 0,99 y han fijado distintas combinaciones 
alélicas por los efectos conjuntos de la cría selectiva, la respuesta correlacionada a la 
selección, los efectos no direccionales de la endocría y la deriva génica, y la aparición de 
nuevas mutaciones (Hinrichsen L, 2010 BAG).  

M-406 es un adenocarcinoma de mama semidiferenciado tipo B, que surgió 
espontáneamente en una hembra de la línea CBi en el año 1996 y se mantiene in vivo por 
injertos intraperitoneales en su huésped singeneico. El adenocarcinoma crece en forma 
exponencial hasta producir la muerte del portador en el 100% de los ratones CBi 
desafiados por vía sub cutánea (s.c.) (100% de susceptibilidad y letalidad). Por el 
contrario, en los animales de la línea CBi-, desafiados con M-406, éste crece en el 100% 
de los mismos, pero regresa y es rechazado en todos (100% de resistencia) (Cáceres JM, 
2015).  

A comienzos del siglo XX, Paul Ehrlich postuló que el sistema inmune es capaz de 
reconocer y eliminar tumores primarios en desarrollo, sin intervención terapéutica externa 
(Ehrlich P, 1909). En 1950, Burnet y Thomas, plantearon la Teoría de la Inmunovigilancia 
que postula que una población de linfocitos del sistema inmune reconoce continuamente 
y elimina células tumorales y pretumorales (Dunn G, 2002). El desarrollo de nuevas 
tecnologías, tales como la utilización de ratones transgénicos e inmunodeficientes y la 
capacidad de producir anticuerpos monoclonales altamente específicos contra diferentes 
componentes del sistema inmune, permitieron poner a prueba dicha teoría. Trabajos 
recientes, han demostrado que el sistema inmune también favorece la aparición de 
tumores primarios de inmunogenicidad reducida, los cuales son capaces de escapar al 
reconocimiento inmunológico (Bui JD, 2007).  

En la actualidad se reconoce cada vez más que el microambiente tumoral (MAT) juega 
un papel crítico en la progresión de los tumores en los que se pueden seleccionar variantes 
tumorales inmunes resistentes que llevan al crecimiento tumoral, la invasión y la 
metástasis (Alshaker HA, 2011). Los cánceres se desarrollan en entornos de tejidos 
complejos, y la interacción entre la célula tumoral y el tejido donde se desarrolla, 
determina las características de crecimiento tumoral y su capacidad de invadir tejidos 
vecinos y desarrollar metástasis. A diferencia de las células tumorales, las células del 
MAT son genéticamente estables, por lo que representan una diana terapéutica con un 
menor riesgo de recurrencia tumoral y resistencia (Quail, DF, 2013). Factores solubles 
derivados del tumor o del huésped pueden impulsar diversos mecanismos en el MAT, que 
determinan el crecimiento del tumor (Joyce JA, 2009). Uno de los componentes más 
comunes del estroma tumoral son los fibroblastos asociados al tumor (CAF) (Östman, A, 
2009), los cuales promueven la progresión tumoral generando cambios en la expresión de 
genes que lleva a la secreción de factores que estimulan la angiogénesis y el desarrollo de 
metástasis (Kharaishvili, G, 2014). 

Los CAF son un subconjunto celular identificado como miofibroblastos que expresan alfa 
actina de músculo liso (αSMA), otros que expresan proteína de activación de fibroblastos, 
desmina, proteína S100A4 y Thy-1 (Xing F, 2010). Se activan perpetuamente, no 
revierten a un fenotipo normal y no sufren apoptosis como los fibroblastos normales 
(Hanahan D, 2011). Estudios recientes revelaron que los CAF contribuyen a la 
proliferación, invasión y metástasis a través de la secreción de diversos factores de 
crecimiento, citocinas, quimiocinas y degradación de las proteínas de la matriz 
extracelular (Yamamura Y, 2015). Aunque hace un tiempo la funcionalidad se ha pasado 



 
 

 

por alto en gran medida en el contexto del cáncer, los fibroblastos y su matriz asociada, 
representan la mayor parte de la masa tumoral en muchos tipos de cáncer (Marsh, 2013) 
y actualmente, se sabe que los fibroblastos influyen en el comportamiento de las células 
malignas a través de señales bioquímicas y biomecánicas. A su vez, también se ha visto 
que los CAF, tienen la capacidad de alterar la presencia de células inmunes tanto innatas 
como adaptativas, así como la liberación de varias quimiocinas y citocinas, lo que en 
conjunto conduce a una MAT más inmunosupresor (Sliker BH; 2021).  

Los CAF expresan distintos miembros de la familia de metaloproteinasas de matriz 
(MMP). Las MMP-2 y MMP-9 degradan selectivamente el colágeno tipo IV y la 
laminina, que forman parte de la membrana basal (Glentis A, 2018).  El colágeno 
secretado por los CAF contribuye a disminuir la absorción de fármacos 
quimioterapéuticos en tumores y desempeña un papel significativo en la regulación de la 
sensibilidad del tumor a agentes quimioterapéuticos (Nissen NI, 2019). Loeffler y col. 
generaron una vacuna oral contra FAP y estudiaron su efecto sobre el crecimiento de 
xenoinjertos de cáncer de mama murinos multirresistentes. La vacuna disminuyó el 
colágeno I, lo que llevó a un aumento de la captación de los agentes quimioterápicos y, 
como consecuencia, la disminución del crecimiento tumoral y el aumento de la 
supervivencia(Loeffler, 2006). Estos datos demuestran que, además de promover la 
progresión, el microambiente tumoral puede modular la sensibilidad o resistencia a la 
quimioterapia. 

En vista de la evidencia clínica de una correlación entre los marcadores CAF y un 
pronóstico general precario en múltiples tipos de cáncer, los CAF se consideraron 
convencionalmente como pro-tumorigénicos (Calon, 2015; Comito, 2014). Sin embargo, 
los intentos iniciales de reducir los miofibroblastos de la TME mejoraron 
inesperadamente la progresión del tumor (Özdemir et al., 2015; Rhim et al., 2014). Tales 
observaciones aparentemente confusas llevaron al impulso actual para comprender mejor 
la heterogeneidad de los fibroblastos dentro de la MAT. 

Las células del sistema inmune pueden o no inhibir el crecimiento de células malignas. 
Dentro de la población heterogénea de leucocitos que infiltran los tumores, las células 
CD4+, CD8+, NK y los macrófagos infiltrantes tumorales (MIT) juegan un rol vital tanto 
en la supervivencia como en el crecimiento tumoral. Las células CD8+ y CD4+ están 
asociadas a procesos antitumorales, mientras que algunas poblaciones de macrófagos y 
las células mieloides supresoras promueven la formación y el crecimiento tumoral (Krell, 
2012). Las células T reguladoras (Treg) son células CD4+ que están presentes en los 
individuos saludables y llevan a cabo su función reguladora durante la vigilancia normal 
de los autoantígenos (Kono K, 2006). En pacientes con diferente tipo de tumores se ha 
reportado un número aumentado de Tregs en el sitio del tumor, en los nódulos linfáticos 
drenantes o en circulación (Zamarron B F, 2011). Las células Th17 se han visto 
involucradas en varias enfermedades autoinmunes y síndromes inflamatorios crónicos. 
Son células CD4+ que se diferencian a Th17 en respuesta a TGF-β e IL-6 (Maruyama T, 
2010).  La información de la participación de estas células en portadores de tumor es 
todavía limitada, su rol preciso sigue sin ser claro (Kryczek I, 2009). El balance entre las 
células Tregs y las Th17 podría influenciar la respuesta contra el cáncer, de manera que 
cuando existe un sesgo hacia las Tregs se favorece el escape de la respuesta inmune anti-
tumoral (Hanahan D, 2000).  

 
 
 
 



 
 

 

ANTECEDENTES 
 
2.1 Análisis mendeliano de la resistencia/susceptibilidad a un tumor trasplantable de 
mama en un modelo murino 

Con el fin de caracterizar el patrón de herencia de la resistencia/susceptibilidad al 
adenocarcinoma de mama M-406, y mediante un enfoque mendeliano clásico, se 
realizaron cruzamientos recíprocos entre ambas líneas endocriadas de ratón, CBi y CBi-, 
generándose la filial 1 (F1) y a partir de ella la filial 2 (F2). Para ello, se usaron machos 
y hembras de ambos híbridos recíprocos (F1A y F1B), lo que permitió disponer de las 
cuatro combinaciones posibles entre ambas F1: F2A, F2B, F2C y F2D. 
 

 
 

Fig. 1.   a) Tiempo medio de duplicación tumoral en la línea parental CBi, en los híbridos 
recíprocos F1.  b y c) Tiempo medio de duplicación tumoral en las cuatro combinaciones F2. 
               
El tumor mostró el 100% de toma en todas las combinaciones F1 y F2. En la F1 creció 
exponencialmente en todos los animales hasta alcanzar el tamaño máximo permitido por 
las normas éticas, momento en que se los sacrificó. Es decir, los híbridos recíprocos F1 
se comportaron ambos como CBi (toma 100%, letalidad 100%), poniendo de manifiesto 
ausencia de efectos maternos. Con respecto a la F2, creció exponencialmente en el 75% 
de los animales y regresó espontáneamente en el 25% restante hasta su eliminación total. 
La segregación mostrada en la F2 fue compatible con el carácter autosómico dominante 
de la susceptibilidad al tumor observado en la F1. El análisis del tiempo de duplicación 
tumoral en las distintas combinaciones F2 (Fig. 1b y c), se tradujo en una mayor velocidad 
de crecimiento del tumor, en aquella con doble dosis genética CBi (susceptible) de origen 
materno, F2D, y una menor velocidad de crecimiento tumoral en aquella con doble dosis 
materna CBi- (resistente), F2A, respuesta no evidenciada en las dos combinaciones F2 



 
 

 

restantes (F2B y F2C). Esta respuesta diferencial sólo fue observada en hembras (Fig. 
1b), lo que permite suponer la existencia de fenómenos epigenéticos vinculados con el 
sexo del portador del tumor (Cáceres JM, 2015).  

 

2.2  Evaluación del complejo mayor de histocompatibilidad 

Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad juegan un papel fundamental en 
la discriminación entre lo propio y lo no propio, representando un obstáculo fundamental 
para la toma de un injerto. En el ratón, este complejo se denomina “complejo H2”, el cual 
comprende varios genes agrupados principalmente como genes de clase I, clase II y clase 
III. Estos genes son, en su mayoría, altamente polimórficos y se sitúan muy cerca unos 
de otros en un segmento del cromosoma 17 del ratón. Las moléculas de clase II se 
expresan en la superficie de las células presentadoras de antígenos, uniéndose 
selectivamente a péptidos derivados del procesamiento de antígenos extraños y activando 
clones de linfocitos T CD4+ específicos para el antígeno en cuestión, iniciando la 
respuesta inmune adaptativa. La identificación de los alelos MHC de clase II es, por lo 
tanto, extremadamente importante en estudios que involucran presentación de antígeno y 
trasplante de células/órganos. 

Considerando esto, era necesario descartar que el comportamiento antagónico de 
susceptibilidad y resistencia frente al tumor, observado en ambas líneas parentales, CBi 
y CBi- respectivamente, se genere como consecuencia del rechazo al tejido tumoral 
inoculado por falta de histo-compatibilidad entre ambas líneas, y no como resultado de 
una respuesta antitumoral eficiente desarrollada en los animales CBi-. Para esto se 
enviaron muestras de ADN genómico provenientes de ambas líneas al laboratorio del Dr. 
Fernando Benavidez (Centro de Cáncer MD Anderson de la Universidad de Texas, 
Smithville, Tx, USA), donde se realizó la tipificación del haplotipo H2 por un 
procedimiento basado en la amplificación genómica del ADN por PCR seguida de RFLP.  

Los resultados (Fig. 2 y Tabla I) demuestran que ambas líneas presentan el mismo 
haplotipo heterocigota H2<p>/H2<j>, apoyando la hipótesis de que la resistencia a M-
406 mostrada por la línea CBi- es el resultado de una fuerte respuesta inmune antitumoral 
que deriva en el rechazo del mismo (Capitani MC, 2020). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Evaluación haplotipo H2 
Tabla I: Posición de los loci H2 en el cromosoma 17 

 
2.3 Inmunosupresión con diferentes fármacos, de ratones CBi- desafiados con un 
adenocarcinoma de mama 

Considerando que el sistema inmune juega un rol fundamental en la defensa del 
organismo frente a los tumores, y la inmunosupresión reduce la activación o la eficacia 
del sistema inmunológico, se evaluó el crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 
en animales CBi- inmunosuprimidos con ciclosporina A (CicloA) y dexametasona 
(Dexa). La CicloA y la Dexa son fármacos que poseen efectos inmunosupresores que 
actúan sobre la respuesta inmune humoral y mediada por células.  

Para ello, animales CBi-N (normales) se inmunosuprimieron con CicloA (CBi-CicloA), 
o con Dexa (CBi-Dexa) durante 7 días. Pasado este tiempo, animales CBi-N, CBi-CicloA, 
y CBi-Dexa fueron inoculados con M-406 de forma subcutáneo (s.c.). Al evaluar durante 
el experimento la evolución del volumen tumoral, se observó que en el día 21 (día 14 post 
inoculación tumoral), los animales CBi-N, CBi-CicloA y CBi-Dexa se diferenciaron 
significativamente en el volumen tumoral (Fig. 3b). El porcentaje de regresión tumoral 
en el día 21 en CBi-Dexa, fue de 0% y de 40% en los grupos CBi-CicloA y CBi-N.  

Estos resultados permitieron concluir que la inmunosupresión con dexametasona permite 
el crecimiento de M-406 en los animales CBi-, sugiriendo que el sistema inmune del 



 
 

 

huésped participa de manera activa, desarrollando una respuesta inmune efectiva que 
logra la regresión espontánea y, finalmente, la completa eliminación del tumor en los 
animales de dicho genotipo (Crocco ML, 2013). 
 

 
 

Fig. 3. Análisis del volumen tumoral en animales inmunosuprimidos 
a) Evolución del volumen tumoral, b) Volumen tumoral día 14 

 
 
 

OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

El objetivo de este trabajo es caracterizar el microambiente tumoral del adenocarcinoma 
de mama triple negativo M-406, proveniente de las líneas parentales endocriadas de 
ratones, CBi susceptible y CBi- resistente, y de la F1 derivada de los cruzamientos 
recíprocos de dichas líneas parentales. 

 

Objetivos específicos 

1) Caracterizar el microambiente tumoral e identificar las diferentes poblaciones celulares 
infiltrantes tumorales provenientes de los animales parentales susceptibles y resistentes 
al tumor. 

3) En las muestras de tumores provenientes de los animales CBi y F1 inoculados con M-
406: 

 Cuantificar los linfocitos CD4+, CD8+ y Foxp3.  
 Identificar fibroblastos asociados al tumor mediante la expresión de la proteína α- 

SMA. 
  Cuantificar el colágeno de la matriz extracelular.  
 Determinar la presencia de células HIF1α+. 

 
 
 
 
 



 
 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
4.1. Animales 

Se utilizaron ratones adultos hembras y machos de las líneas endocriadas CBi y CBi-, 
pertenecientes del Bioterio del Instituto de Genética Experimental de la Facultad de 
Ciencias Médicas, UNR, y los híbridos F1A y F1B derivados de los cruzamientos 
recíprocos entre ambas líneas. 

Los animales fueron provistos de alimento balanceado comercial y agua ad libitum y se 
los mantuvo en ciclos de luz/oscuridad de 12h y a temperatura controlada (25 ± 2ºC). Los 
experimentos se llevaron a cabo durante la primera mitad del ciclo de luz. 
Todos los animales fueron tratados siguiendo los lineamientos éticos del Canadian 
Council on Animal Care (www.ccac.ca). 

Generación de los híbridos F1: Se realizaron cruzamientos recíprocos de la siguiente 
manera: 

F1A: ♀ CBi (n=10) x ♂ CBi- (n=10) 
F1B: ♀ CBi- (n=10) x ♂ CBi (n=10) 

 
 4.2. Tumor 

El adenocarcinoma M-406 es un tumor de mama semidiferenciado de tipo B (Squartini, 
1994) y triple negativo (Rico MJ, 2012). Dicho tumor surgió espontáneamente en el año 
1996 en una hembra de la línea CBi y es mantenido in vivo por pasajes i.p. en su huésped 
singeneico. Cuando el tumor se inocula por vía sub cutáneo (s.c.) la incidencia tumoral 
es del 100%. 

 
4.3. Modelo experimental 

Modelo 1: Ratones adultos CBi, CBi-, F1A y F1B, machos y hembras (n=6-10 por grupo) 
fueron desafiados de forma s.c. en el flanco derecho, utilizando trocar, con un inóculo de 
aproximadamente 1 mm3 del adenocarcinoma M-406. 

Durante el experimento se evaluó el crecimiento del tumor, midiendo tres veces por 
semana con calibre Vernier el diámetro tumoral (D) mayor y menor, y se calculó el 
volumen tumoral mediante la siguiente fórmula: VT = (D menor2 x D mayor x 0,4). 
Cuando cada animal alcanzó el volumen tumoral máximo éticamente permitido (CBi y 
F1), o cuando el tumor ya había comenzado a ser rechazado (CBi-), según corresponda, 
los animales fueron sacrificados por sobreexposición a CO2. Se extrajeron muestras de 
tumor, las cuales fueron fijadas e incluidas en parafina para la obtención de los tacos 
histológicos. También se extirparon los pulmones para el análisis y cuantificación de 
metástasis.  

Modelo 2: animales de las líneas CBi y CBi- fueron inoculados por vía s.c. con M-406, y 
tras la necropsia de ratones, se tomaron muestras de tumor, según el tiempo de evolución 
tumoral en los días 3 a 5, 7, 10 y 14 en la línea CBi, y en los días 3 a 5, 7, 10, y 12 en 
CBi-. Las muestras de tumor extraídas fueron tratadas de forma similar a lo descripto 
anteriormente para la obtención de los tacos histológicos y finalmente los cortes de tumor 
fueron teñidos con hematoxilina-eosina (H/E). Sobre dichos preparados se llevó a cabo 
el análisis histomorfológico del adenocarcinoma de mama M-406 por microscopia óptica. 
 



 
 

 

4.4. Análisis histológico 
 

1) Tinción con Hematoxilina-eosina sobre preparados de tejido tumoral obtenidos 
del modelo experimental 2. 
 
2) Tinción Picro-Sirius Red en los cortes de tumores provenientes de animales del 
modelo experimental 1, obtenidos al finalizar el experimento. Se tomaron fotos en un 
total de 30 campos (cada foto corresponde a un campo) representativas de todo el tejido, 
para cada una de las muestras, en una magnificación 40X. Se calculó, sobre cada foto, la 
cantidad de pixeles de color rojo utilizando el software de análisis de imágenes ImageJ y 
Adobe Photoshop 2019. Con estos datos, se calculó, para cada muestra, el porcentaje del 
área total cubierta por colágeno por campo.  

 
3) Inmunohistoquímica: En los cortes de tumores provenientes de animales CBi y F1 
(modelo experimental 1), se realizó la determinación:  

a) células CD4+ y CD8+ intratumorales, incubando durante toda la noche a 4°C con 
anticuerpos primarios monoclonales anti-CD4 o anti-CD8 (Santa Cruz Biotechnology, 
USA) en una dilución 1:400 en buffer Tris. El revelado se realizó con el reactivo DAB 
Substrate Kit (BD Pharmigen, España, se realizó una contratinción con hematoxilina. Se 
evaluó el número de células CD4+ y CD8+ intratumorales en 30 campos microscópicos 
con una magnificación 100X- oil, y se calculó el número de células positivas por campo. 

 b) presencia de CAF, se utilizó una solución de anti-α-SMA 1:300 (Abcam, USA) en 
buffer Tris como anticuerpo primario. En este caso, para cada muestra se tomaron 
fotografías en 20 campos microscópicos con una magnificación 40X y se evaluó el 
porcentaje de área cubierta por células α-SMA+. Las imágenes fueron cuantificadas con 
el programa ImageJ. 

 c) células Foxp3+ y HIF1α+, se realizó la permeabilización del tejido con una solución 
de 0,2% Tritón-X 100 en PBS durante 10 min. Los anticuerpos primarios utilizados 
fueron: anti-Foxp3 (eBioscience, USA) 1:50 y anti-HIF1α (Invitrogen, USA) 1:5000. 
Finalmente, se determinó el número de células Foxp3+ o HIF1α+, según corresponda, en 
30 campos microscópicos con una magnificación 100X- oil, y se calculó el número de 
células positivas por campo. 
 
4) Evaluación y cuantificación de metástasis pulmonares: una vez extraídos los pulmones, 
de los animales en los que el tumor crece de forma exponencial, CBi y F1, los mismos se 
fijaron en una solución de BOUIN para evaluar la presencia de metástasis espontaneas, 
macroscópicamente. 

 
4.5. Análisis estadístico 

Las comparaciones que involucraron dos grupos se llevaron a cabo con la prueba t de 
Student para datos independientes o con la prueba U de Mann-Whitney según si las 
variables involucradas cumplían o no con el supuesto de normalidad, respectivamente. 

Las comparaciones que involucraron más de dos grupos se llevaron a cabo con un análisis 
de la variancia paramétrico o no paramétrico (prueba de Kruskal-Wallis) según 
corresponda, seguidos de las pruebas de comparaciones múltiples de Bonferroni o de 
Dunns, respectivamente. 

Se consideraron significativas las diferencias cuando P<0,05. 



 
 

 

 Los datos longitudinales volumen tumoral (mm3) y tiempo (días transcurridos a partir 
del desafío tumoral) se ajustaron con un modelo exponencial creciente y se analizaron 
diferentes parámetros de dicha ecuación:  

- Y0, es el valor de Y cuando X (tiempo) es cero, y se expresa en las mismas unidades 
que Y, 
-Tiempo de latencia, corresponde al tiempo que tarda el tumor en empezar a crecer y se 
calcula como 1/ Y0, 
-K, representa la constante de velocidad, expresada en recíproco de las unidades de 
tiempo del eje X, y 
-Tiempo medio de duplicación tumoral, expresado en las unidades de tiempo del eje X; 
se calcula como ln (2) / K. 

 
 
RESULTADOS 
 
5.1. Caracterización del crecimiento tumoral en las líneas parentales y F1  

El tumor se comportó de manera similar a lo observado en estudios previos, creció en 
forma exponencial en la línea CBi (Fig.4a y b) y fue rechazado en la línea CBi- (Fig. 4d 
y e), sin observarse diferencias en la velocidad de crecimiento, estimada con el tiempo 
medio de duplicación, entre machos y hembras en ambos genotipos (Fig.4c y f). 
  

 
Fig. 4. Evolución del volumen tumoral en las líneas parentales 

Evolución del volumen tumoral: a) CBi machos, b) CBi hembras, ajustadas a una ecuación de 
crecimiento exponencial, d) CBi- machos, e) CBi- hembras. Tiempo medio de duplicación 
tumoral: c) CBi machos y hembras y f) CBi- machos y hembras (Test U de Man Whitney).   

 
Como puede observarse en las figuras 5a, b, c y d, el tumor creció en forma exponencial 
en el 100% de los animales de las dos F1 (A y B), sin observarse diferencias en el tiempo 
medio de duplicación entre sexos y entre genotipos (Fig. 5e, f y g).  



 
 

 

 
Fig. 5. Evolución del volumen tumoral en la F1 (A y B) 

Evolución del volumen tumoral: a) F1A machos, b) F1A hembras, c) F1B machos, d) F1B 
hembras, ajustadas a una ecuación de crecimiento exponencial. Tiempo medio de duplicación 
tumoral: e) F1A machos y hembras, f) F1B machos y hembras y g) F1A vs F1B (Test U de Man 
Whitney). 

      
La falta de diferencias en el tiempo medio de duplicación entre machos y hembras 
observados en el genotipo parental CBi y entre los genotipos F1A y F1B, nos permitió 
estudiar el crecimiento tumoral en forma conjunta en todos los animales de los genotipos 
CBi y F1, en los que el tumor crece, y evaluar posibles diferencias entre genotipos, 
independizándonos del sexo del portador del tumor. Para ello, analizamos los diferentes 
parámetros, ya mencionados, de la ecuación de crecimiento exponencial: 1/Y0 o tiempo 
de latencia, K que representa la constante de velocidad, y el tiempo medio de duplicación 
tumoral.  
       
Como puede observarse en la figura 6a, el tumor presenta un comportamiento similar en 
ambos genotipos, sin observarse diferencias en el tiempo medio de duplicación (Fig. 6c), 
en el valor de K (Fig. 6d) y en el valor que toma la variable 1/Y0 (Fig. 6b).  



 
 

 

CBi F1
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

b)   Tiempo de latencia

 
Fig. 6. Comparación del crecimiento tumoral entre los genotipos CBi y F1 

a) Evolución del volumen tumoral CBi y F1: ajustadas a una ecuación de crecimiento exponencial, 
b) 1/Y0, c) Tiempo medio de duplicación tumoral, d) K (Test U de Man Whitney). 

 
5.2.  Análisis histo-morfológico del adenocarcinoma de mama M-406  

Con el fin de evaluar y comparar las características del microambiente tumoral, así como 
también, identificar parte de las diferentes poblaciones celulares infiltrantes durante la 
fase aguda en ambas líneas parentales, CBi y CBi-, en las que el tumor presenta un 
comportamiento antagónico, se llevó a cabo una observación microscópica del tejido 
tumoral proveniente de los animales de ambas líneas, teñidos con Hematoxilina- Eosina 
(H/E).  

 
5.2.1. Propiedades histológicas del microambiente tumoral durante el crecimiento y 
rechazo tumoral en la línea CBi- 

Entre los días 3 y 5 (Fig. 7b y c), cuando el tumor está en la etapa de crecimiento, se 
observó que el MAT presentaba una variada distribución y número de componentes 
celulares de tipo inflamatorio, identificándose bajo la formación de pequeños cúmulos 
celulares. Entre estas poblaciones se destacan, granulocitos eosinófilos peri e 
intratumorales, mastocitos que, al igual que sucede con los eosinófilos, se organizan en 
agrupaciones distribuidas de manera dispersa en el estroma circundante formando 
pequeños nódulos o granulomas y un gran número de monocitos distribuidos en el tejido 
conectivo estromal peritumoral. También, se observaron células compatibles con 
macrófagos, que se encontraron en cercanías a las formaciones nodulares y en pequeñas 
regiones necróticas con presencia de restos celulares o fragmentación nuclear, símil a 
cuerpos apoptóticos. Además, se evidenció un tejido estromal peritumoral con un 
apreciable número de fibroblastos en estado activo y que aparentan formar, de manera 
temprana, un encapsulado que limita y contiene la lesión. Por último, pudo apreciarse un 
infiltrado linfocitario estromal. 

Cabe destacar que se observaron vasos congestivos de reducido calibre, tipo capilares, en 
la región intratumoral o adyacentes a los pequeños nódulos, pero no se observó la 
presencia de vasos de mayor calibre.  



 
 

 

Ya el día 7 (Fig. 7d), fue posible registrar una constante en las poblaciones celulares de 
tipo inflamatorio agudo mencionadas, y también comenzó a registrarse un aumento de 
células linfocitarias infiltrantes, cuya distribución se localiza en el estroma peri e 
intratumoral. También, se observaron células fagocíticas (macrófagos = histiocitos) que 
infiltran regiones ocupadas por restos de células tumorales o fragmentos nucleares que 
recuerdan a cuerpos apoptóticos. De manera temprana, se observan focos difusos de 
necrosis y fibrosis, y un silencio histológico (zonas sin evidencia de núcleos celulares). 

Se destacan dos aspectos importantes observados en los tumores provenientes de CBi-, 
por un lado, las células tumorales apenas han podido formar reducidos nidos neoplásicos 
periféricos, sin tabicamiento exacerbado del conectivo y con limitadas o nulas figuras 
mitóticas y por otro lado, y de manera inversa, se visualiza un aumento del tejido 
conectivo estromal que rodea al foco de inóculo, con mayor predominio de componentes 
celulares de tipo fibroblastos, miofibroblastos y una menor, pero apreciable, densidad de 
fibras colágenas que limitan la lesión y la circunscriben de manera focal, generando una 
contención con mayor eficacia y menor invasión de tejidos circundantes por parte del 
tumor.  

En el día 10 (Fig. 7e), cuando el tumor está siendo rechazado, se observó un marcado 
aumento de linfocitos, con una sostenida presencia de células inflamatorias, 
predominantemente mastocitos. En cuanto al tumor, se evidencia una mayor destrucción 
del tejido neoplásico periférico infiltrado por eosinófilos, mastocitos, histiocitos y 
linfocitos, reducidos focos viables que se distribuyen de manera difusa, y nula presencia 
de figuras mitóticas; en contraste a lo que sucede en los tumores provenientes de los 
animales CBi, cuya distribución de viabilidad es periférica e infiere un foco de sostenido 
avance e invasión.  

El día 12 (Fig. 7f, g y h), se observó una clara destrucción del tejido tumoral, en el cual 
puede evidenciarse una región central isquémica, con restos celulares y/o nucleares, 
rodeados de numerosos histiocitos en estado activo (fagocíticos). En su contigüidad se 
registró un estroma delimitado por una capa de conectivo laxo vascularizado por 
pequeños capilares, seguido de un grueso conectivo, con predominio de fibroblastos y 
miofibroblastos distribuidos circunferencialmente al sitio de inoculo previo. Entre las 
capas de conectivo se distribuye un marcado infiltrado linfocitario, acompañado de 
plasmocitos. Finalmente, las células granulocitos eosinófilos y mastocitos son apenas 
observables en la región extratumoral.  



 
 

 

 

Fig. 7. Microfotografías del crecimiento tumoral y posterior  
rechazo-eliminación en la línea CBi- 

a) Poblaciones celulares en estudio: 1) y 2) Eosinófilo y conglomerados de eosinófilos (Punta 
Flecha Amarilla) 3) Linfocitos (Punta Flecha Verde) 4) y 5) Mastocitos (Punta Flecha Marrón) 
6) Fibroblastos (Punta Flecha Negra) 7) y 8) Monocitos (Punta Flecha Violeta) 9) Plasmocitos 
(Punta Flecha Blanco) 10) y 11) Macrófagos e Histiocitos (Punta Flecha Turquesa) 12) Nido de 
células tumorales (Flecha Roja) 100x-oil. b) y c) Día 3 a 5: Región peri-tumoral con marcado 
infiltrado inflamatorio agudo con eosinófilos y mastocitos, cuya distribución es dispersa y 
organizados en pequeños nódulos. 10x.  d) Día 7: Pequeña masa tumoral (Flecha Roja) con un 
centro necrótico (Flecha Turquesa) y un estroma peri-tumoral (Flecha Verde) que rodea los 
difusos focos de necrosis temprana (Flecha Amarilla). 10x.   e) Día 10: Desorganizado y reducido 
tejido tumoral remanente, con necrosis temprana e infiltrado por fibroblastos. 10x.  f) Día 12: 
Tejido con ausencia de células tumorales y centro de necrosis de tipo isquémica, caracterizado 
por una marcada fibrosis, infiltrado de linfocitos e histiocitos y depósito de matriz extracelular 
(Flecha Marrón). 10x. g) Magnificación de imagen f, región peritumoral. 40x. h) Magnificación 
imagen f, región extratumoral con células remanentes inflamatorias agudas y plasmocitos. 40x. 

 
5.2.2. Propiedades histológicas del microambiente del tumor durante su crecimiento en la 
línea CBi  

Entre los días 3 y 5 (Fig. 8a, b y c), se observó una masa tumoral en expansión con 
numerosas figuras mitóticas, rodeado de un gran repertorio de poblaciones celulares de 
tipo inflamatorio, constituidas principalmente por células granulocitos 
polimorfonucleares neutrófilos que infiltran el estroma circundante al tumor, pobre 
infiltrado de células identificadas como eosinófilos, además de células compatibles con 
mastocitos. En mucha menor medida se observaron basófilos y escasos monocitos. 



 
 

 

Además, se observó gran cantidad de diferentes poblaciones de fibroblastos y numerosos 
vasos sanguíneos hiperémicos extratumorales de pequeño y mediano calibre. 

Más hacia el día 5, se observó un crecimiento de la masa tumoral persistente, 
destacándose principalmente la presencia de un infiltrado de monocitos, linfocitos, 
además de fibroblastos, miofibroblastos y una mayor densidad de la matriz extracelular 
(MEC), dada quizás por la presencia de fibras de colágeno. 

En el día 7 (Fig. 8d), se observó un estado avanzado del crecimiento tumoral, con un 
marcado aumento del número de figuras mitóticas, que coincide con el crecimiento 
tumoral observado. En cuanto a los componentes celulares peri-tumorales, se observó un 
notable aumento de las células linfocitarias. Se registró una menor cuantía de las 
poblaciones registradas al inicio de la respuesta inflamatoria (días 3 a 5). Por otro lado, 
se observó un mayor predominio de fibras de colágeno junto a las poblaciones celulares 
que las sintetizan.  

Ya en el día 10 (Fig. 8e), las poblaciones celulares infiltrantes de tipo granulocitos son de 
difícil o nula apreciación, solo se observan mastocitos extratumorales. Conforme avanza 
la neoplasia, se registra mayor cantidad de vasos congestivos, acompañados por un mayor 
depósito de fibras de colágeno en la MEC.  

En el día 14 (Fig. 8f), se observó un tejido con absoluta destrucción de sus componentes 
celulares, caracterizado por una enorme región de necrosis central, focos hemorrágicos y 
nidos celulares periféricos viables en sostenido avance estromal. Presencia de una gran 
cantidad de componentes linfocitarios que infiltran y rodean la periferia del tumor, en un 
claro estado de escape inmunitario.  
 



 
 

 

 
Fig. 8. Microfotografías del crecimiento tumoral y fase de escape inmunológico en la línea CBi 

Día 3 a 5: a) Obsérvese la formación de nidos periféricos de células tumorales (Flecha Roja), con 
marcada reacción estromal peri-tumoral (Flecha Verde) y extra-tumoral (Flecha Marrón). 10x.  b) 
Magnificación de nido tumoral de células con atipia, rodeado por un estroma desmoplásico peri-
tumoral e infiltrado de monocitos (Punta Flecha Violeta), y gran repertorio de linfocitos (Punta 
Flecha Verde) y fibroblastos (Punta Flecha Negra). 40x. c) Región extra-tumoral con presencia 
de monocitos, fibroblastos y mastocitos (Punta Flecha Marrón). A nivel peri-tumoral se registra 
numerosa cantidad de polimorfonucleares (Punta Flecha Blanca). 40x. Día 7: d) Marcado 
desarrollo del tejido tumoral con bordes infiltrantes, desmoplasia y regiones centrales necróticas 
(Flecha Turquesa). 10x. Día 10: e) Región periférica de la masa tumoral con notoria evolución, 
caracterizado por numerosos nidos tumorales en sostenido avance e infiltración de márgenes 
sanos. Además, se evidencia importante desmoplasia que tabica y rodea el tejido viable tumoral, 
con infiltrado de linfocitos. 10x. Día 14: f) Tumor en expansión cuyos bordes periféricos de forma 
radial, infiltran tejido adyacente. Centro con necrosis de tipo isquémica que progresa conforme 
se desarrolla la masa periférica tumoral. 10x. 

 
5.2. Evaluación de linfocitos infiltrantes tumorales 

Cabe destacar que, también como parte del estudio del microambiente tumoral, se 
evaluaron los linfocitos infiltrantes tumorales, por inmunohistoquímica, el día en el que 
el tumor alcanzó el máximo volumen permitido por las normas éticas. En CBi- el tumor 
fue rechazado.  No se observaron diferencias entre CBi y F1, en el número de células 
CD4+, CD8+ y Foxp3+ (Fig. 9a, b y c).  



 
 

 

 

 
Fig. 9. Número de células positivas por campo 

Cuantificación de linfocitos infiltrantes de tumor por inmunohistoquímica. Los datos se expresan 
como mediana y rango intercuartílico del número de células positivas. a)  CD4+, b) CD8+, c) 
Foxp3+ (Test U de Mann-Whitney).         

         
5.3. Evaluación de la presencia de células HiF-1α+ en la matriz extracelular  

Con el objetivo de estudiar características relativas al proceso angiogénico, se evaluó, por 
inmunohistoquímica, el número de células HiF-1α+ en los tumores provenientes de los 
animales CBi y F1. 

Como puede observarse en la figura 10 los tumores provenientes de los animales CBi 
presentaron un menor número de células Hif-1α+ comparado con los tumores 
provenientes de los animales F1(P<0,0001). La figura 11 muestra las microfotografías 
correspondientes. 
 
 
 

  
Fig. 10. Número de células Hif-1α positivas por campo 

Cuantificación de células Hif-1α+ por inmunohistoquímica. Los datos se expresan como mediana 
y rango intercuartílico del número de células positivas (Test U de Mann-Whitney).         
 



 
 

 

 

Fig. 11. Inmunohistoquímica HIF1α. Microfotografías de M-406 en la  
línea parental CBi y en híbridos F1 

a, c) CBi, F1, respectivamente: Zona central del tejido tumoral con presencia de organizados y 
numerosos cúmulos de células tumorales (Flechas Amarillas), con regiones de conglomerados 
celulares marcadas con anticuerpos anti-HIF1- α (Flecha Verdes). 10x. b, d) CBi, F1, 
respectivamente: Magnificación de región tumoral, donde se aprecian numerosas células con 
notoria atipia celular e inmunomarcación de células tumorales con distribución tanto nuclear y/o 
citoplasmática. 40x.  

 
5.4. Evaluación de la presencia de fibroblastos infiltrantes de tumor y colágeno en la 
matriz extracelular 

Por otro lado, y con el fin de evaluar distintas características de la matriz extracelular, se 
cuantificó el número de CAF, utilizando la proteína α-SMA como marcador molecular, y 
el colágeno intratumoral por medio de la tinción Picro-Sirius Red en muestras de tumores 
de ratones CBi y F1. 

El análisis realizado nos permitió observar un menor porcentaje de área cubierta por 
colágeno (P<0,0001) y un mayor porcentaje de área cubierta por α-SMA (P<0,01) en los 
tumores provenientes de los animales CBi, comparado con los provenientes de los 
animales F1 (Fig. 12a y b respectivamente). Estas diferencias se evidencian claramente 
en las microfotografías correspondientes (Fig. 13 y 14). 
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Fig. 12. Porcentaje de área cubierta por colágeno/α-SMA por campo 

a) Área porcentual cubierta por colágeno por campo. b) Área porcentual cubierta por α-SMA por 
campo. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartílico (Test U de Mann-Whitney).         



 
 

 

 
Fig. 13. Tinción de fibras de colágeno por técnica Picro-Sirius Red. Microfotografías de M-406 

en la línea parental CBi y en híbridos F1 

a, b) CBi: Región Periférica del tejido con prominentes nidos tumorales (Flechas Amarillas), 
rodeado y tabicado por un delgado tejido conectivo, evidenciado por la técnica tincional que 
denota la presencia de fibras colágenas (Flecha Verdes). 40x. c) F1: Región periférica del tumor 
con presencia de células tumorales organizadas en numerosos nidos o cúmulos aglomerados 
(Flechas Amarillas), rodeado por una marcada reacción estromal de tipo desmoplasia (Flechas 
Verdes). 10x. d) F1: Magnificación de nido tumoral rodeado y tabicado por tejido conectivo, 
evidenciado por la técnica tincional que denota la presencia de fibras colágenas. 40x.  
 
 

Fig. 14. Inmunohistoquímica α-SMA. Microfotografías de M-406 en 
la línea parental CBi y en híbridos F1 



 
 

 

a, b, c) CBi: Numerosos y viables cúmulos tumorales (Flechas Naranjas), tabicados por tejido 
conectivo (Flecha Verdes) donde incluso, es posible apreciar formaciones vasculares de variados 
calibres. Inmunomarcación anti-α-SMA (Punta Flechas Amarillas). 40x. d) F1: Región periférica 
del tejido tumoral. Se observan prominentes y viables cúmulos tumorales de avance sostenido 
(Flechas Naranjas), rodeado por un estroma reactivo y tabicado por tejido conectivo (Flecha 
Verdes). 4ox. e, f) F1: Región central del tejido tumoral donde se aprecian numerosos nidos 
tumorales tabicados por un delgado tejido conectivo. Inmunomarcación anti-α-SMA (Punta 
Flechas Amarillas). 40x. 
 
5.4. Cuantificación de metástasis pulmonares 

La figura 20 muestra los pulmones correspondientes a los animales F1 y CBi, extraídos 
cuando el tumor alcanza el volumen máximo éticamente permitido, luego de ser fijados 
en una solución de BOUIN. La Tabla II muestra, para cada genotipo, el porcentaje de 
animales cuyos pulmones presentaron nódulos metastásicos de diferentes tamaños.  

 
Fig. 15- Fotografía de pulmones en la línea parental CBi y en los híbridos F1 

CBi: ausencia de metástasis pulmonares. F1: Se observa la presencia de nódulos metastásicos de 
diferentes tamaños. 
 
 

 CBi F1 
Total de animales 12 37 

Animales con metástasis 0 36 
% de animales con 

metástasis 
0% 97,3% 

Tabla II- Metástasis pulmonares 

 
 
DISCUSIÓN 
 

El uso de modelos animales en la investigación biomédica tiene dos funciones 
importantes: el descubrimiento de los mecanismos biológicos básicos y el desarrollo de 
nuevos fármacos y tratamientos. En el estudio del cáncer, los modelos animales han 
tenido un gran impacto en nuestra comprensión de los procesos que gobiernan el inicio y 
la progresión de los tumores y las metástasis, y han permitido el descubrimiento y la 
validación preclínica de nuevos tratamientos contra el cáncer, al permitir recrear el 
desarrollo de tumores en un entorno más fisiopatológico (Mendes N, 2020). Además, son 
muy útiles para simplificar el estudio de las enfermedades humanas, manteniendo la 
mayor parte de los factores ambientales constantes y haciendo factible identificar las 
influencias genéticas (Schughart K, 2013).  

   CBi                                      F1 
 



 
 

 

Los animales de las líneas consanguíneas pueden ser considerados para la mayor parte de 
los objetivos como genéticamente idénticos, y se caracterizan principalmente por tener 
un perfil genético propio y ser uniformes fenotípicamente. La isogenicidad, o igualdad 
genética es, sin dudas, la característica más importante de estas líneas. Son de gran valor 
porque permiten hacer experimentos eliminando la variabilidad de origen genético, por 
lo que, la variabilidad de los resultados de las investigaciones se puede deber solo a 
factores ambientales o metodológicos. Esta uniformidad nos permite lograr precisión 
estadística con muchos menos animales que los necesarios al trabajar con grupos no 
consanguíneos (Benavides FJ, 2003). 

Las líneas endocriadas de ratón CBi y CBi-, y los híbridos F1, se comportaron de forma 
similar a lo observado previamente (Cáceres JM, 2015), frente al desafío con el 
adenocarcinoma de mama M-406. En la línea CBi, el tumor creció en forma exponencial 
en el 100 % de los animales desafiados (Fig. 6a y b), fenotipo susceptible, y en la línea 
CBi- el mismo fue rechazado en el 100 % de los casos (Fig. 6d y e), fenotipo resistente. 
La F1, derivada del cruzamiento recíproco entre dichas líneas mostró un crecimiento 
exponencial en el 100 % de los casos (Fig. 7a, b, c y d). Estos resultados, sumado al hecho 
de que el tiempo medio de duplicación tumoral no presentó diferencias entre los híbridos 
recíprocos F1A y F1B (Fig. 7g), nos permitieron confirmar la ausencia de efecto materno 
y el carácter autosómico dominante de la susceptibilidad al crecimiento tumoral frente a 
la resistencia (Cáceres JM, 2015). Los resultados muestran, además, que, dentro de cada 
genotipo, el sexo del hospedero no es un factor determinante a la hora de evaluar el tiempo 
medio de duplicación tumoral (Fig. 6c y f; Fig. 7e y f). Esto nos permitió, a lo largo de 
todo el trabajo, realizar las distintas evaluaciones en forma conjunta, tomando como 
parámetro diferencial únicamente el genotipo en cuestión, independizándonos del sexo. 

El cáncer de mama es una patología de la cual se dispone de abundante información, tanto 
sobre la enfermedad en general como sobre las posibles modalidades de herencia, pero 
aún queda mucho por dilucidar respecto del papel que juegan los diferentes genes 
implicados en la susceptibilidad/resistencia a la misma (Schoeps A, 2014). 

Al Igual que en otros tipos de tumores, el cáncer de mama no solo está formado por 
células neoplásicas, sino también por alteraciones significativas en el estroma circundante 
o MAT. Estas alteraciones se reconocen como un elemento crítico para el desarrollo y la 
progresión del cáncer de mama, así como también representan posibles dianas 
terapéuticas. Varios componentes del MAT, como las células inmunitarias supresoras, los 
factores solubles y la matriz extracelular alterada, actúan juntos para impedir la 
inmunidad antitumoral eficaz y promover la progresión y las metástasis del cáncer de 
mama (Soysal D, 2015). 

La capacidad del sistema inmunitario para identificar y destruir tumores nacientes y, por 
lo tanto, funcionar como defensa primaria contra el cáncer, se ha debatido durante muchas 
décadas. Los hallazgos recientes de varios investigadores en modelos de cáncer en ratones 
y humanos ofrecen evidencia convincente de que ciertos tipos de células inmunes, 
moléculas efectoras y diferentes vías de señalización, a veces pueden funcionar 
colectivamente como mecanismos supresores de tumores extrínsecos (Swann JB, 2007). 
Además, está documentado que las células inmunes innatas participan en la supresión 
tumoral, ya sea eliminando directamente las células tumorales, o conteniendo su 
progresión mientras se activa la inmunidad adaptativa (Demaria O, 2019; Corrales L, 
2016), y existe evidencia experimental que demuestra que las células inmunes innatas 
cumplen un rol importante en la inmunovigilancia. Cui y col., observaron que un solo 
ratón BALB/c que no generó ascitis cuando se inyectó intraperitonealmente con la línea 
celular extremadamente agresiva de sarcoma S180. Al reproducirse dicho animal, reveló 



 
 

 

que el rasgo de resistencia al cáncer, era transmisible y probablemente estaba controlado 
por un solo locus autosómico dominante. Curiosamente, la resistencia a S180 también se 
observó cuando se estudió en ratones nude, lo que sugiere que el fenotipo observado 
regresión espontánea/remisión completa, está mediado predominantemente por células 
inmunes innatas (Zeng, C, 2003).  

La regresión tumoral espontánea es la desaparición, parcial o completa, de un tumor 
maligno en ausencia de cualquier tratamiento o en presencia de terapia considerada como 
no específica, ocurre en la mayoría de los tipos de cáncer y se registró en la literatura 
médica ya en 1742 (Le Dran HF, 1942).  Los mecanismos propuestos para la regresión 
espontánea del cáncer humano incluyen: respuesta inmune, inhibición tumoral por 
factores de crecimiento y/o citocinas, inducción de la diferenciación, mediación 
hormonal, eliminación de un carcinógeno, necrosis tumoral y/o inhibición de la 
angiogénesis, factores psicológicos, apoptosis y mecanismos epigenéticos (Papac RJ, 
1998).  

En la inmunidad innata, las células inflamatorias pueden establecer un microambiente 
inmunosupresor mediante la inflamación crónica que, junto con la capacidad del tumor 
para evadir la respuesta inmune, condicionan la oncogénesis (Berraondo P, 2016). Las 
células tumorales inmunológicamente esculpidas pueden producir en exceso citocinas 
inmunosupresoras como TGF-β o IL-10, o inhibir las respuestas inmunes a través de otros 
mecanismos (Khong H, 2002).  Además, la propia falla del sistema inmune para 
reconocer y erradicar las células tumorales puede ser, en parte, el resultado de una 
activación inmunológica insuficiente (Sengupta N, 2010). En los últimos años, un gran 
número de estudios se han centrado en las interacciones entre inflamación y patogenia 
del cáncer, generando abundantes demostraciones de que las células inmunes innatas 
tienen importantes efectos sobre la progresión neoplásica (Hanahan D,2011; DeNardo D, 
2010). 

Como ya mencionamos, el MAT es un factor fundamental en el curso de la 
carcinogénesis, la cual depende en gran medida de sus interacciones con los componentes 
microambientales y, en consecuencia, también participa en la progresión o regresión del 
tumor (Witz IP, 2009; Hu M, 2008). Las células inmunes son constituyentes importantes 
del estroma tumoral y participan de manera fundamental en este proceso. Las células 
inmunes innatas (macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células linfoides innatas, 
células supresoras derivadas de mieloides y células asesinas naturales) y adaptativas 
(células T y células B), pueden o no contribuir a la progresión tumoral cuando están 
presentes en el MAT (Hinshaw DC, 2019).  

Está claro, que para comprender cómo se forman los tumores espontáneos o como se 
generan los procesos de regresión espontánea, se deben estudiar no sólo las propias 
células tumorales, sino también las células estromales que son reclutadas en el sitio del 
tumor.  Comprender la naturaleza de este diálogo permitirá mejorar la terapéutica que se 
dirige simultáneamente a múltiples componentes de la MAT, aumentando la probabilidad 
de resultados favorables para el paciente. 

A lo largo del presente trabajo, con el fin de evaluar la posible participación del sistema 
inmune y de otros componentes celulares frente al rechazo o crecimiento del tumor M-
406, se realizó la caracterización del microambiente tumoral, en los genotipos CBi-, CBi 
y F1.  

La comparación histológica de tumores provenientes de animales CBi- y CBi (Fig. 9 y 10 
respectivamente), en coincidencia con lo observado en relación a la 
susceptibilidad/resistencia, permitió evidenciar un destacable comportamiento 



 
 

 

antagónico en lo que respecta a las poblaciones celulares que intervienen en la respuesta 
inflamatoria e inmunitaria frente al tumor M-406. Al observar los tumores derivados de 
los animales CBi-, entre los días 3 y 5 de evolución tumoral, se registró, de manera 
temprana, una marcada presencia de vasos hiperémicos intratumorales, lo cual coincidiría 
con el inicio del proceso inflamatorio, en contraste con la notoria ausencia de reacción 
vascular en el modelo CBi. Desde el punto de vista histológico, creemos que esta 
diferencia tal vez sea uno de los primeros eventos que condicione el curso de una 
respuesta eficiente por parte del huésped en la línea CBi-, permitiendo una extravasación 
adecuada y, consecuentemente, un elevado reclutamiento de los distintos componentes 
de la respuesta inmune innata en el sitio del tumor. 

Además, en las muestras de tumores derivados de CBi- se observó una marcada respuesta 
inflamatoria de fase aguda, que parecería estar involucrada en el rechazo observado en 
esta línea. El infiltrado de eosinófilos, mastocitos y monocitos, es mucho más notorio que 
el observado en CBi, y aparentan ser los protagonistas cruciales para el control inicial del 
crecimiento tumoral, teniéndose en cuenta su concentración, forma de distribución y 
organización, con el objeto de impedir el avance e invasión tumoral. En dos estudios, in 
vivo e in vitro, examinaron el papel de los eosinófilos y sus mediadores en la iniciación y 
rechazo de tumores. En un modelo de melanoma, se demostró que los eosinófilos 
producen quimiocinas que son esenciales para la atracción de células T CD8+ en el MAT, 
favorecen además el sesgo de macrófagos M1 a través de la producción de interferón-γ 
(IFN-γ) y TNF-α, y colaboran con la normalización de la vasculatura tumoral, procesos 
que contribuyen a generar una respuesta antitumoral efectiva, promoviendo así el rechazo 
del tumor (Carretero R, 2015). Por otro lado, en ensayos in vitro confirmaron que los 
eosinófilos pueden mediar la destrucción directa de células tumorales mediante la 
liberación de gránulos citotóxicos, incluidas las granzimas (Legrand F, 2010). Esto 
permite demostrar algunos de los mecanismos inmunológicos a través de los cuales los 
eosinófilos juegan un papel anticancerígeno y abren el camino a la reconsideración de los 
mismos en el desarrollo de nuevas inmunoterapias contra el cáncer. Además, el reciente 
descubrimiento, en eosinófilos humanos, de diferentes receptores y mediadores 
compartidos con linfocitos, e involucrados en la defensa antitumoral, sugiere que los 
mismos pueden desempeñar un papel en la inmunidad antitumoral (Gatault S, 2012). Por 
otro lado, también se ha observado que los macrófagos y los mastocitos pueden contribuir 
al reclutamiento de eosinófilos a través de la producción de VEGF (Granata F, 2010).  No 
obstante, es importante destacar, que la línea CBi, susceptible, también pone de 
manifiesto una respuesta de fase aguda, con un amplio repertorio de componentes 
celulares que, si bien son en su gran mayoría similares a los descriptos para CBi-, difieren 
principalmente en su cantidad, distribución y organización en el MAT, lo que hace 
suponer que es esta situación, en parte, es responsable del escape tumoral observado en 
la línea CBi. 

También, entre los días 3 y 5, es apreciable en la línea CBi- que las poblaciones celulares 
innatas forman pequeños nódulos de manera temprana, posiblemente conteniendo el foco 
neoplásico y evitando su organización en forma de nidos o cúmulos, pudiendo limitar así 
el desarrollo y crecimiento ulterior (Fig. 9b y c). Por el contrario, en los tumores 
provenientes de la línea CBi, se observa una masa tumoral en expansión, con numerosas 
figuras mitóticas, aumento de un infiltrado linfocitario y principalmente una mayor 
densidad de la MEC (Fig. 10a, b y c). Además, en CBi-, se registra claramente una 
respuesta equilibrada en la cual conforme se establece un rechazo al crecimiento tumoral, 
y posterior eliminación, el repertorio celular organizado en granulomas, podría finalmente 
mediar y determinar una exitosa respuesta de tipo adaptativa. De hecho, los eosinófilos 



 
 

 

contienen proteínas que se secretan tras la activación y participan en una serie de 
funciones, incluida la presentación de antígenos y la activación de células T, responsables 
de la inmunidad adaptativa (Akuthota P, 2008). 

Lo expuesto, sugiere la posibilidad de que, en parte, el rechazo del tumor en la línea CBi- 
se deba a la actividad citotóxica directa de los eosinófilos mediante la degranulación de 
sus componentes enzimáticos o la liberación de productos de secreción con actividad 
citolítica. También pueden actuar de manera indirecta, por medio del reclutamiento y 
perfilado de poblaciones celulares con símil actividad citotóxica.  

También deben considerarse las diferencias observadas en la proliferación de las células 
tumorales en ambas líneas, el día 10, en CBi- se evidencian reducidos focos viables que 
se distribuyen de manera difusa y nula presencia de figuras mitóticas, mientras que en 
CBi, la distribución de células viables es periférica y organizadas en cúmulos o nidos en 
sostenido avance e invasión. En base a esto, un punto para destacar es que, si bien en 
ambos casos se trata del mismo tumor (M- 406), es evidente que el genotipo de ambas 
líneas favorece la generación de un microambiente propicio que impide o favorece la 
división celular, permitiendo a su vez el rechazo o el crecimiento tumoral 
respectivamente. 

De forma similar a lo descripto previamente, un análisis histológico de cinco tipos de 
tumores distintos, entre los que se encuentran adenocarcinomas mamarios, reveló que la 
muerte de las células tumorales mediada por la interleucina 4 (IL-4), la cual era producida 
por las células tumorales modificadas genéticamente para tal fin, asociada a una reacción 
inflamatoria, compuesto predominantemente por eosinófilos y macrófagos, pero escasos 
linfocitos (Tepper RI, 1989). La utilización de ratones mutantes con inmunodeficiencias 
linfocitarias demostró que las células T, así como las células B, las células NK y los 
mastocitos, no son necesarias para la destrucción de tumores mediada por IL-4 (Tepper 
RI, 1992). Este hallazgo nos alienta a seguir estudiando los eosinófilos como 
protagonistas principales del rechazo tumoral observado en los animales CBi-. Sin 
embargo, no se debe descartar la participación de otras células efectoras, particularmente 
distintas poblaciones de linfocitos, o linfocitos citotóxicos, que refuercen la citotoxicidad 
asociada a los eosinófilos (Tepper RI, 1992). 

Teniendo en cuenta que los animales F1 provienen del cruzamiento de ambas líneas 
parentales, pensamos que, hipotéticamente, la carga genética compartida con CBi- podría 
establecer diferencias en cuanto al crecimiento tumoral o al comportamiento del sistema 
inmune. Bajo esta premisa, inicialmente comparamos la evolución del crecimiento 
tumoral entre los genotipos CBi y F1, a través de un ajuste con medidas repetidas (Fig. 
6a). Este análisis nos permitió concluir que no se establecen diferencias en cuanto al valor 
que toman las variables tiempo de latencia, tiempo medio de duplicación y constante de 
velocidad de crecimiento tumoral (Fig. 6b, 6c y 6d, respectivamente), parámetros que 
caracterizan el crecimiento tumoral, demostrando que el mismo es similar en ambos 
genotipos. Por otro lado, para evaluar la participación de la respuesta inmune frente al 
desafío con el adenocarcinoma M-406, evaluamos diferentes componentes del MAT. 

Los linfocitos T infiltrantes de tumor (TIL) desempeñan un papel fundamental en la 
eficacia antitumoral y diferentes tipos de células T, incluidas las células T citotóxicas, las 
células T colaboradoras y las Tregs están involucradas en respuestas inmunes mediadas 
por células dentro del entorno tumoral (Ostroumov D, 2017). Aun así, tales respuestas 
parecen ser generalmente ineficientes, con la posible excepción de situaciones clínicas 
poco frecuentes (Ferradini L, 1993). Al cuantificar los TILs, en tumores provenientes de 
los animales CBi y F1 al finalizar el experimento, los resultados obtenidos demuestran 



 
 

 

que no existen diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos analizados (Fig. 9). 
Esto podría deberse posiblemente a que las muestras bajo estudio fueron extraídas cuando 
cada animal alcanzó el volumen tumoral máximo éticamente permitido, alrededor de los 
30 días post desafío, momento en el cual el tumor se encuentra creciendo de forma 
exponencial en una clara fase de escape inmunológico. 

También evaluamos, otros eventos que generan diferentes cambios en el MAT, los cuales 
podrían ayudarnos a comprender el comportamiento de los diferentes genotipos (CBi y 
F1) frente al desafío con el adenocarcinoma de mama M-406. Uno de los eventos más 
importantes en el crecimiento y desarrollo de un tumor es el proceso angiogénico. La 
proliferación y supervivencia de las células dependen de un adecuado suministro de 
nutrientes. Cuando el tumor excede los 2-3 mm de diámetro es incapaz de crecer en 
ausencia de neovascularización o angiogénesis (Sherwood L, 1971), proceso que ha 
estado en constante investigación. Liotta y colaboradores observaron que 5 días después 
del implante de células de un sarcoma en ratones singeneicos, aparecían vasos sanguíneos 
en la periferia del tumor (Liotta LA, 1974). La inducción de la angiogénesis por eventos 
como el estrés metabólico y mecánico, la respuesta inmune inflamatoria y las mutaciones 
genéticas están mediadas por múltiples moléculas que son liberadas tanto por las células 
tumorales como por las células del huésped, incluyendo células epiteliales, mesoteliales, 
endoteliales y leucocitos (Kerbel RS, 2000). La mayoría de las respuestas a la hipoxia son 
provocadas por una familia de factores de transcripción denominados factores inducibles 
por hipoxia, que estimulan la expresión de un conjunto diverso de genes que ayudan a las 
células a adaptarse a entornos hipóxicos. Entre los tres miembros de la familia de 
proteínas HIF, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) es el principal orquestador de la 
adaptación celular al entorno con poco oxígeno (Dengler V, 2013). En condiciones de 
hipoxia, el O2 no está disponible y esto se ve reflejado en un aumento de los valores del 
HIF-1α (Boddy JL, 2005).  Así, se acumula la forma heterodimerizada de HIF activando 
la transcripción de genes implicados en la adaptación a la hipoxia, supervivencia celular, 
angiogénesis y metástasis. Se ha visto que HIF-1 también juega un papel clave en la 
activación de los fibroblastos asociados al tumor (CAF), promoviendo la inflamación 
crónica persistente dentro del microambiente tumoral (Martinez-Outschoorn U, 2014). 
Los CAF constituyen una proporción significativa del estroma en la mayoría de los 
cánceres, y representan las células responsables del cambio de la composición de la MAT 
generando una matriz con mayores cantidades de colágeno (respuesta desmoplásica) 
(Dudley AC, 2008). Varios marcadores, como α-SMA+, PDGFRα y FAP, están altamente 
expresados en CAF, por lo que α-SMA+, puede ser utilizado como marcador del número 
de CAF (Nurmik M, (2020). En nuestro modelo, observamos que los tumores 
provenientes de los animales F1, presentaron una menor proporción de células α-SMA+ 
pero un mayor porcentaje de colágeno (Fig. 12), lo que podría ser contradictorio, ya que 
se presume que, en un tumor en crecimiento, las CAF son los productores de proteínas de 
la matriz extracelular (MEC) (Alexander, J. 2016). Sin embargo, existe evidencia que 
sugiere que las propias células tumorales también podrían producir componentes de MEC 
(Ozdemir et al., 2014), así como también la pérdida de la señalización de TGFβ, que 
resultan específicamente en una mayor producción de MEC (Laklai, H, 2016).  

Por otro lado, aunque el tumor creció a igual velocidad en ambos fenotipos, solo se 
observaron metástasis pulmonares espontáneas en los animales F1, sin observarse en los 
animales CBi, (Fig. 15, Tabla II). Este resultado podría asociarse a un fenotipo más 
invasivo generado por la mayor expresión de HiF-1α (Fig. 10) observada en los tumores 
provenientes de los híbridos F1 en comparación con aquellos provenientes de los 
animales CBi.  



 
 

 

Finalmente, es importante destacar que, si bien tanto en los animales de la línea CBi como 
en los híbridos F1 el tumor escapa, creciendo en forma exponencial y a la misma 
velocidad en ambos genotipos, se observaron diferencias en los componentes del MAT 
evaluados, tales como un mayor número de células HiF-1α+, mayor porcentaje de 
colágeno en la MEC, y un menor número de células α-SMA+, en los tumores provenientes 
de F1 respecto de CBi. Esto determinaría la presencia de tumores más agresivos 
responsables de la presencia de metástasis pulmonares en los animales F1. 

Todo este análisis resultante de una primera caracterización del MAT sugiere que es 
necesario evaluar muchos otros componentes del mismo, incluidas distintas citocinas y 
quimiocinas, que permitan entender en mayor detalle y con mayor certeza los mecanismos 
implicados en el rechazo tumoral observado en la línea CBi-, así como también los 
diferentes mecanismos o estrategias que conducen al escape tumoral en los genotipos CBi 
y F1.  

  
 
CONCLUSIÓN 
 
El desarrollo tumoral no se puede entender si no se tiene en cuenta el contexto celular 
estromal en el que se produce. Por lo tanto, para comprender los mecanismos responsables 
de un determinado fenotipo, como la susceptibilidad o rechazo de M-406, no es suficiente 
con estudiar únicamente las células tumorales de manera aislada, sino que es sumamente 
importante considerar el entorno o microambiente en el cual se desarrolla el tumor. 

Debido al análisis realizado respecto a los posibles mecanismos involucrados en el 
rechazo tumoral podemos concluir que, si bien es claramente posible que la respuesta 
inmune innata juegue un rol muy importante en la articulación, modulación y activación 
de la respuesta inmune adaptativa, la cual estaría mediada por linfocitos T (y 
factiblemente linfocitos B) específicos del tumor, es evidente que su efecto no es 
meramente pasivo. Es probable que estas células, principalmente los eosinófilos, lleven a 
cabo una actividad antitumoral altamente eficiente, eliminando de manera temprana gran 
parte de las células tumorales a través de su actividad citolítica, por medio de la 
degranulación de sus componentes lisosómicos. También podrían estar involucradas en 
la contención del foco neoplásico mostrada en CBi-, restringiendo la expansión e invasión 
tumoral.  

Por otra parte, a pesar de la inmunovigilancia, las células tumorales comúnmente 
presentan múltiples mecanismos de evasión a la respuesta inmune que permiten su 
crecimiento eficiente. Aún nos falta mucho por estudiar para comprender con mayor 
certeza, cuál o cuáles son los mecanismos involucrados en el escape tumoral responsable 
del crecimiento del mismo en los genotipos CBi y F1. Sin embargo, el presente trabajo 
nos permite concluir que, una respuesta inmune innata temprana poco efectiva, junto con 
la conformación de un microambiente tumoral inmunosupresor serían, en parte, 
responsables del crecimiento exponencial de M-406. Por otro lado, debemos destacar que, 
aunque el crecimiento tumoral evaluado a través del modelo matemático no presentó 
diferencias en ambos genotipos, sí se observaron diferencias en el microambiente 
tumoral, tales como un mayor número de células HiF-1α+, mayor porcentaje de colágeno 
en la MEC, y un menor número de células α-SMA+, en los tumores provenientes de F1 
respecto de CBi, que determinarían la presencia de tumores más agresivos capaces de 
desarrollar  metástasis pulmonares en los híbridos recíprocos.   
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INTRODUCCIÓN  
 
La hormona gonadotrofina coriónica humana (hCG), normalmente secretada por la 
placenta, es esencial en la implantación y el mantenimiento de la preñez. Además de la 
placenta, se ha demostrado la expresión ectópica de hCGβ/hCG en diferentes cánceres, 
tales como de pulmón, colon, vejiga, páncreas, mama, testículo, próstata y estómago, 
usualmente asociados a un mal pronóstico de la enfermedad (Purswani y Talwar, 2011; 
Cole y Butler, 2012; Iles y col., 2010). La hormona hCG está estructural y funcionalmente 
relacionada con LH, y produce el mismo efecto biológico a través de la unión a un mismo 
receptor, estimulando la esteroidogénesis gonadal (Themmen y Huhtaniemi, 2000; 
Casarini y col., 2018). Se demostró, además, que esta hormona induce la proliferación 
celular, produce una disminución en la expresión de factores proapoptóticos, estimula la 
angiogénesis, la metástasis e invasión. Invariablemente, en la etapa que hCG se expresa 
ectópicamente corresponde  a cánceres en estadio avanzado y refractarios a las drogas 
disponibles. El pronóstico de estos pacientes es pobre y con baja probabilidad de 
sobrevivencia.  

Nuestro Laboratorio cuenta con un modelo de ratones transgénicos portadores del gen de 
la subunidad  de hCG, los cuales producen elevados niveles de la forma dimérica de 
hCG a partir del día 10.5 de gestación (Rulli y col., 2002; 2003; Rulli y Huhtaniemi, 2005; 
Huhtaniemi y col., 2005). Las hembras son infértiles, obesas, presentan niveles elevados 
de prolactina, insulina, andrógenos, progesterona y desarrollan tumores gonadales y 
extra-gonadales (Rulli y col., 2002; Rulli y Huhtaniemi, 2005; Huhtaniemi y col, 2005; 
Kuorelahti y col., 2007; Ahtiainen y col., 2010; Peltoketo y col., 2011; Ratner y col., 
2014); los machos son infértiles, con niveles elevados de andrógenos y progesterona y 
desarrollan adenomas de células de Leydig de origen fetal (Rulli y col., 2003; Rulli y 
Huhtaniemi, 2005; Huhtaniemi y col., 2005; Ahtiainen y col., 2005; Gonzalez y col., 
2011; Peltoketo y col., 2011).  

El grupo de investigación del Dr. Gursaran Talwar (Talwar Research Foundation, New 
Delhi, India) ha desarrollado un anticuerpo monoclonal altamente específico contra la 
hormona hCG. Por lo tanto, este modelo resulta una herramienta única para descifrar la 
participación de hCG en la fisiología endocrina. La administración de anticuerpos 
monoclonales anti-hCGβ permitirá determinar una posible aplicación terapéutica en 
revertir la obesidad, las alteraciones metabólicas, reproductivas o bloquear del desarrollo 
tumoral en las hembras transgénicas. El Dr. Talwar desarrolló hibridomas contra hCG, 
seleccionó los que producen mayor afinidad y título de anticuerpos que son capaces de 
neutralizar la actividad de hCG (Gupta y Talwar, 1980; Talwar y col., 2011; 2014; 2015).  



 

 

 
OBJETIVOS 

 
El objetivo general del presente trabajo fue determinar la efectividad de un anticuerpo 
monoclonal en bioneutralizar la hCG producida en un modelo de ratones hembras 
transgénicas hipersecretoras de hCG. Se desea establecer un protocolo de administración 
de los anticuerpos, que sean capaces de prevenir las alteraciones presentadas por el 
modelo.  
 

Objetivos específicos 

Se utilizaron hembras hCGβ+ y de la cepa salvaje (WT; FVB/n) tratados con el anticuerpo 
monoclonal en las etapas juvenil y adulta.  
 
a) Estudios de fertilidad. 

b) Ganancia de peso y conducta alimentaria. 

c) Perfil hormonal sérico. 

d) Metabolismo glucídico a través de curvas de tolerancia a glucosa y respuesta a 
insulina.  

e) Determinación del desarrollo de tumor de hipófisis. 

 
 

METODOLOGÍA 
 
Mantenimiento de los animales: Se utilizaron cepas de ratones transgénicos portadores 
del gen de hCGβ bajo el promotor Ubiquitina C (hCGβ+) según descripto por Rulli y col. 
(2002, 2003). Los animales fueron mantenidos a 22 ºC, con períodos de 12 horas de luz 
y 12 horas de oscuridad, una dieta balanceada y agua ad libitum.  Se respetaron las reglas 
de la “Guía para el cuidado y utilización de animales de laboratorio” del Instituto 
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH), de acuerdo a las Normas Éticas para 
Animales de Experimentación y evaluación del CICUAL. Se utilizaron ratones hembras 
de la cepa salvaje (WT) y transgénicos (hCGβ+). Para detectar la presencia del transgen, 
se analizó el ADN proveniente de biopsias de oreja, y se aplicó la técnica de PCR. 
 
Administración del anticuerpo: Hembras hCGβ+ de 5 semanas o 4 meses de edad 
recibieron 3 inyecciones del anticuerpo monoclonal anti-hCG (PiPP; Talwar Research 
Foundation, New Delhi, India; Gupta y Talwar, 1980) vía i.p. (300 µg/ratón) durante una 
semana, aplicadas día por medio y luego una vez por semana durante 2 meses (n=10). 
Como controles se utilizaron hembras hCGβ+ y WT tratadas con vehículo solamente. 
  
Estudios de fertilidad: Se estudió la fertilidad de las hembras mediante inducción 
hormonal de la ovulación (7,5 UI de eCG vía i.p., y 48 hs más tarde con 7,5 UI de hCG, 
vía i.p). Inmediatamente después, las hembras fueron puestas individualmente en apareo 
con machos WT adultos. Se calculó: índice de apareo (el número de hembras con tapón 
vaginal en relación al total de hembras), e índice de fertilidad (número de hembras que 
lograron parir crías vivas en relación al total de hembras). El monitoreo de los apareos se 
continuó por un periodo de 3 meses, con el fin de estudiar la fertilidad por vía natural. Se 



 

 

registró la cantidad de camadas nacidas de cada madre y el número de crías nacidas por 
camada durante dicho periodo. 

Ingesta de alimentos: Se determinó la ingesta diaria de alimento durante 4 días seguidos 
a los 4 meses de edad. Los ratones fueron puestos en jaulas individuales para el 
seguimiento de la conducta alimentaria, se administró una cantidad fija de alimento y al 
día siguiente se monitoreó y registró la cantidad de alimento consumida. Los resultados 
se expresan como el promedio de la cantidad de gramos ingeridos por día y por ratón. 
  
Test de tolerancia a la glucosa: se administró 40% de glucosa (2g/kg; vía i.p.) a ratones 
ayunados por seis horas. Se determinó la glucosa en sangre a los 0, 30, 60, 9 y 120 min a 
través de tiras reactivas Accu-Chek Performa de Roche (Ratner y col., 2016).  
  
Test de respuesta a la insulina: se administró 0.75 UI de insulina por vía i.p a ratones 
ayunados por tres horas. Se determinó la glucosa en sangre a los 0, 30, 60 y 90 min a 
través de tiras reactivas Accu-Chek Performa de Roche (Ratner y col., 2016).  
 
Determinaciones hormonales en suero: Se realizó una extracción de esteroides a partir 
de suero con éter dietílico y se determinaron los niveles de progesterona por 
radioinmunoensayo (Ratner y col., 2012). 
  
Estadística: Los resultados se expresaron como la media ± ESM. Se aplicó análisis de 
varianza (ANOVA) seguido del test post-hoc Bonferroni. Valores de p<0,05 fueron 
considerados estadísticamente significativos. 
 
 
RESULTADOS 

 
1.1 Esquema de administración del anticuerpo anti-hCG 

Con el fin de definir la dosis de anticuerpo necesaria para bloquear la acción de hCG in 
vivo, se realizó un ensayo de capacidad neutralizante de la ovulación con distintas dosis 
del anticuerpo monoclonal anti-hCG (20 a 600 µg/ratón). La dosis de 300µg de anticuerpo 
por ratón fue capaz de bloquear la ovulación, y por lo tanto fue la concentración utilizada 
en los experimentos posteriores.   

Se estudió la efectividad del anticuerpo monoclonal anti – hCG, aplicando el tratamiento 
a distintas edades: 

• A las cinco semanas de edad (n=10), correspondiente a una etapa donde aún no se 
ponen en manifiesto las alteraciones en el fenotipo de las hembras hCGβ+ (hCGβ+mAB 
5s). 

• A los cuatro meses de edad (n=4), que se corresponde con un estado de adultez en 
el cual las alteraciones ya están establecidas (hCGβ+mAB 4m). 
 
1.2 Ciclo estral 

 
La Figura 1 muestra el patrón de ciclicidad de una hembra WT y la alteración que sufre 
en las hembras hCGβ+, permaneciendo en un diestro continuo (Fig. 1A y 1B). El 
tratamiento aplicado a hembras hCGβ+ a las 5 semanas de edad (Fig. 1C) logró 
normalizar el patrón. Sin embargo, a los 4 meses de edad no tuvo los mismos efectos (Fig. 



 

 

1D). Ninguna de las hembras pertenecientes a este grupo logró revertir la condición del 
diestro continuo. 
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Figura 1: Efectos del tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-hCG en hembras 
hCGβ+.  Ciclos estrales representativos de hembras WT (A), hCGβ+ (B), hCGβ+mAB5s 
(tratadas con 300 µg/ratón de anticuerpo a las 5 semanas de edad) (C) y hCGβ+mAB 4m (tratadas 
con 300 µg/ratón de anticuerpo a los 4 meses de edad) (D), analizados durante 12 días a las edades 
indicadas en los gráficos. 
 
1.3 Estudios de fertilidad 

Con el objetivo de lograr la preñez de las hembras hCGβ+, se sometió a un grupo de 
hembras hCGβ+mAB 5s a un tratamiento de inducción de la ovulación con eCG/hCG y 
se realizaron estudios de fertilidad a los 3 meses de edad (Tabla 1).  Se analizaron los 
índices de apareo y la capacidad de fertilización post-inducción hormonal, y luego la 
fertilidad por vía natural. En paralelo se analizaron hembras hCGβ+ y WT a modo de 
control. Ninguna de las hembras hCGβ+ presentó tapón vaginal como índice de apareo. 
Por lo tanto, no quedaron preñadas. Por otro lado, el 100% de las hembras WT 
presentaron tapón vaginal y nacimiento de crías vivas al final de la preñez. De las hembras 
hCGβ+mAB5s, el 75% presentó tapón vaginal y nacimiento de crías vivas. Todas las 
hembras se mantuvieron en apareo con machos WT con el objetivo de monitorear la 
preñez por vía natural, es decir, sin inducción hormonal. Las hembras WT tuvieron, al 
menos, una segunda camada. Asimismo, todas las hembras hCGβ+mAB5s ovularon 
naturalmente y quedaron preñadas por segunda vez. Cabe destacar que todas las hembras 
tratadas con el anticuerpo mantuvieron la fertilidad hasta la finalización del estudio, 
resultando en un total de tres camadas por cada hembra tratada, con una cantidad similar 



 

 

de crías por camada. Se observó, en todos los casos, una buena capacidad de lactancia y 
cuidado de las crías por parte de las madres. 

 
Tabla 1. Estudios de fertilidad. 
 
 Índice de 

apareo 
Índice de 
fertilidad 

2° camada Crías/hembra/camada 

WT 5/5 (100%) 5/5 (100%) 4/5 (80%) 7.0±0.5 

hCGβ+ 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0 

hCGβ+mAB 5s 3/4 (75%) 3/4 (75%) 3/3 (100%) 7.9±0.9 

hCGβ+mAB 4m 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0 

 
1.4 Peso corporal e ingesta diaria 

 
El peso corporal resultó significativamente aumentado en las hembras hCGβ+ control 
(p<0,001) y hCGβ+mAB5s (p<0,01), en comparación con el grupo WT a los 6 meses de 
edad (Fig. 2A). No se observaron diferencias significativas en la ingesta entre las hembras 
WT y hCGβ+ control. Sin embargo, se registró un aumento significativo en las hembras 
hCGβ+mAB5s (p<0,001) con respecto a las hCGβ+ control y WT (Fig. 2B).  

El peso corporal fue significativamente mayor en las hembras hCGβ+ control y en las 
hCGβ+mAB4m, en comparación con el grupo de hembras WT (p<0,001) (Fig. 2A). En 
lo que respecta al consumo de alimento, no se observaron diferencias significativas entre 
este grupo de animales y los controles WT o hCGβ+ (Fig. 2B). 
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Figura 2: A) Peso corporal, B) ingesta diaria de hembras WT (n= 5), hCGβ+ tratadas con el 
anticuerpo anti-hCG a las 5 semanas (hCGβ+mAB 5s; n=6) y a los cuatro meses (hCGβ+mAB 
4m; n=4) y hembras hCGβ+ control (n= 10), analizadas a los 6 meses de edad. Las distintas letras 
denotan diferencias significativas entre los grupos (p<0.01). ANOVA de una vía – Bonferroni. 
Las barras representan la media ±ES. 
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1.5 Peso hipofisario y progesterona sérica 
 

Las hembras transgénicas normalmente desarrollan tumores de hipófisis a la edad de 6 
meses. Los pesos de las hipófisis de hembras hCGβ+mAB 5s mostraron una reducción 
significativa en comparación con las hembras hCGβ+ control (p<0,01). A su vez, las 
hipófisis de las hembras hCGβ+mAB 4m y hCGβ+ control (p<0,001) resultaron tener un 
tamaño significativamente mayor con respecto a las WT y a las tratadas a las 5 semanas. 
Esto se correlaciona con el desarrollo tumoral de la glándula. Por otro lado, no se 
registraron diferencias significativas entre los grupos de hCGβ+ y hCGβ+mAB4m (Fig. 
3A). 

Los niveles séricos de progesterona se encontraron aumentados aproximadamente unas 
20 veces en las hembras hCGβ+ en comparación con las WT, exhibiendo una diferencia 
significativa de p<0.001 (Fig. 3B). Por su parte, las hembras hCGβ+ tratadas con el 
anticuerpo monoclonal mostraron sus niveles normalizados. 
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Figura 3: A) Peso hipofisario, B) concentración de progesterona sérica de hembras WT (n= 
5), hCGβ+ tratadas con el anticuerpo anti-hCG a las 5 semanas (hCGβ+mAB 5s; n=6) y a los 
cuatro meses (hCGβ+mAB 4m; n=4) y hembras hCGβ+ control (n= 10), analizadas a los 6 meses 
de edad. Las distintas letras denotan diferencias significativas entre los grupos (p<0.01). ANOVA 
de una vía – Bonferroni. Las barras representan la media ±ES. 
 
1.6 Test de tolerancia a la glucosa 

 
Se estudió la respuesta de las hembras hCGβ+, WT hCGβ+mAB5s y hCGβ+mAB4m al 
test de tolerancia a la glucosa (Fig. 4), a los 6 meses de edad. Los niveles de glucosa basal 
no resultaron alterados en los distintos grupos. Se observó un marcado aumento en la 
concentración de glucosa en sangre a los 30 minutos post-inyección (p<0.001) en las 
hembras hCGβ+ con respecto a las hembras tratadas y WT (Fig. 4A). Las hembras 
hCGβ+mAB5s presentaron una curva similar a las WT. El cálculo del área bajo la curva 
reflejó diferencias significativas en las hembras hCGβ+ con respecto a las WT y 
hCGβ+mAB5s (p< al menos 0.01) (Fig. 4B). Las hembras hCGβ+mAB4m presentaron 
una curva de tolerancia a la glucosa normalizada, manteniendo diferencias significativas 
con las hembras transgénicas controles a los 30 (p<0.01), 60 y 90 minutos (p<0.05) post-
estímulo con glucosa (Fig. 4C). El cálculo del área bajo la curva mostró la normalización 



 

 

por parte de las hCGβ+mAB4m y un aumento significativo en los niveles de glucosa en 
el grupo de hembras hCGβ+ con respecto a los otros dos grupos (p<0.001) (Fig. 4D).  

 

Figura 4: Test de tolerancia a la glucosa en ratones hembra WT (n= 17), hCGβ+ (n= 12), 
hCGβ+mAB tratadas a las 5 semanas (hCGβ+mAB 5s; n=6) (A) y a los 4 meses (hCGβ+mAB 
4m; n= 4) (C), en ayuno y tras una inyección de glucosa (2 g/kg, vía i.p), analizadas a los 6 meses 
de edad Los datos representan la media ±ES. Los asteriscos denotan diferencias significativas 
entre WT y transgénicas tratadas con el anticuerpo vs. hCGβ+ (***: p<0.001: **: p<0.01; *: 
p<0.05). ANOVA de dos vías con medidas repetitivas – Bonferroni. B: Gráfico del área bajo la 
curva para hCGβ+mAB5s. D: Gráfico del área bajo la curva para hCGβ+mAB4m. Las letras 
distintas indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). ANOVA de una vía – 
Bonferroni. 
 
1.7 Test de respuesta a insulina 

 
Se evaluó la respuesta a insulina a través de la determinación de la glucemia a los 0, 30, 
60 y 90 min posteriores a una inyección de insulina, resultando significativamente mayor 
en las hembras hCGβ+ respecto de las hembras WT (p< 0.05) entre los 30 y 90 min post-
insulina. No se observaron diferencias significativas entre las hembras hCGβ+mAB5s y 
hCGβ+ (Fig. 5A). El cálculo del área bajo la curva muestra un incremento significativo 
de la glucemia (p<0.05) entre las hembras WT y hCGβ+ control. No se mostraron 
diferencias significativas entre las hembras hCGβ+mAB5s y los demás grupos (Fig. 5B). 
Una situación similar fue registrada en la curva de las hembras hCGβ+mAB4m.  
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Figura 5: Test de resistencia a la insulina en ratones hembra WT (n= 17), hCGβ+ (n= 12), 
hCGβ+mAB tratadas a las 5 semanas de edad (hCGβ+mAB5s; n=6) (A) y a los 4 meses de edad 
(hCGβ+mAB4m; n= 4) (C), en ayuno y tras una inyección de insulina (0.75 UI/kg, vía i.p). Los 
datos representan la media ±ES. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre hembras 
hCGβ+ vs. WT (**: p<0.01; *: p<0.05). Los # denotan diferencias significativas entre WT y 
hCGβ+ tratadas con el anticuerpo (p<0.05). ANOVA de dos vías con medidas repetitivas – 
Bonferroni. B y D: Gráfico del área bajo la curva hCGβ+mAB5s y hCGβ+mAB4m, 
respectivamente. Las letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). 
ANOVA de una vía – Bonferroni.  
 
 
DISCUSIÓN  
 
La inmunoneutralización de hCG con anticuerpos monoclonales ha sido propuesta como 
inmunoterapia de cánceres productores de hCG (Talwar y col., 2011). El anticuerpo 
desarrollado por el Dr. Talwar posee alta afinidad hacia la subunidad β de hCG que no 
presentan reacción cruzada con las hormonas hipofisarias. Este anticuerpo es capaz de 
bloquear la producción de testosterona por hCG en células de Leydig in vitro y la 
inducción de la ovulación con hCG en ratones inmaduros in vivo. Con la idea de revertir 
y prevenir las alteraciones en el fenotipo de las hembras transgénicas, se trataron hembras 
hCGβ+ siguiendo un protocolo de administración del anticuerpo. 

La capacidad bioneutralizante del anticuerpo anti-hCG en el modelo transgénico fue 
establecida aplicando un esquema de administración desde una edad en la que aún no se 
han manifestado las principales alteraciones fenotípicas del modelo, como es la edad 
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juvenil (Rulli y col., 2002; Ratner y col, 2012). Por otra parte, se logró identificar una 
concentración apropiada del anticuerpo que asegure el bloqueo de su efecto biológico in 
vivo, analizando la respuesta ovulatoria al estímulo por hCG. La hCG se utiliza 
normalmente como análoga de LH para simular el pico preovulatorio, debido a la 
similitud estructural entre las dos hormonas y su interacción con el mismo receptor 
(LHCGR). Como consecuencia del drástico aumento en los niveles de LH/hCG durante 
la ovulación, se producen cambios dentro del folículo ovárico que culminan en la 
liberación de COC. Se aplicó entonces, un protocolo de inducción hormonal de la 
ovulación con eCG/hCG en hembras WT y se estudió la capacidad neutralizante con 
distintas concentraciones del anticuerpo in vivo, mediante la presencia o ausencia de COC 
en los oviductos post-inducción. Se determinó así, que la dosis de anticuerpo capaz de 
bloquear la inducción de la ovulación fue de 300 µg/ratón y, por lo tanto, la empleada en 
los experimentos del presente trabajo.  

Se analizó el ciclo estral durante 12 días consecutivos. Mientras que las hembras 
hCGβ+mAB5s lograron revertir la aciclicidad, las hembras hCGβ+mAB4m no pudieron 
revertir su condición y permanecieron en un diestro continuo. Dicho patrón, característico 
del modelo transgénico hCGβ+, se describió también en otros modelos experimentales 
con niveles elevados de prolactina o progesterona (Moro y col., 2001, Ishida y col., 2007; 
Peltoketo y col., 2011).  

Las hembras hCGβ+ adultas son infértiles (Rulli y col., 2002). No pueden aparearse o 
quedar preñadas, incluso si se las trata hormonalmente. Se reportó que hembras con 
hipersecreción moderada de LH son incapaces de llevar a término la preñez a raíz de 
problemas en la receptividad uterina, resultando en un cuadro de infertilidad (Mann y 
col., 1999). Esto podría deberse a una falla en la preparación del útero para el recibimiento 
e implantación del embrión, seguida de una falla durante la preñez en sí debida a la 
toxicidad producida por el desbalance en los niveles de testosterona y estradiol presentes 
durante esta etapa (Mann y col., 1999). Por otro lado, mujeres que se someten a 
fertilización asistida pueden presentar niveles elevados de progesterona al final de la fase 
folicular de la estimulación ovárica controlada, que se relacionó con una baja tasa de 
viabilidad de los embarazos (Kiliçdag y col., 2010). Por ende, se postuló que los niveles 
anormales de progesterona provocarían un adelanto en el tiempo de implantación y por 
lo tanto alteraría la funcionalidad y la receptividad uterina (Melo y col., 2006; Labarta y 
col., 2011). De la misma manera, la hipersecreción de hCG en las hembras hCGβ+ 
conlleva a un aumento de los niveles de progesterona y testosterona (Rulli y col., 2002) 
que podría afectar el ambiente hormonal intrauterino e interrumpir el normal desarrollo 
del embrión. También se ha demostrado que la administración de prolactina a ratas causó 
una disminución significativa en el número de ovocitos ovulados (Polisseni y col., 2005). 
En base a esto, las hembras hCGβ+mAB5s fueron inducidas hormonalmente y puestas en 
apareo con machos WT. No sólo fueron receptivas al macho, sino que quedaron preñadas 
más de una vez y se logró el nacimiento de crías vivas, por lo que el ambiente intrauterino 
estaría normalizado. Las hembras hCGβ+mAB4m, al no recuperar la ciclicidad y la 
posibilidad de quedar preñadas, mantuvieron la condición de infertilidad. Estos resultados 
indican que la neutralización de la actividad de hCG logró revertir la infertilidad sólo 
cuando los anticuerpos monoclonales fueron aplicados en hembras jóvenes. Si el 
tratamiento comienza a aplicarse más tardíamente, el mismo no sería efectivo.  

Como se ha mencionado previamente, los niveles séricos de progesterona se encuentran 
elevados en las hembras hCGβ+. Este aumento estaría dado como consecuencia del efecto 
directo de hCG sobre la esteroidogénesis gonadal a través de su receptor LHCGR. Un 
aspecto clave a considerar en el modelo hCGβ+ es que, a los seis meses de edad, los 



 

 

niveles séricos de prolactina se encuentran significativamente aumentados, acompañados 
por el desarrollo de adenomas hipofisarios (prolactinomas) y originados por la hiperplasia 
e hipertrofia de los lactotropos, siendo la ovariectomía capaz de prevenir el desarrollo de 
estas alteraciones (Rulli y col., 2002). Se ha demostrado previamente que el aumento 
transitorio de estradiol en la peripubertad y de progesterona desde edades tempranas 
serían los responsables del desarrollo de prolactinomas (Rulli y col., 2002; Ahtiainen y 
col., 2010). Así, los esteroides gonadales aumentados actuarían sobre el eje prolactínico, 
incrementando no sólo la síntesis y secreción de prolactina, sino también la proliferación 
de los lactotropos y reduciendo el tono dopaminérgico (Ahtiainen y col., 2010; Ratner y 
col., 2012; Faraoni y col., 2017). Es de destacar que el tratamiento con el anticuerpo 
resultó eficaz en normalizar los niveles de progesterona y también el tamaño de la 
hipófisis en las hembras hCGβ+. En ambas situaciones, la hiperprolactinemia y el 
desarrollo de prolactinomas estarían suprimidos al aumentar el tono dopaminérgico, y 
también indirectamente al disminuir los niveles de progesterona circulante. 

La hipersecreción de hCG no sólo impacta negativamente sobre el eje reproductivo de las 
hembras, sino que afecta el metabolismo provocando obesidad, intolerancia a la glucosa, 
insulinorresistencia, aumento en los niveles de leptina e hipertrigliceridemia (Ratner y 
col., 2016). Con el objetivo de obtener más información acerca del metabolismo de las 
hembras hCGβ+ tratadas con el anticuerpo monoclonal, se analizaron el peso corporal, la 
ingesta de alimento, y se realizaron estudios del perfil de tolerancia a la glucosa y 
respuesta a la insulina. Si bien la observación macroscópica no reveló aumento y 
acumulación de grasa abdominal en los grupos tratados con anticuerpo, el peso corporal 
fue similar al de las hembras hCGβ+. En el caso de las hembras hCGβ+mAB5s, este 
aumento estaría correlacionado con un mayor consumo de alimento. Una situación muy 
diferente se observó con las hembras hCGβ+mAB4m que, pese a que consumieron 
cantidades de alimento similares al WT, estas hembras mantuvieron el peso elevado, 
probablemente debido a alteraciones en el balance energético. 

La tolerancia a la glucosa se vio normalizada en ambos grupos de hembras tratadas, 
mientras que los tratamientos no lograron restableceré la insulinorresistencia. Existe 
extensa evidencia experimental que avala que los esteroides sexuales y la insulina 
interactúan en los tejidos blanco (Livingstone y Collinson, 2002). El aumento en los 
niveles de esteroides sexuales que ocurre como consecuencia de la hipersecreción de hCG 
podría estar influyendo de manera directa sobre las alteraciones metabólicas descriptas 
en las hembras hCGβ+ en la adultez. Por otra parte, también se demostró una relación 
entre la prolactina y el metabolismo glucídico. Se demostró que esta hormona hipofisaria 
es capaz de actuar sobre la función del páncreas durante la preñez, momento en el cual 
aumenta la producción de insulina en respuesta a la demanda metabólica de las madres 
(Ben- Jonathan, 2008). A su vez, en condiciones patológicas de hiperprolactinemia, como 
en pacientes con microprolactinomas, se observó hiperinsulinemia y resistencia a la 
insulina (Tuzcu y col., 2003; Park y col., 2012). 

El tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti– hCG resultó ser una estrategia útil 
para normalizar, al menos en parte, el fenotipo de las hembras hCGβ+. La efectividad del 
tratamiento dependería de la etapa en la cual es administrado. Durante la etapa juvenil, 
logró normalizar los niveles de progesterona, revertir la infertilidad, la tolerancia a la 
glucosa y la aparición de tumores hipofisarios. Sin embargo, el mismo tratamiento 
aplicado en la adultez sólo logró normalizar la tolerancia a la glucosa y reducir los niveles 
de progesterona. El test de resistencia a la insulina no mostró una normalización en los 
grupos. Estos resultados sugieren que, al menos en una primera instancia, es posible 
revertir ciertos efectos de la hipersecreción de hCG mediante un tratamiento de 



 

 

inmunoneutralización de hCG aplicado tempranamente. A medida que crecen, se 
acentúan más los efectos hasta llegar a un punto donde las alteraciones serían 
irreversibles. Se requiere analizar otras dosis y esquemas de administración que logren 
normalizar las alteraciones fenotípicas que resultaron resistentes a las condiciones 
utilizadas en este estudio.  

En conclusión, el tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-hCG fue capaz de 
bioneutralizar los efectos de la hormona y permitió la normalización de la fertilidad, el 
perfil hormona sérico, previniendo así los desbalances a nivel metabólico y el desarrollo 
de prolactinomas. Así, la utilización de un modelo murino transgénico con secreción de 
hCG resultó ser una herramienta eficaz para testear la capacidad bioneutralizante del 
anticuerpo monoclonal anti-hCG. Los resultados presentados contribuyen a la utilización 
de anticuerpos monoclonales como enfoques inmunológicos contra hCG para el control 
de la fertilidad y terapia de cánceres en estadíos avanzados que expresan hCG o alguna 
de sus subunidades. 

 
 

ABSTRACT 
  
The human chorionic gonadotropin (hCG) hormone, normally secreted by the placenta, 
is essential in the implantation and maintenance of pregnancy. Furthermore, the ectopic 
expression of hCGβ/hCG has been demonstrated in different cancers, usually associated 
with a poor prognosis of the disease. The objective of the present study was to determine 
the effectiveness of a monoclonal antibody in bioneutralizing the hCG produced by 
transgenic mice female for hCGβ. hCGβ+ females of 5 weeks or 4 months of age received 
3 injections of the monoclonal antibody anti-hCG (PiPP) via i.p. (300 µg/mouse) for one 
week, applied every other day and then once a week for 2 months. WT and hCGβ+ 
females treated with vehicle only were used as controls. Fertility, serum progesterone 
levels, body weight, food intake, glucose tolerance and insulin sensitivity, and 
development of pituitary tumors were analyzed. Treatment with the anti-hCG antibody 
turned out to be a useful strategy to normalize, at least in part, the phenotype of hCGβ+ 
females. The effectiveness of the treatment would depend on the stage in which it is 
administered. During the juvenile stage, progesterone levels, reverse infertility, glucose 
tolerance and the appearance of pituitary tumors were normalized. However, the same 
treatment applied in adulthood only managed to normalize glucose tolerance and reduce 
progesterone levels, maintaining insulin resistance. These results suggest that it is 
possible to reverse certain effects of hCG by an early immunoneutralization treatment. 
As they grow, the effects are accentuated until the alterations become irreversible. Thus, 
this study contributes to the use of monoclonal antibodies as an immunological approach 
against hCG in the control of fertility and therapy of cancers that express hCG or any of 
its subunits. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral primario más frecuente y 
maligno en adultos; con una supervivencia media de menos de un año tras su diagnóstico. 
Este tumor se define por presentar una gran capacidad proliferativa, infiltración difusa en 
tejidos adyacentes, focos de necrosis, elevada angiogénesis y una fuerte resistencia a la 
apoptosis. Su mal pronóstico se atribuye principalmente a la resistencia de las células del 
glioma a las terapias convencionales y la recurrencia del tumor después de la eliminación 
quirúrgica. Debido a que los GBM son refractarios a los protocolos terapéuticos actuales, 
incluyendo la radioterapia y que la cirugía no es capaz de eliminar por completo el tumor, 
debido a su naturaleza infiltrante, las terapias actuales conducen sólo a una mejora 
temporal y limitada (1, 2). 

El desarrollo de esta lesión glial maligna implica un proceso de múltiples facetas que se 
traduce en una pérdida de control genético o epigenético, el crecimiento celular 
desregulado, y la tolerancia inmune. Los tumores cerebrales se caracterizan por una 
importante activación e infiltrado de células del sistema inmune. Los gliomas malignos, 
como el GBM son notoriamente inmunosupresores donde la progresión tumoral se 
encuentra favorecida por el microambiente inducido por las células inmunes y 
condicionado en primer lugar por la activación de las células dendríticas (CD) (3, 4). 
Las células dendríticas (CD) son células presentadoras de antígeno profesionales (CPA) 
que expresan una cualidad única: activar linfocitos T vírgenes, poniendo en marcha la 
respuesta inmune adaptativa. La relevancia de las CD en la respuesta inmune no guarda 
sólo relación con su capacidad de activar a los linfocitos T naive; son ellas las que deciden 
el perfil particular en el que se diferenciarán las células T CD4+ al activarse: Thelper 
(Th)1, Th2, Th17 o T regulatorio. Esta decisión depende, en última instancia, de la 
producción de citoquinas por las propias CD (5, 6). Recientemente, se ha postulado que 
pacientes con un predominio de perfil Th2 (por ser enfermos atópicos), contrarrestan más 
eficientemente el desarrollo del glioblastoma (7), y la presencia de una molécula 
característica de este perfil, OX40L parecería favorecer induciendo una mayor sobrevida 
en los ensayos pre-clínicos realizados (8). 

La Acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor de los nervios parasimpáticos ganglionares 
y post-ganglionares y un mediador parácrino no-neuronal producido por diferentes tipos 
celulares (9, 10). La ACh es sintetizada a partir de acetil coenzima A y la colina en una 
reacción catalizada por la colina acetiltransferasa (ChAT). La acción biológica de la ACh 
es mediada por dos diferentes grupos de receptores: los receptores nicotínicos (nAChR) 



  

y los receptores muscarínicos (mAChR). Estos receptores poseen una amplia distribución 
tisular y pueden modular diferentes funciones dependiendo del subtipo particular de 
receptor activado (9, 10). Finalmente, la ACh es degradada rápidamente por la acción de 
la acetilcolinesterasa (AChE). 

En los últimos años se ha establecido que la ACh excede su papel como neurotransmisor 
del sistema parasimpático. Parecería estar involucrado en la regulación local de 
numerosas funciones celulares, en una amplia variedad de sistemas no-neuronales, entre 
ellos, el sistema inmune (10). Nuestro grupo ha caracterizado la presencia de varios 
componentes del sistema colinérgico en CD (11). Recientemente, determinamos que la 
ACh imprime en las CD un perfil promotor Th2, induciendo la producción de citoquinas 
características como IL-4, IL-5, IL-13 y de quimoquinas tales como TARC (Thymus and 
activation-regulated chemokine) y MDC (Macrophage-derived chemokine), además de 
incrementar la expresión de la molécula OX40L (12). Por otra parte, Perry C. (13), 
determinó que existe una correlación directa entre los niveles de colinesterasa y el grado 
de malignidad de los tumores de glioblastoma. Curiosamente, los niveles de AChE son 
muy bajos en todos los tipos celulares de la glia normal, pero aumentan en tumores de 
astrocitomas (agrupa a todas las neoplasias intracraneales) (14).  

Este conjunto de observaciones nos permite preguntarnos ¿Podría la ACh inhibir el 
crecimiento tumoral y condicionar la relación entre el GBM y las CD para que esta 
imprima un perfil Th2 en los linfocitos T? 
 

El objetivo de este trabajo es dilucidar la relevancia del sistema colinérgico en el 
inicio y la progresión del microambiente tumoral, donde la ausencia o bajos niveles 

de ACh podrían favorecer el crecimiento del GBM, dificultando, además, la 
posibilidad de que las CD impriman un perfil Th2 en las células T. 

 
 
RESULTADOS 
 
En primer lugar evaluamos la expresión de mAChR en líneas celulares de 
glioblastoma y en un modelo murino experimental de tumor de cerebro: 
 
En primer lugar, comenzamos a trabajar con las líneas celulares U251 y U373 de 
glioblastoma multiforme (GBM). Determinamos la presencia de los mAChR M1 y M3 
en ambas líneas. La evaluación de la expresión de estos receptores se realizó por 
inmunomarcación y análisis por microscopía de fluorescencia (figura 1). Por otra parte, 
hemos podido determinar la expresión de mAChR M3 mediante inmunohistoquímica en 
un modelo murino experimental, que se basa en la inoculación intracraneal de células 
tumorales murinas de la línea GL26 de tumor de cerebro, en ratones inmunocompetentes 
(figura 2) (detalle de este modelo se describe en materiales y métodos del proyecto 
propuesto). Como se puede observar en la figura 2 y 3 hay una clara expresión de los 
receptores M1 y M3 en las líneas celulares, mientras que se observa expresión del receptor 
M3 solamente en el modelo murino tumoral. 

 
 



  

 
 
 

 
 
   

Expresión de OX40L en líneas celulares de Glioblastoma 
 
Diferentes autores han postulado la posibilidad de la realización de estrategias de 
inmunoterapia a travéz de la molecula de OX40L para la eliminación del tumor (3,4); 
molecula en la que nuestro grupo posee amplia experiencia (Allergy 2017; 72: 221–231), 
debido a esto consideramos importante determinar la expresión de OX40L en las líneas 
de glioblastoma con las cuales trabajaremos. Como se observa en la figura 3 tanto la línea 
U251 y U373 tienen una alta expresión de la molécula de OX40L.  
 
 
 

Figura 1: Expresión de los 
mAChR M1 y M3, en líneas de 
GBMH (U251 y U3T3). Se evaluó 
la expresión de los mAChR por 
inmunomarcación con un 
microcopio de fluorescencia 
Nikon Eclipse Ti-E, con un 
aumento de 200X. La figura 
muestra un experimento 
representativo de 3 realizados. 

Figura 2: Expresión del mAChR M3 
en el modelo experimental de 
inoculación intracraneal de células 
tumorales murinas GL26. Se evaluó 
la expresión de los mAChR M1 y M3 
por inmunomarcación con un 
microcopio de fluorescencia Nikon 
Eclipse Ti-E, con un aumento de 
20X. DAPI: muestra marcación 
nuclear. La figura muestra un 
experimento representativo de 3 
realizados. 



  

 
 
 
Carbacol (Carb) induce apoptosis en la línea de GBM U373 
 
Habiendo confirmado la expresión de los receptores muscarínicos en células del sistema 
nervioso central, decidimos evaluar si el sistema colinérgico podía participar en la 
modulación de la sobrevida de las células de GBM. Para ello, incubamos a la línea celular 
U373 en presencia o ausencia de distintas concentraciones de Carb, y luego de 18 h 
evaluamos la viabilidad celular mediante la marcación con anexina V e ioduro de propidio 
(IP) y análisis por citometría de flujo. Como se puede observar en la figura 4, hay un claro 
incremento dosis dependiente en el porcentaje de células apoptóticas cuando estas son 
incubadas con Carb, a pesar de que estas líneas celulares suelen ser muy resistentes a 
sufrir apoptosis. 
 

 
 

Figura 4: El Carb incrementa el número de células apoptóticas en la línea U373. (A-B) Se 
cultivaron células U373 en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de Carb (10-7M a 
10-9 M). Luego de 18 h se evaluó la viabilidad celular mediante el kit Anexina V/Ioduro de 
propidio por citometría de flujo. En (A) se muestra un dot-plot representativo de Anexina V versus 
IP. (B) Se muestra el porcentaje de células Anexina V+ (*p< 0.05, media ± SEM, n=4). 
 
 
El sistema colinérgico activa a las CD cuando estas se cultivan en presencia de 
células de la línea de GBM: 
 
A continuación, decidimos evaluar si el sistema colinérgico podía modular la fisiología 
de las CD en presencia de células tumorales de glioblastoma, para poder evaluar la 
interacción entre las CD y el GBM en presencia del sistema colinérgico, cambiamos 
parcialmente nuestro modelo experimental; luego de su diferenciación, las CD fueron 
privadas de las citoquinas y resuspendidas en medio RPMI con 1% de suero bovino fetal 
(SBF), evitando de esta manera cualquier influencia de la IL-4 y GM-CSF sobre las 
células tumorales, además los cultivos fueron realizados con un 1% de SBF para 
minimizar el crecimiento de la línea durante el experimento. A continuación, las CD 

Figura 3. Las células de glioblastoma expresan la 
molécula de OX40L. La expresión de OX40L fue 
evaluada mediante citometría de flujo en las líneas 
celulares U251 y U373. La figura muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. 



  

fueron cultivadas en presencia o ausencia de las líneas U251 o U373 y luego de 18 h se 
analizó el estado de activación de las CD. Como se observa en la figura 5, las CD 
mostraron un incremento significativo en la expresión de CD86 y HLA-DR cuando las 
mismas fueron cultivadas con la línea U251, estamos observando los mismos resultados 
con la línea U373, en presencia de Carb, nicotina (Nic) y muscarina (Musc). Por otra 
parte, ensayos de bloqueo con antagonistas específicos para mAChR o nAChR 
demostraron que ambos receptores parecerían estar involucrados en la activación 
colinérgica de las CD cultivadas en presencia de líneas celulares de GBM (datos no 
mostrados), al igual que los agonistas selectivos. Por el contrario, no se encontraron 
diferencias cuando CD fueron incubadas con sobrenadantes de cultivo obtenidos de 
células de GBM activas con agonistas colinérgicos (datos no mostrados), lo cual indicaría 
la necesidad de contacto celular para inducir la activación de las CD. No obstante, no 
observamos diferencias significativas en las CD activadas con Carb (resultados previos 
de nuestro grupo); esto podría deberse al cambio que realizamos en nuestro protocolo al 
privar al cultivo de las citoquinas. Por último, evaluamos en los sobrenadantes de estos 
experimentos la producción de IL-8 y TNFα (resultados previos de nuestro grupo observó 
que el sistema colinérgico modulaba la producción de esta citoquina en CD (5). 
Observamos un importante incremento en la producción de IL-8 en los sobrenadantes de 
co-cultivo tratados con agonistas colinérgicos respecto de las CD cultivada con la línea 
sola, no hubo diferencias en la producción de TNF-α, (datos no mostrados por razones de 
espacio). 
 
 

 
 
 
 
 
Estos resultados sugieren que el sistema colinérgico puede influir sobre la activación 
de las CD, a pesar de que las mismas se encuentren desfavorecidas por la presencia 
de un microambiente tumoral, y que esta activación depende del contacto célula-
célula. 
 
Por último, otro punto importante para tener en cuenta era si las líneas celulares de GBMH 
empleadas en este trabajo eran capaces de producir ACh (al igual que las CD, hallazgos 

Figura 5. El Sistema colinérgico promueve cambios 
fenotípicos en CD cultivadas con GBM. (A-B) Se 
cultivaron CD (1x105/well) sobre las células U251 o 
U373 por 18 h con o sin Carb, Nic o Musc (10-8M). 
Luego se analizó la expresión de HLA-DR y CD86 por 
citometría de flujo. Se muestran histogramas 
representativos de A) 2-5 experimentos realizados. 
B) media ± SEM de IFM expresada como porcentaje 
relativo a CD sin tratar (n=5), Asignándole un valor 
arbitrario de 100% a las CD no tratadas. *p<0.05, 
**p<0.01 vs CD+GBM (línea U251) 



  

previos también de nuestro grupo (6). Esto es relevante para determinar si en los co-
cultivos de las células tumorales con las CD, la ACh producida por las propias líneas 
celulares de glioblastoma puede modular la activación de las CD.  Para ello, en primer 
lugar, evaluamos si las líneas celulares U251 y la U373 expresaban la enzima ChAT 
(enzima responsable de la producción de ACh). Como se puedo observar en la figura 6, 
hay expresión de esta enzima, esto fue determinado por inmuhistoquimica y citometría 
de flujo. Por último, nos preguntamos entonces, si inhibidor de la AChE neostigmina 
(Neo) puede aumentar los niveles la ACh en los co-cultivos de CD y modular la 
funcionalidad de las mismas. La figura 7 muestra que la Neo incrementa la expresión de 
la molécula HLA-DR en CD cuando son co-cultivadas con células de la línea U251. Al 
igual que en la figura 6, las CD fueron privadas de las citoquinas y resuspendidas en 
medio RPMI con 1% de SBF. 

Estos resultados sugieren que la inhibición de la degradación de ACh, la cual puede ser 
provista tanto por las células tumorales como por las CD en el microambiente tumoral, 
influye sobre la activación de las CD. 
 

 
 

Figura 6. Producción endógena de ACh en las líneas U251 y U373. A y B) Se analizó la 
expresión de ChAT en las líneas celulares U251 y   la línea U373 por inmunomarcación y análisis 
por microscopía confocal, aumento 60x (A) y por citometría de flujo para la línea U251 (B).  

 
 

 
 
 

En conjunto estos resultados nos permiten demostrar la presencia de un sistema 
colinérgico en los tumores de GBM y que tanto la producción endógena como el 
agregado exógeno modula la activación de las CD. 
 

Figura 7: Las CD en cultivos con GBM en 
presencia de Neo, incrementan la expresión de 
HLA-DR. Se cultivaron CD (1x105/well) sobre las 
células U251 por 18 h con o sin Neo 20 µM. La 
expresión de HLA-DR fue evaluada por 
citometría de flujo. La figura muestra un 
experimento representativo de 3 realizados. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El subtipo de cáncer de mama llamado HER2 positivo (HER2+) es el cual tiene 
amplificado/sobreexpresado el receptor tirosina quinasa HER2, está caracterizado por un 
curso agresivo y metastásico de la enfermedad. El tratamiento de elección es el anticuerpo 
monoclonal anti HER2 trastuzumab, pero fracaso terapéutico se produce entre el 20-40% 
de los pacientes (1). Por ello, se han desarrollado nuevas estrategias antiHER2 que se 
utilizan actualmente en la clínica entre los que se encuentra el lapatinib, inhibidor de la 
actividad tirosina quinasa de HER2 y EGFR(2). 

Es sabido que las metástasis son causales del 90% de las muertes asociadas a cáncer. En 
cáncer de mama, la presencia de metástasis al diagnóstico es sinónimo de mal pronóstico, 
incluso con los avances de las terapias actuales. La sobrevida a cinco años es del 83.8% 
cuando se detectan metástasis ganglionares al diagnóstico y solo del 22.3% cuando las 
metástasis son a distancia (3). La instalación de una metástasis es un complejo proceso 
que involucra varias etapas que incluye la invasión local del tumor, la intravasación en la 
vasculatura, luego su extravasación de la circulación y la colonización de tejidos distales. 
En la etapa de metástasis órgano-específica, las células tumorales, una vez en circulación, 
invaden la membrana basal, se adhieren a las células endoteliales, se extravasan y migran 
dentro de órgano blanco siguiendo ciertas señales que las atraen. La sobrevida global a 
10 años en cáncer de mama está asociado al subtipo, siendo el 79.6% para el 
luminal/HER2 y 74.4% para el HER2 enriquecido. La incidencia acumulada de relapso a 
los 3 años asciende a 62% en los HER2 enriquecidos, mientras que en los luminales es 
de alrededor del 20%.  En particular, nuestro grupo demostró que el factor de necrosis 
tumoral α (TNF) genera resistencia al trastuzumab en cáncer de mama HER2+, 
induciendo la expresión de la glicoproteína de membrana mucina 4 (MUC4) que 
enmascara el epitope de unión del trastuzumab en el HER2. En modelos preclínicos 
demostramos que el bloqueo de TNF sensibiliza a los tumores al trastuzumab. Más aun, 
comprobamos que la expresión de MUC4 en pacientes es un biomarcador independiente 
de pobre respuesta al trastuzumab, lo que permitiría asignar terapias de forma más eficaz. 
La MUC4 está compuesta por una subunidad denominada MUC4 O-glicosilada, que 
está unida de forma no covalente a la subunidad MUC4 de transmembrana (4). La 
MUC4 se expresa en tejidos normales como intestino, tráquea, útero y, en glándula 
mamaria, especialmente durante la lactancia. La MUC4 está expresada de forma aberrante 
en muchos tipos de tumores como pulmón, páncreas y colon (5). En particular en cáncer 
de mama se observó una expresión incrementada de la MUC4 en metástasis en ganglios 
linfáticos con respecto al tumor primario (6). La MUC4 es una proteína multifuncional. 



 
 

 

La subunidad MUC4actúa como barrera protectora de la zona apical de los epitelios 
normales. La subunidad MUC4 posee 2 dominios EGF-like y actúa como modulador 
intracrino e intramembrana de la señalización del HER2. La MUC4 interactúa con el 
HER2, induce su fosforilación y, en presencia de heregulina (HRG, ligando de HER3), 
potencia la interacción HER2/ HER3, impide su internalización, prolongando así en el 
tiempo la activación de vías de señalización río abajo (7). 

Nuestras evidencias indican que la expresión de MUC4 en células y tumores HER2+ no 
modifica la proliferación celular.  Los objetivos de este trabajo será estudiar en la 
migración e invasión de células de cáncer de mama HER2+ resistentes al trastuzumab, la 
participación de MUC4 y la efectividad del tratamiento de bloqueantes de TNF junto con 
el trastuzumab. 

 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Líneas celulares: Se utilizó la línea celular JIMT-1, proveniente de la German Collection 
of Microorganisms and Cell Cultures y se cultivaron con medio DMEM:HamF12 (1:1) 
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB). Las células JIMT-1-shMUC4 se 
obtuvieron transduciéndola con un plásmido de expresión de shRNA contra la MUC4 
inducible por doxiciclina, el cual además tiene un gen de resistencia a puromicina, 
utilizando partículas lentivirales Se utilizó el plásmido TRIPZ Human MUC4 shRNA 
Clone ID: V2THS_48384 TCTATCAGGGCGATACCTC. Las células JIMT-1sh-
Control se obtuvieron transduciéndolas con un vector con un shRNA control 
(Dharmacon). La población que efectivamente se transfectó se selecciona con puromicina 
0,2 μg/ml. 

Ensayo de invasión y migración  Para el ensayo de migración se utilizaron transwells 
cuyo diámetro de poro fue de 8μm. La cara inferior del transwell se cubrió con Matrigel 
(25μg/100μl) y se sembraron 2 x105 células en la cámara superior. En la parte inferior de 
la cámara se agregó medio suplementado con 10% SFB. Luego de cultivar durante 20 h 
en presencia de 10 μg/ml trastuzumab, 5 μg/ml etanercept, 10 μg/ml proteína dominante 
negativa de TNF, combinatorias de trastuzumab con bloqueantes de TNF o IgG y se 
coloreó la cara externa con cristal violeta, determinándose el número de células que 
invadieron con microscopio de fluorescencia.  

Para realizar los ensayos de migración, se raspó la superficie de monocapas celulares con 
un tip produciendo una “herida”. Las células se trataron como se detalló para el ensayo 
de migración y se tomaron fotos a tiempo cero y 16h. Se cuantificó el porcentaje de área 
cubierta con el programa Image J.. 

Western blot Se obtuvieron extractos de tumores como anteriormente describimos (8). Se 
evaluó la expresión de MUC4 con el anticuerpo 1G8 de Santa Cruz Biotechnology (9). 

 
 
RESULTADOS 
 
En nuestro laboratorio demostramos que la combinación de trastuzumab con el 
bloqueante de TNF etanercept (proteína de fusión entre el TNFR2 y la porción Fc de la 
IgG1 humana, que se utiliza hace más de 15 años para tratar la artritis reumatoidea que 
bloquea al TNF soluble y al de transmembrana) es capaz de sensibilizar tumores 
resistentes de novo al trastuzumab (9). También observamos que al bloquear solamente 



 
 

 

al TNF soluble con una proteína  mutante de TNFα, (DN) que forma heterotrímeros 
inactivos con la citoquina nativa (10), se supera la resistencia al trastuzumab de forma 
similar a lo observado con etanercept (11).  Por ello utilizamos ambos bloqueantes de 
TNF para evaluar la migración e invasión de células JIMT-1 tratadas con trastuzumab. 
Los ensayos de invasión de Matrigel en transwells y de migración luego de realizar una 
“herida” a una monocapa de células, mostraron que el trastuzumab puede inhibir la 
migración e invasión celular cuando está presente el etanercept o el DN (Figura 1 A y B). 
Esto constituye un indicio que también la combinación de terapias anti HER2 con 
bloqueantes de TNFɑ podrían ser efectivas en el tratamiento de metástasis. 

 

 
Figura 1. Efecto del bloqueo de TNFα sobre la invasión y migración de células JIMT-1 
tratadas con trastuzumab y bloqueantes de TNFɑ. A Invasión de células JIMT-1 tratadas con 
IgG (10 µg/ml), etanercept (10 µg/ml) Trastuzumab (10 µg/ml) o DN-TNF (10 µg/ml) o 
combinaciones utilizando el ensayo de transwell. B Migración de células JIMT-1 realizado por 
ensayo de la herida documentada a las 16h. Se grafica la diferencia del area a tiempo 16 vs 
tiempo 0. Los experimentos mostrados son representativos de 3 realizados. Los datos se muestran 
como media ± ES.  Análisis estadístico: ANOVA de una vía y análisis por test de Tukey. *P<0,05,  
y ****P<0,0001. .Tz: trastuzumab, E: etanercept, DN: proteína dominante negativa de TNF. 

 
Como se comentó en la introducción, otra de las terapias antiHER2 es el lapatinib.  Como 
las células JIMT-1 son resistentes también al trastuzumab y también al lapatinib 
evaluamos la migración de las mismas en presencia de lapatinib y los inhibidores de TNF. 
Observamos que tanto el lapatinib como el etanercept o DN no modificaron la migración 
de las células  JIMT-1. Sin embargo, la combinación de lapatinib con etanercept o DN 
inhibió la migración de estas células en un 50% (Figura 2). Esto indica que el TNFα tiene 
un rol decisivo en la capacidad migratoria de las JIMT-1 en presencia de lapatinib.  
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Figura 2. . Efecto del bloqueo de TNFα sobre la migración de células JIMT-1 tratadas con 
lapatinib y bloqueantes de TNFɑ La migración de células JIMT-1 realizado por ensayo de la 
herida documentada a las 16h. Se grafica la diferencia del area a tiempo 16 vs tiempo 0. Los 
tratamientos fueron 10 μg/ml de IgG (control), etanercept (ETA), dominante negativo (DN), 
lapatinib (LAP) o las combinaciones de LAP+ETA y LAP+DN. Se realizaron 4 réplicas de cada 
tratamiento. Se grafica la diferencia del area a tiempo 16 vs tiempo 0. Los datos representan la 
media ± desvío estándar y fueron analizados mediante un ANOVA de un factor acoplado a un 
test de Tukey para evaluar comparaciones múltiples. n.s= no significativo, **p<0.01, 
***p<0.001.      

 
Para poder evaluar la participación de la MUC4 sobre la inhibición de  migración inducida 
por bloqueantes de TNF y trastuzumab. Para ello hemos transfectado a las células JIMT-
1 de forma estable con un shRNA MUC4 inducible con doxiciclina (JIMT-1shMUC4). 
De esta forma, cuando las células se las cultiva en presencia de doxiciclina, disminuye la 
expresión de MUC4 (Figura 3).  

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Luego utilizamos las células JIMT-1shMUC4 las cuales tratamos o no con doxiciclina 
durante 10 días para regular negativamente la expresión de MUC4 para realizar un ensayo 
de herida. En la figura 4 se observa  que las células que tienen menor expresión de MUC4 
tratadas con IgG, migran menos que su contraparte control. Esto está de acuerdo a los 
reportes que indican que la MUC4 es una proteína antidhesiva que favorece migración e 
invasión.  En las células JIMT-1shMUC4 sin tratar se observa que solo se inhibió el cierre 
de la herida cuando se tratan con trastuzumab y el bloqueante de TNF, de forma similar 
a lo descripto con las células JIMT-1 wild type (Figura 1B). En cambio, en las células 
JIMT-1shMUC4 inducidas con doxiciclina que tienen bajos niveles de MUC4, el 
tratamiento con trastuzumab inhibió el cierre de la herida. La combinación del 
trastuzumab con el bloqueante de TNF no generó una inhibición mayor que con la del 
trastuzumab solo. Esto sugiere que la MUC4 es la principal mediadora de la 
sensibilización de las células JIMT-1 al trastuzumab por bloqueo del TNF in vitro. 

 

Figura 3. Establecimiento de línea celular JIMT-1 shMUC4 inducible.  Las células JIMT-1 
fueron transfectadas de forma estable con partículas virales conteniendo  un plásmido shRNA de 
MUC4 que se expresa de forma inducible bajo tratamiento con doxiciclina. Las células fueron 
tratadas o no con doxiciclina 1 µg/ml por 4-10 días. Se realizaron extractos proteicos y se los 
analizó por Western blot 
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De forma similar ensayamos en las JIMT-shMUC4 el papel de la MUC4 sobre la 
resistencia al lapatinib en un ensayo de migración.  En la figura 5A se observa  observarse 
que las células sin inducir se comportan de forma similar a la línea parental y su migración 
no se ve inhibida por el tratamiento con lapatinib, pero sí cuando el lapatinib es 
combinado con inhibidores de TNFα. Sin embargo, al silenciar la expresión de MUC4 
tras la inducción de las células con doxiciclina, se observó que el lapatinib es capaz de 
inhibir la migración a un nivel similar al de los tratamientos combinados (Figura 5B). 
Esto sugiere que la expresión de MUC4, inducida por TNFα, es una de las principales 
proteínas mediadoras de la migración en nuestro sistema de estudio.   
 

 
 

Figura 4  Participación de MUC4 en la migración de células JIMT-1 bajo tratamiento con 
trastuzumab y/o bloqueante de TNF. Migración de células JIMT-1 realizada por ensayo de la 
herida documentada a las 16h. Luego de realizar la herida, se trataron las células con IgG (10 
µg/ml), trastuzumab (trastuzumab) (10 µg/ml), una proteína dominante negativo (DN) de TNF (10 
µg/ml) o ambas juntas con o sin doxicilina. Se grafica la diferencia del área a tiempo 16 vs tiempo 
0.  Se realizaron 4 réplicas de cada tratamiento. Los datos representan la media ± desvío estándar 
y fueron analizados mediante un ANOVA de un factor acoplado a un test de Tukey para evaluar 
comparaciones múltiples*, P<0.05,** P<0.01,****P<0.0001 
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Figura 5. MUC4 tiene un rol decisivo en la migración de las células JIMT-1. Las células  JIMT-
1 shMUC4 sin doxiciclina (A) o tratadas con doxiciclina (B) fueron sembradas y se evaluó su 
migración por ensayo de la herida documentada a las 16h. Luego de realizar la herida, se 
trataron las con 10 μg/ml de IgG (control), etanercept (ETA), dominante negativo (DN), lapatinib 
(LAP) o las combinaciones de LAP+ETA y LAP+DN. Se grafica la diferencia del área a tiempo 
16 vs tiempo 0. Se realizaron 4 réplicas de cada tratamiento. Los datos representan la media ± 
desvío estándar y fueron analizados mediante un ANOVA de un factor acoplado a un test de 
Tukey para evaluar comparaciones múltiples. n.s= no significativo,***p<0.001, ****p<0.0001.   

 
    
DISCUSIÓN 
 
En este trabajo demostramos que la neutralización del TNF junto con el tratamiento con 
trastuzumab o lapatinib es capaz de inhibir la migración de células resistentes a dichas 
terapias antiHER2. Asimismo también comprobamos que la combinación de trastuzumab 
con etanercept o DN impidió la invasión de células resistentes al trastuzumab. 

Estas evidencias indican que, al menos en dos etapas de la cascada metastásica, el bloqueo 
del TNF permite actuar a terapias blanco del HER2 en células que no eran respondedoras.  
Esta prueba de concepto nos permitirá avanzar en el estudio del establecimiento de 
metástasis de tumores HER2+ in vivo utilizando las estrategias terapéuticas antes 
mencionadas.  

También pudimos comprobar que el silenciamiento de MUC4 conduce a una menor 
migración de las células tumorales y que dicha glicoproteína es fundamental para la 
resistencia al trastuzumab y lapatinib mediada por TNF. Resultó muy interesante 
comprobar que la MUC4 también es mediadora  de la resistencia a lapatinib. Se conocía 
que la MUC4, por  impedimento estérico, imposibilita la unión del trastuzumab en el 
HER2 (12), pero no se conoce acerca de su participación en la acción de inhibidores 
tirosina quinasa del HER2. Como está descripto que la subunidad MUC4 posee 2 
dominios EGF-like que se unen al HER2 estabilizándolo en la membrana plasmática y 
prolongando su señalización intracelular (13). Futuros experimentos serán realizados para 
evaluar el mecanismo por el cual la regulación negativa de MUC4 sensibiliza al 
tratamiento con lapatinib. 

Otro resultado para destacar es que hemos obtenido resultados similares bloqueando el 
TNF transmembrana y soluble (etanercept) y bloqueando solo al TNF soluble (DN).  Esto 
nos indicaría que con solo neutralizar el TNF soluble podríamos obtener los efectos 
inhibitorios sobre migración e invasión junto con las terapias antiHER2. Esta evidencia 
es importante ya que el uso de DN se podrá dejar el TNF transmembrana disponible para 
actuar en la respuesta inmune antitumoral(14). 

En conclusión, los resultados obtenidos indican que el bloqueo del TNF sensibiliza a 
células multiresistentes a terapias antiHER2 para impedir su migración e invasión.  Como 
previamente demostramos que la expresión de MUC4 es un marcado independiente de 
mal pronóstico al trastuzumab, proponemos que el tratamiento combinado de bloqueantes 
de TNF y terapias antiHER2 podría inhibir el crecimiento tumoral y el establecimiento 
de metástasis. 

 
 
 
 



 
 

 

ABSTRACT 
 

HER2/neu overexpression/amplification occurs in approximately 20% of invasive breast 
cancers (BC) and is strongly associated with poor prognosis. Trastuzumab, a monoclonal 
antibody against HER2, is the standard-of-care treatment for patients with early and 
metastatic HER2-positive BC. Lapatinib, a dual EGFR/HER2 tyrosine-kinase inhibitor, 
is used in metastatic HER2+. Resistant events to both drugs have been reported in about 
20-40% of the cases. Previously, we have reported that women with HER2+ tumors that 
express transmembrane glycoprotein mucin 4 (MUC4) have poor outcome to trastuzumab 
treatment. In addition, we proved that blockade of soluble TNF (sTNF), with a dominant 
negative protein (DN) or sTNF and transmembrane TNF, with etanercept, decreases the 
expression of MUC4 and reverses trastuzumab resistance. The aim of this work was to 
evaluate the participation of sTNF and transmembrane TNF (tmTNF) blockade and 
MUC4 expression in migration and invasion of JIMT-1 cells, a HER2+ BC model 
resistant to trastuzumab and lapatinib. JIMT-1 cell migration and invasion was not 
prevented by trastuzumab, lapatinib, etanercept or DN, but combination of trastuzumab 
or lapatinib with etanercept or DN inhibited migration. Similar results were obtained 
when invasion was tested with trastuzumab and TNF-blocking drugs. When MUC4 was 
knocked down with conditional shRNA MUC4-transduced JIMT-1 cells, lapatinib or 
trastuzumab alone reduced cell migration and TNF blockade did not further enhance this 
effect. These data suggests that MUC4 is a principal player on TNF-induced trastuzumab 
and lapatinib resistance. Also sTNF blockade have shown to be as effective as blockade 
of tmTNF together with sTNF. Women with HER2+/MUC4+ BC undergoing treatment 
with HER2-targeted therapies would benefit from the combined administration with 
TNF-blocking drugs in order to overcome or prevent therapy resistance. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer de cuello uterino, uno de los tumores ginecológicos más comunes, es la tercera 
causa principal de muerte asociada al cáncer entre las mujeres en todo el mundo, con un 
estimado de 530.000 casos nuevos al año y 270.000 muertes. Aproximadamente el 85% 
de las muertes mundiales por cáncer de cuello uterino ocurren en países subdesarrollados 
o en desarrollo, y la tasa de mortalidad es 18 veces mayor en los países de  bajos y 
medianos ingresos en comparación con los países más ricos. [1] En Argentina, 5000 
mujeres por año todavía son diagnosticadas con cáncer de cuello uterino y 2000 mueren 
a causa de este tumor [2]. 

La infección por el virus del papiloma humano (HPV) es la causa necesaria, pero no 
suficiente, para el desarrollo del cáncer de cuello de útero [3]. Según los análisis 
estadísticos, entre los 15 genotipos de HPV de alto riesgo, el HPV16 y el HPV18 son 
responsables del 75% de los casos de cáncer de cuello uterino [4]. Mientras que los 
genotipos del HPV de bajo riesgo, como el HPV-6 y el HPV-11, se asocian con 
manifestaciones no malignas de infección, por ejemplo, lesiones intraepiteliales 
escamosas de bajo grado, verrugas anogenitales, condiloma acuminado y otros [5]. 

Existen diferentes métodos de tratamiento para el CCU, con sus ventajas y desventajas. 
Por lo tanto, elegir una opción de tratamiento nunca es fácil y la elección estará 
influenciada por múltiples factores [6-8]. Una de las opciones es la quimioterapia; sin 
embargo, los principales problemas relacionados con los agentes quimioterapéuticos son 
los efectos adversos graves y las formaciones de multirresistencia [9]. 

En ese sentido, los agentes terapéuticos naturales se han vuelto importantes para el 
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento que podrían implementarse en la terapia 
del cáncer. Los compuestos fitoquímicos obtenidos de extractos de raíces de plantas, 
bulbos, cortezas, hojas, tallos y otras partes de las plantas han mostrado un potencial 
prometedor como fármacos contra el cáncer y como compuestos principales en la síntesis 
de nuevos fármacos [10]. 
En la medicina tradicional, el látex fresco de "diente de león" (Taraxacum officinale G. 
Weber ex F.H. Wigg) se utiliza a veces para tratar las verrugas (manifestaciones de la 
infección por HPV), aunque sin eficacia probada [11, 12]. T. officinale es una planta 
herbácea perenne de floración extendida que pertenece a la familia Asteraceae con una 
amplia distribución mundial. Los componentes prominentes del diente de león incluyen 



 
 

  

lactonas sesquiterpénicas, triterpenos, varios ácidos fenólicos, flavonoides y cumarina, 
entre otros [13, 14]. Se considera una hierba no tóxica que puede explotarse 
potencialmente por sus propiedades coleréticas, diuréticas, antirreumáticas y 
antiinflamatorias [15]. Estudios recientes mostraron una fuerte actividad antitumoral de 
un extracto de raíz de diente de león. Algunos autores encontraron que este extracto es 
capaz de inducir una activación rápida de la vía extrínseca de apoptosis mediada por 
receptores de muerte en células de leucemia humana y cáncer de páncreas. Además, este 
extracto sería selectivo para las células tumorales, ya que el mismo tratamiento no es 
perjudicial para las células no tumorales [16-19]. Además, nuevos estudios han informado 
de la actividad antitumoral de T. officinale en líneas celulares de cáncer pediátrico, cáncer 
de colon y cáncer gástrico [20-22]. 

Se sabe que el cáncer de cuello uterino es inicialmente asintomático, para luego 
transformarse en lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y cáncer invasivo. Así, 
los hallazgos de la actividad antitumoral de T. officinale mencionados anteriormente, 
permiten pensar que los componentes bioactivos de esta especie podrían tener actividad 
en el tratamiento de lesiones de diferente gravedad, provocadas por el HPV. 

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de un extracto de raíz de T. officinale 
sobre la proliferación y supervivencia de líneas celulares de cáncer de cuello uterino 
infectadas con el virus del papiloma humano. 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Recolección de T. officinale 

El material vegetal fue recolectado en la ciudad de Córdoba, Argentina (entre 31º22'47.75 
"S, 64º8'46.34" W y 31º22'43.84 "S, 64º 8'24.49" W), de acuerdo con los lineamientos 
nacionales de Argentina. La especie fue identificada por la doctora Gloria Barboza, en el 
Museo de Botánica de la Facultad de Ciencias Exactas Físicas y Naturales-Universidad 
Nacional de Córdoba, donde se depositó una muestra de herbario (CORD00027086). 
 
 Obtención de extracto de raíz de T. officinale (R-EtOH) 

Los individuos de diente de león se transportaron al laboratorio, se lavaron con agua para 
eliminar todo rastro de polvo y luego se secaron en una estufa a 28ºC y humedad 
controlada, limitando su exposición a la luz. Una vez secado el material, las raíces se 
separaron de las partes aéreas y posteriormente se trituraron. Se realizó una extracción 
con etanol mediante un aparato Soxhlet. Los líquidos de extracción se separaron del 
material vegetal y se concentró hasta sequedad utilizando un evaporador rotatorio a 
presión reducida y a temperaturas moderadas. Se preparó una solución madre en 
dimetilsulfóxido [100 mg/ml] a partir de la cual se realizaron las pruebas posteriores. 
 
Líneas celulares 

Se utilizaron los siguientes tipos de células: líneas celulares de cáncer de cuello uterino 
CaSki (HPV16+), HeLa (HPV18+) y C33A (HPV-). Como control se utilizó 
queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT (HPV-). Las células CaSki y HaCaT se 
mantuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco ™, Thermo Fisher Scientific), mientras que 
HeLa y C33A se mantuvieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM Gibco 
™, Thermo Fisher Scientific), suplementado con suero bovino fetal al 10% (SFB, 
NATOCOR®, Argentina) y 40 μg/mL de gentamicina. Todas las líneas celulares fueron 



 
 

  

provistas por el Laboratorio de Cultivo Celular del Instituto de Virología Dr. José María 
Vanella, Argentina y se conservaron en frascos de cultivo a 37°C con 5% de CO2 en una 
incubadora humidificada. 
 
Ensayo de viabilidad celular 

Los valores de viabilidad celular y concentración inhibitoria (CI20) y (CI50) se 
determinaron mediante el ensayo de reducción de MTT [bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazolio]. Este ensayo permite evaluar el potencial citotóxico del 
extracto de R-EtOH, ya que solo las deshidrogenasas mitocondriales formadas en células 
viables pueden reducir la sal de tetrazolio a un producto de formazán insoluble [23]. 

 Brevemente, se sembraron 1x105 células/mL en placas de 96 pocillos a 37 °C con 5% de 
CO2 para incubación durante la noche y se trataron con diferentes concentraciones de R-
EtOH (10-1000 μg/mL) durante 48 horas en sus respectivos medios, suplementados con 
2% de SFB. A continuación, las células se incubaron en un medio sin suero que contenía 
MTT a una concentración final de 0,5 mg/ml durante 1 hora [24]. Los cristales formados 
en las células intactas se solubilizaron en 100 μL de solución de MTT (10% de triton X-
100, 10% de HCl 0,1 N, isopropanol al 80%) y se midió la absorbancia a 570 nm 
utilizando un lector de microplacas (BioTek ELx800, EE. UU.). 

Todas las muestras se analizaron por triplicado y los valores se normalizaron a los 
controles sin tratar. El análisis de los resultados se realizó con el software Origin Pro 8.6. 
 
Ensayo de supervivencia clonogénica 

El ensayo clonogénico nos permite estimar la supervivencia celular, en función de la 
capacidad regenerativa de la célula después de haber sido expuesta a un extracto. Las 
células (200 células/pocillo) se colocaron en placas de 12 pocillos y se incubaron durante 
48 horas en RPMI 1640 o DMEM con SFB al 10% a 37ºC y CO2 al 5% en una incubadora 
humidificada.  Luego, el medio mencionado anteriormente se descartó y las células se 
trataron con CI20 y CI50 de R-EtOH en medio de cultivo con SFB al 2% durante 2 horas. 
Se utilizó medio de cultivo con SFB al 2% para el control sin tratar. Posteriormente, 
también se descartó el medio con R-EtOH, se lavó con solución salina tamponada con 
fosfato (PBS) y luego se añadió medio suplementado con SFB al 10% en metilcelulosa al 
3%. Después de 7 días, se fijó con metanol y se tiñó con cristal violeta al 0,1%. El número 
de colonias visibles se contó utilizando un microscopio óptico con un aumento de 40x. 

Se interpretó como una colonia cuyo clon comprende 50 células o más. Los resultados se 
expresaron como fracción superviviente (FS) [25]. 

 

 

𝑭𝒓𝒂𝒄𝒄𝒊𝒐𝒏 𝒅𝒆 𝑺𝒖𝒑𝒆𝒓𝒗𝒊𝒗𝒊𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂 (𝑭𝑺) =
𝐸𝑆 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐸𝑆 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
 

Donde: 

𝑬𝒇𝒊𝒄𝒊𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂 𝒅𝒆 𝑺𝒊𝒆𝒎𝒃𝒓𝒂 (𝑬𝑺) =
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠
𝑥100     

 
 
 



 
 

  

Determinación de apoptosis celular mediante el ensayo TUNEL 

Las células se sembraron a una densidad de aproximadamente 1 x 105 células/ml, en 
placas de 96 pocillos. Al día siguiente, se trataron con CI20 y CI50 de R-EtOH en medio 
de cultivo con SFB al 2%, por triplicado y durante 48 horas. Se utilizó medio de cultivo 
con SFB al 2% para el control sin tratar. Las células se fijaron en paraformaldehído al 4% 
y luego se lavaron con PBS. Posteriormente, las células se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0,1%, en citrato de sodio al 0,1% durante 2 min en hielo y luego se lavaron con 
PBS. Seguidamente las células se incubaron con 50 µL de mezcla de reacción TUNEL 
(kit de detección de muerte celular in situ, TMR red TUNEL-Roche Diagnostics, Sigma-
Aldrich), durante 60 min a 37 ºC en una atmósfera oscura. Las imágenes se capturaron 
con un microscopio de fluorescencia OLYMPUS IX81 y posteriormente se evaluaron con 
el software ImageJ / Fiji, versión 1.46 (http://imagej.nih.gov/ij/). Se utilizó tinción 
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) para visualizar el núcleo. 
 
Cinética de la muerte celular apoptótica mediante el ensayo Annexin VFITC / 7AAD 

Las células se sembraron a una densidad de 2 x 105 células/ml, se colocaron en placas de 
12 pocillos y se incubaron hasta alcanzar una confluencia del 100%. Luego se trataron 
con CI20 de R-EtOH en medio de cultivo con SFB al 2% durante 24 y 48 horas. Se utilizó 
medio de cultivo con SFB al 2% para el control sin tratar. Como paso siguiente, las células 
se tripsinizaron (tripsina al 0,15%) para levantar las células adherentes de las placas; se 
lavaron dos veces con SFB y una vez con PBS y finalmente se suspendieron en medio de 
cultivo. La tinción se realizó con el Kit I para la detección de apoptosis FITC anexina V, 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD Pharmingen ™). Posteriormente a la 
etapa de tinción, se analizaron los porcentajes de células viables, apoptóticas y necróticas 
utilizando el citómetro de flujo FACSCanto ™ II (BD Biosciences), y los datos se 
interpretaron con el software FlowJo X, versión 10.0.7r2. 
 
Análisis estadístico 

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces de manera independiente. Los 
análisis estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6.1 y Origin Pro 
8.6. Las pruebas estadísticas incluyeron la prueba T de Student y la prueba de Fisher en 
la que p <0,05 o menos se consideró significativa. 

 
 
RESULTADOS 

Efecto del R-EtOH sobre la viabilidad celular 

Investigamos el efecto del R-EtOH sobre la viabilidad de las células de cáncer de cuello 
uterino comparándolo con células no cancerosas mediante el método de reducción de 
MTT. Las concentraciones inhibidoras CI20 y CI50 se muestran en la Tabla 1.  

Se encontró que el R-EtOH causa una reducción en la viabilidad celular dependiente de 
la dosis, y la prueba de Fisher mostró diferencias significativas en la curva de 
citotoxicidad para las células CaSki y C33A, con respecto a las concentraciones en 
HaCaT.  

Las concentraciones inhibitorias de R-EtOH encontradas para las células de cáncer de 
cuello uterino fueron más bajas que en HaCaT (Tabla 1). Por tanto, con el fin de obtener 
un mayor efecto sobre las células tumorales, decidimos utilizar concentraciones CI20 y 



 
 

  

CI50 obtenidas en la línea celular HaCaT, para los siguientes ensayos en todas las líneas 
celulares. 

 
 

Table 1: R-EtOH [IC20] and [IC50] values for different cell lines 
 

Cell Line 
R-EtOH   

CI20* [µg/mL]  CI50** [µg/mL]  F-Test*** 

HaCaT  151.6 ±  13.5  228.1 ±  8.0   

HeLa  108.1 ±  20.2  201.8 ± 12.3  >0.05 

Caski  94.5 ±  0.8  161.1 ±  0.7  <0.05 

C33A  22.3 ± 3.8  37.1 ± 3.7  <0.05 

 
Los datos son valores medios de tres experimentos independientes x̅ ± DE realizados por 
triplicado. (*) CI20: concentración que redujo las células viables al 20%. (**) CI50: concentración 
que redujo las células viables al 50% (***) Prueba F: Los valores de CI encontrados para las 
líneas celulares CCU se compararon con los hallazgos correspondientes en la célula HaCaT. p 
<0,05 o menos se consideró significativo 
 
 
Ensayo de supervivencia clonogénica 

Dado que el ensayo clonogénico es útil para probar la capacidad proliferativa de las 
células en virtud de la capacidad de la célula para experimentar una proliferación 
suficiente para formar una colonia, es especialmente adecuado para evaluar los efectos a 
largo plazo de los tratamientos celulares (por ejemplo, unas pocas semanas después del 
tratamiento). En particular, como el estado metabólico celular y el potencial clonogénico 
no son necesariamente eventos paralelos, el ensayo clonogénico puede agregar 
información valiosa y distinta a la proporcionada por el ensayo MTT y puede considerarse 
complementario [27]. Observamos que la reducción en la capacidad de formar colonias 
en las células de cáncer de cuello uterino fue significativamente mayor que en las células 
HaCaT (Fig.1). 
 



 
 

  

 
Figura 1: Capacidad del extracto R-EtOH para inhibir la formación de colonias celulares luego 
del tratamiento. Los datos son valores medios de tres experimentos independientes x̅ ± DE 
realizados por triplicado. (***) Diferencias significativas (Prueba t de Student; p <0,001) 
comparando líneas celulares de CCU con células HaCaT. Tiempo de tratamiento con el extracto 
R-EtOH= 2h; Tiempo de observación de la supervivencia= 1 semana 

 
El R-EtOH induce la apoptosis en las células del cáncer de cuello uterino 

Para determinar si la muerte celular inducida por R-EtOH era apoptótica, utilizamos el 
ensayo TUNEL específico (Fig. 2a). Se observaron diferencias significativas en el 
porcentaje de células apoptóticas entre CCU y HaCaT para cada concentración. Las 
células HaCaT mostraron un ligero efecto apoptótico después del tratamiento con R-
EtOH, pero esto no fue estadísticamente significativo (Fig. 2b). Se observó que con dosis 
más altas de R-EtOH, el porcentaje de células apoptóticas en las células de cáncer de 
cuello uterino aumentaba significativamente (Fig. 2b). En CI20 hubo diferencias 
significativas entre CaSki-HeLa y CaSki-C33A, pero no hubo diferencias entre HeLa y 
C33A. Sin embargo, para CI50 hubo diferencias significativas entre todas las líneas CC, 
afectando principalmente a CaSki, luego a C33A y finalmente a HeLa (Fig. 2b). Este 
resultado sugiere que el R-EtOH contiene componentes bioactivos que fueron efectivos 
para inducir la apoptosis en las células de cáncer de cuello uterino. 
 
 
 



 
 

  

 
 
Figura 2: Evaluación de la inducción de apoptosis por R-EtOH, mediante el ensayo TUNEL a. 
Microfotografías representativas de la tinción TUNEL. El microscopio utilizado es un 
microscopio OLYMPUS IX81 a 40x. b. Porcentaje de células TUNEL positivas. Los asteriscos 
en las columnas corresponden a las diferencias entre las células CCU y las células HaCaT. Los 
asteriscos en las líneas grises corresponden a las diferencias entre las concentraciones de IC20 e 
IC50 en cada línea celular. Los asteriscos en las líneas negras corresponden a diferentes 
concentraciones de IC20 entre las células CCU. Los asteriscos en las líneas de color gris oscuro 
corresponden a diferentes concentraciones de CI50 entre las células CCU. Prueba t de Student: (*) 
p <0,01; (**) p <0,001 

 
Cinética de la muerte celular apoptótica mediante el ensayo Annexin VFITC / 7AAD 

Las etapas de apoptosis se cuantificaron utilizando anexina V como marcador de 
apoptosis y 7-aminoactinomicinaD (7AAD) como marcador de necrosis. En este ensayo, 
las células en las primeras etapas de la apoptosis tiñen anexina V positiva y 7AAD 
negativa (cuadrante superior izquierdo, Q1), mientras que las células en las últimas etapas 
de la apoptosis tiñen anexina V positiva y 7AAD positiva (cuadrante superior derecho, 
Q2). Las células viables se tiñen negativamente tanto para Anexina V como para 7AAD 
(cuadrante inferior izquierdo, Q4) y las células necróticas no se tiñen con Anexina V y si 
con 7AAD (cuadrante inferior derecho, Q3) (Figura 3a). 

Como se muestra en la Fig. 3a, la mayoría de las células no tratadas eran viables 
(cuadrante inferior izquierdo, Q4). Hubo diferencias significativas entre los porcentajes 
de apoptosis de todas las líneas CC con respecto a HaCaT. Después de 24 horas de 
tratamiento con R-EtOH CI20 observamos un aumento en el porcentaje de células 
apoptóticas, principalmente en la apoptosis temprana (Q1). Este aumento fue 
significativamente diferente para todas las células CCU en comparación con las células 
no tratadas (Fig. 3b). Después de 48 horas de tratamiento, hubo una reducción drástica en 
la viabilidad de las células CCU (Q4) y un aumento significativo en el porcentaje de 
apoptosis para las células CaSki y C33A en comparación con el tratamiento de 24 horas.  

Aunque a las 24 horas no hubo diferencias significativas en los porcentajes de apoptosis 
entre las células CCU, a las 48 horas se observaron diferencias significativas entre todas 
las líneas CCU, siendo los porcentajes más altos en las células CaSki, luego C33A y 
finalmente HeLa (Fig 3b). Aunque después de 48 horas se observa un aumento en el 
porcentaje de células necróticas, el hecho de que las células progresen a través de la 
apoptosis temprana de una manera dependiente del tiempo antes de teñir positivamente 



 
 

  

para 7AAD sugiere que la tinción 7AAD positiva es indicativa de que las células mueren 
como resultado de la apoptosis y no necrosis.  

 

 
Figura 3: Cuantificación de las etapas de apoptosis por citometría de flujo a. Se muestran 
pictogramas representativos de análisis de citometría de flujo y del efecto de R-EtOH CI20 a las 
24 horas y 48 horas en diferentes líneas celulares para recuentos de 30000 células. b. 
Cuantificación de tinción positiva para anexina V, incluida la apoptosis en etapa temprana (Q1) 
y tardía (Q2). Los asteriscos en las columnas corresponden a diferencias entre células tratadas y 
no tratadas. Los asteriscos en las columnas corresponden a las diferencias entre las células CCU 
y las células HaCaT, para cada tiempo de exposición. Los asteriscos en las líneas grises 
corresponden a las diferencias entre las 24 horas y las 48 horas de tratamiento en cada línea 
celular. Los asteriscos en las líneas negras corresponden a las diferencias a las 48 horas entre las 
células CCU. Prueba t de Student: (*) p <0,01; (**) p <0,001 

 
 
DISCUSIÓN 

El cáncer de cuello uterino es responsable del 10-15% de las muertes relacionadas con el 
cáncer en mujeres en todo el mundo, donde el HPV es el agente causante en más del 99% 
de los casos. Aunque las vacunas contra el HPV y las mejoras en la detección temprana 
han logrado reducir la tasa de mortalidad, el cáncer de cuello uterino todavía se considera 
un problema importante de salud pública en los países en desarrollo [28].  

Aunque existe una diversidad de tratamientos para las lesiones causadas por el HPV, 
estudios recientes informan que aproximadamente una de cada seis mujeres tratadas 
(16%) evidencio la infección persistente de al menos un HPV de alto riesgo que se asoció 
con Lesion intraepitelial escamosa de alta grado, recurrente o residual [29]. Por tanto, la 
búsqueda de nuevos tratamientos es de gran importancia. En los últimos años, se han 
informado propiedades antitumorales de los extractos de diente de león; sin embargo, hay 
poca evidencia de sus efectos sobre el cáncer de cuello uterino. 

En el ensayo MTT, revelamos una disminución en la viabilidad celular dependiente de la 
dosis y una mayor citotoxicidad en las células CaSki y C33A con respecto a HaCaT. Sin 



 
 

  

embargo, no encontramos diferencias significativas entre las células HeLa y HaCaT en 
este ensayo. El R-EtOH mostró un gran efecto citotóxico, ya que los valores de CI50 
encontrados fueron inferiores a los reportados en otros estudios [20-22]. Esto puede 
deberse a la naturaleza de las diferentes líneas celulares tumorales o al hecho de que el 
R-EtOH podría contener una mayor concentración de compuestos bioactivos, ya que los 
otros informes se refieren a extractos acuosos. 

Nuestros resultados confirmaron que la exposición a concentraciones más altas de R-
EtOH inhibe significativamente la proliferación y formación de colonias de células de 
cáncer de cuello uterino. Se sabe que cualquier sustancia que inhiba la progresión 
clonogénica de las células tumorales podría considerarse un potencial agente terapéutico 
contra el cáncer [30].  La pérdida de equilibrio entre la proliferación celular y la apoptosis 
es un sello distintivo que aumenta el fracaso de las células tumorales para ser eliminadas 
a través de la apoptosis. Una estrategia esencial para la terapia del cáncer es activar las 
vías apoptóticas en las células tumorales [32]. Los ensayos de Anexina-V/7AAD y 
TUNEL confirmaron que la disminución de la viabilidad celular es el resultado de 
procesos apoptóticos inducidos por el tratamiento con R-EtOH. La extensión de los 
períodos de tratamiento (24 a 48 horas), así como el incremento de la concentración de 
CI20 a CI50, aumentaron significativamente la tasa de apoptosis en las líneas celulares 
tumorales. 

Nuestros hallazgos proporcionan información adicional a la de otros autores sobre las 
propiedades antitumorales de T. officinale, lo que convierte a esta especie vegetal en un 
objetivo importante en la búsqueda de nuevos compuestos que puedan ser útiles en el 
tratamiento del cáncer [16, 20-22]. 

 
 
CONCLUSIÓN 
 
Este estudio informa, por primera vez, del potencial antitumoral del extracto de raíz de 
diente de león (R-EtOH) contra líneas celulares de cáncer de cuello uterino. Nuestros 
resultados mostraron que el extracto de raíz de diente de león (R-EtOH) contiene 
componentes bioactivos que afectan la proliferación y supervivencia celular. Además de 
esto, conduce a las células de cáncer de cuello uterino a la muerte celular programada. 
Por tanto, este es un extracto prometedor para futuros estudios que permitirá evaluar la 
utilidad de sus compuestos en el tratamiento del cáncer de cuello uterino así como en 
otros tipos de cáncer. 

 
 
ABSTRACT 
 
Background: Taraxacum officinale has been shown to exert diverse biological activities, 
in someones cancer cell lines. Also in traditional medicine have been its used fresh latex 
to treat warts (non-malignant HPV infection); however, its effect over cervical cancer cell 
lines is yet to be explored. The aim was to evaluate the effects of a root extract of 
Taraxacum officinale on the proliferation, survival and migration of cervical cancer cell 
lines. 

Methods: Ethanolic extract was obtained from T. officinale roots (R-EtOH). Caski 
(HPV16), HeLa (HPV18), C33A (HPV-) cervical cancer cell lines (CC) and keratinocytes 
HaCaT (HPV-) were used. Viability and inhibitory concentration values were determined 



 
 

  

by the MTT assay. Clonogenic assay was used to evaluate the survival. Apoptotic 
response was observed using the TUNEL and Annexin V/7AAD assay.  

Results: R-EtOH extract showed a dose-dependent cytotoxic effect on all cell lines. The 
number and size of the colonies, mainly in CC, decrease with higher concentrations of 
extract.  R-EtOH causes a higher percentage of apoptotic cells. 

Conclusion: This study reports, for the first time, the antitumor potential of dandelion 
root extract (R-EtOH) on CC. Our results showed that R-EtOH affect proliferation and 
survival of cervical cancer cell lines. In addition, R-EtOH leads to apoptosis in all CC 
cells; thus, it is a promising extract for future studies which will allow to evaluate its 
usefulness in cervical cancer treatment as in other cancer types 
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